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Abstrakt

Vroce 1983 wdci Marshall a Warren objevili ve vzorku Zaldgdé sliznice
spiralovité bakterie, které pogd pojmenovali Helicobacter pyloria z&adili je do
samostatného roddelicobacter

Helicobacter pylorije gramnegativni zdkvena bakterie, ke svémustu potebuje
mikroaerofilni prostedi a CQ. Z biochemickych vlastnosti jeildzita produkce ureazy,
katalazy, alkalické fosfatazy a fosfolipdzy a daiSienzyni. Jednotlivé kmeny se
mohou liSit v genetickém zakladu a v biologickydasinostech, podle toho se reékdi
na dva zakladni typy. Do typu | s&adi kmeny obsahujici kompletni ,ostrov
patogenity”, jehoz saiésti jsou geny nd@pcagA a vacA které jsou odpadné za
virulenci kmene a jsodasto nalézany u paciént peptickym ¥edem a karcinomem
Zaludku. Do typu Il segadi kmeny, které neapobuji zavazné poskozeni Zaltiie
sliznice.

Helicobacter pylorikolonizuje Zaludéni sliznici v oblasti antra,ijpmasivni infekci
muzZe echazet i doéta Zaludku. Podili se na rozvoji zdn Zaludéni sliznice a to
piedevsim sliznice antra, ktery vét§ing pripadh prechazi do chronické faze. Podili se
na rozvoji peptickéhoredu duodena a Zaludku, je prokdzana souvislostskaem a
MALT lymfomem Zaludku.

K Iécbé infekce Helicobacter pylorise standardnpouZziva trojkombinace |ék—
inhibitoru protonové pumpy (IPP) a dvou antibiotiMejcasgji to byva kombinace
amoxicilinu s klaritromycinem a IPP (nap omeprazolem). DalSi moznosti je
kombinace metronidazolu s klaritromycinem a IPH¢iRou selhani eradikai &by
muze byt rezistencklelicobacter pylorina rekteré pouzité antibiotikum.

K diagnostice infekcéHelicobacter pylorislouzi invazivni a neinvazivni metody.
Pro invazivni metody je nutné odebrat biopticky netoZaludéni sliznice, ktery je
uréeny pro histologické nebo mikrobiologické vy&esti. Mezi mikrobiologické metody
pati mikroskopické vySéeni, rychly ureazovy test a kulti&a vySeteni. Mikroskopie
je standard& pouzivanou metodou na mikrobiologickych pracoefsti Vysledek
mikroskopie byva zpravidla jeStyZz den. DalSi metodou je rychly uredzovy test. Je



snadno dostupny a vysledek testu je za 16-24 henzitvita testu je az 90%, aledtte
byt ovlivnéna koncentraci bakteriitjpormnych ve vzorku (pro pozitivitu testu jgeba
nejmér 10° mikroorganism ve vzorku). Kultiv&ni vySeteni je naréna metoda,
protoze Helicobacter pylori vyZzaduje speciath obohacené kultivai pidy a
mikroaerofilni atmosféru. Kultivace je €aso¥ nar@nd — trvd 5-7 dni. Kuli
nerovnondrnému osidleni Zaludei sliznice Helicobacter pylorise doportuje pro
mikrobiologické vySdeni odebrat vice bioptickych vzdrk Neinvazivni metody
(dechovy test, fgikaz antigenu ve stolici) se zpravidla pouzivaji pwreni eradikani
lécby infekce. Dechovy test je velice spolehlivA diagitka metoda s 95%
senzitivitou, ale nevyhodou je jeho vysoké&ipovaci cena, proto se provadi jen na
n¢kterych pracovistich. Detekce antigenu ve vzorkolicd se stanovuje ldu
imunochromatografickou metodou nebo metodou ELISAetoda ELISA se také
pouziva k pitkazu specifickych protilatek v krevnim séru.

Tématem prace bylo porovnani jednotlivych mikrobgitkych vySetovacich
metod — mikroskopie, kultivace a rychlého ureazaovégstu, které se pro diagnostiku
Helicobacter pyloripouZivaji na Pracovisti bakteriologie Nemocrimské Budjovice,
a.s.

Materialem byly bioptické vzorky Zaludiei sliznice zaslané na Praco¥ist
bakteriologie v roce 2011. Vzorky byly dapgtji odebirany na Gastroenterologickém
odctleni a ¥tském oddleni. Kazdy biopticky vzorek se vzdy radidl na tii ¢asti pro
jednotlivé metody. £asti vzorku se zhotovil mikroskopicky preparat. aoveni dle
Grama se pouZil barvici automat - systém MIRASTARPER pozorovani v optickém
mikroskopu (imerznim systémenti gvétSeni 1000x) byly vippact pozitivniho nalezu
patrné Stihlé esowitzahnuté gramnegativnicipky. DalSicast vzorku se pouzila pro
ureazovy test dle Christensena v tekutém médiu. Seesyhodnotil ndsledujici den, pro
pozitivitu swd¢ilo z¢ervenani média. Zbyl&ast vzorku se pouzila pro kultismi
vySeteni. Material se naoval na diagnostickou kulti¢ai padu HPFA od firmy fa
Dulab a sou&rn¢ na neselektivni krevni agar (pro vytemi kontaminujici flory).

Kultivace probihala v mikroaerofilni atmogéé(docililo se v LAS systému) 5-7 dnii p



37 °C. V gipack pozitivniho kultiv&niho nalezu (prdd. pylori jsou typické drobgsi,
nasedlé &aste&né transparentni kolonie) se testovala citlivost &laotikam.

Na Pracovisti bakteriologie Nemocni€&ské Budjovice, a.s. bylo v roce 2011
vySeteno 599 bioptickych vzotkZalude€ni sliznice. InfekceHelicobacter pyloribyla
prokdzana u 161 paciéntZ vysledki prace vyplyva, Ze citlivost kultiéaiho vySeteni
diagnostikovana néasgji ve vekové skupig 40-59 let, z toho bylo 47,5 % mua
52,2 % Zen. U 137 kménHelicobacter pyloribyla stanovena citlivost k vybranym
antibiotikim. 42 % kmefi bylo rezistentnich k metronidazolu a 18 % kiinen
k azitromycinu.



Abstract

In 1983 two scientists, Marshall and Warren, digred a spiral-shaped bacteria in
a sample of gastric mucosa which they later nahhelicobacter pylori,and classified
this group into the individudhelicobacter family

Helicobacter pyloriis a Gram-negative, microaerophilic bacterium neqg for its
growth and development a microaerophilic environhvaerd carbon dioxide. The most
important biochemical properties include the prddurc of urease, catalase, alkaline
phosphatase, and phospholipase as well as othgmeszIndividual phyla can vary in
genetic basis and biological properties. They areleld according to these criteria into
two principal types. The first type (known as Typeomprises the phyla containing the
complete ,pathogenic island”, part of which is ¢eshby genes, such aagAandvacA
responsible for phylum virulence. These genes dtam doe found in patients suffering
from peptic ulcers and gastric carcinoma. The sgdgpe (known as Type Il) includes
phyla which do not cause any major damage to teiganucosa.

Helicobacter pyloricolonises the gastric mucosa in the area of the@nand may
be transferred into the body of the stomach (Cogasiricum) in the event of massive
infection. It contributes to the development oftgasmucosal inflammation, especially
the antrum mucosa, which later, in the majoritycases, passes to the chronic stage. It
also contributes considerably to the developmenbath duodenal and gastric peptic
ulcers. The connection between carcinoma and gaBtALT lymphoma has been
proved.

The treatment oflelicobacter pyloriinfection usually requires a triple combination
of medicines — a proton pump inhibitor (PPI) ana tantibiotics. Most frequently, the
combination comprises amoxicillin and clarithromy@nd the PPI (i. g. omeprazole).
Another possibility offers a combination of metrdazole with clarithromycin and the
PPI. The failure of eradication therapy may be roftaused byHelicobacter pylori
resistance to some of the antibiotics which hawenhesed.

Diagnosis ofHelicobacter pyloriinfection can be made by invasive and non-
invasive methods. In order to proceed to the innasnethod, a biopsy sample of the



gastric mucosa must be taken. This sample is kwbmitted for histological and
microbiological examination. The microbiological theds include microscopic
examination, rapid urease test and H. pylori cation test. Microscopy is a commonly
used method at microbiological institutes. The Itesumicroscopy is usually available
on the same day. Another method is provided bypa&drarease test, which is easily
available and the test result is usually readyiwifl6 to 24 hours. The sensitivity of the
test is up to 90%, however, it may be influencedhgyconcentration of bacteria present
in the sample (in order to define whether a testoisitive, at least f0microorganisms
in the sample is required). Examination througdélicobacter pyloricultivation is a
highly demanding method because the given bactexquire a rich cultivation
environment under a microaerophilic atmospheretivation is also a time-consuming
process lasting from 5 to 7 days. Due to the unédeicobacter pylorihabitat of the
gastric mucosa, it is recommended to take a langeber of biopsy samples in order to
carry out a successful microbiological examinationprincipal, non-invasive methods
(breath test, stool antigen test) are used for wbefication of eradical infection
treatment. A breath test is a highly reliable d@sgit method with 95% of sensitivity.
However, its high purchase price is a great disatdge and only certain institutes can
afford to use it. Antigen detection in the stoangde can be determined by either the
immunochromatographic method, or by the ELISA mdthdhe latter is also
implemented for proving the specific antibodiebinod serum.

The topic of the thesis dealt with the comparisérindividual microbiological
examination methods — microscopy, cultivation asmpid urease test which are used at
the Bacteriology Institute of Hospital @feské Budjovice, a.s in order to diagnose
Helicobacter pylori

Biopsy samples of the gastric mucosa sent to theeBalogy Institute in 2011
were used as the main material for the given stlithg. samples were most frequently
taken at the Gastroenterology Department and Gmldr Department. Each biopsy
sample was divided into three parts for individoedthods. A microscopic preparation
was elaborated from a part of the sample. The staiice - MIRASTAINER system
was used for the Gram staining. During observatiomsthe optic microscope



(immersion lens system with 1000x) fine S-shapean@negative rods were visible in
the event of a positive finding. Other parts of Sample were used for the urease
hydrolyses test (Christensen’s) in the liquid meditee test was assessed the following
day, in the case of a positive finding the mediantwed. The remaining part of the
sample was used for the cultivation examinatiore Traterial was inoculated into the
HPFA diagnostic cultivation media provided by thaldb Company and, at the same
moment, on non-selective blood agar (in order toluele contaminating microflora).
The cultivation was executed in a microaerophilim@sphere (obtained in the LAS
system) from 5 to 7 days at 37 °C. In the evera gbsitive cultivation finding (often
represented in case B pylori by typical, finer, slightly grey and partially treparent
colonies) the sensitivity to antibiotics was tested

In 2011, the Bacteriology Department at the HospmfaCeské Budjovice, a.s.
examined 599 biopsy samples of the gastric mucdba. examination proved the
presence oHelicobacter pyloriinfection in the bodies of 161 patients. The ressof
the study reveal that the sensitivity of the cation examination is comparable to
microscopy. The lowest sensitivity was proved ie ttase of the urease test. The
infection was the most commonly diagnosed in the grgup between 40 and 59 years
(47.5 % of men and 52.2 % of women). The sensftitat selected antibiotics was
determined in the case of 137 phyla. 42 % of phdee resistant to metronidazole and

18% of phyla to azithromycin.
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Uvod

Prevalence vyskytu infekcédelicobacter pylori je vysoka — celosiove je
infikovano 50 % populace, v rozvojovych zemich 828.

Helicobacter pylorije pri¢inou chronické perzistujici infekce Zalwdé sliznice. Ve
vétSing pripadi se jedna o asymptomaticky zanv antru Zaludku. Asi 10 %
infikovanych mé klinické — obvykle dyspeptické [ati Chronickd infekce e vést
ke vzniku peptickéhoiedu, u infikovanych osob bylo prokazano zvySen&aizzniku
adenokarcinomu a MALT lymfomu.

K diagnostice infekcéHelicobacter pylorise pouZivaji jak metody invazivni, tak
neinvazivni. Mezi neinvazivni metody (k jejich pemeni neni nutné endoskopické
vySeteni) pati serologické vyséeni na piikaz protilatek, dechovy test atgaz
antigenuHelicobacter pylorive stolici.

Invazivni metody jsou spojené s @édem bioptického vzorku Zaludei sliznice pi
endoskopickém vySini. Pati sem histologické vySini a mikrobiologické metody:
mikroskopické vyséeni, rychly ureazovy test a kultivace. Vysledékhto vySeteni
muze byt faleS& negativni, pokud setpodbéru nezachyti lozisko infekce. Vigetny
odker zvySuje pravépodobnost ptkazu infekce. B pozitivnim kultivatnim nélezu je
mozné stanovit i citlivost k antibiotikn. K l&b¢ infekce Ize pouzit metronidazol,

amoxicilin, klaritromycin a tetracyklinova antibikéa.

-12 -



1. Sowasny stav

1.1 Charakteristika Helicobacter pylori

Pavodni domwnka byla, Ze veSkeré bakterie jsou v Zaludku uswéncy
pusobenim Zaludmich $av a kyselého pH prasdi. Redpokladalo se, Zergvivat
mohou jen nejodol)Si bakterie, ale neéekavalo se, Ze se v Zaludku mohou také
mnoZit. Proto po dlouha desetileti byly opomijengtdiogické nélezy z konce 19.
stoleti, které poukazovaly natipmnost spiralnich bakterii na povrchu Zalkirde
sliznice. Pokusy o kultivaci mikroorganisnze vzorki Zalud€nich sliznic, nebyly
UspsSné aZz do peatku 80. let 20. stoleti, kdy se v roce 1983 pibala Warrenovi a
Marshallovi tuto bakterii poprvé vykultivovat z resiilu Zaludeéni sliznice od
nemocnéhailovéka s chronickou gastritidou (Bedna kol. 1996, Greenwood a kol.
1999, Krejsek 2004). Nasledovaly pokusy o taxon&mizadazeni této bakterie. Podle
morfologie ve swtelném mikroskopu Warren usoudil, Ze se podoba dpiakt
Campylobacter jejuniElektronova mikroskopie po#jl prokazala jistou odliSnost -
kmeny kampylobaktera maji jeden neobalerjibhiale no¥ izolovana bakterie ma 4-5
obalenych hiikda, coz poukazovalo spiSe naéiluznost s rodenspirillum. Ale dalSi
znaky jako jsou nap mikroaerofilie, neschopnostépit cukry a pondr badzi guanin +
cytozin zase dcily pro uritou piéibuznost s kampylobaktery. Marshall ogihduto
bakterii jako Campylobacter pyloridisDo rodu Campylobacterpati gramnegativni
tenké zahnuté pohyblivée &y sjednim polarnim bikem, mikroaerofilni,
neprodukujici kyseliny z culer Osidluji gedevsim sevni trakt a zpsobuji septicka a
prijmova onemoceni lidi a zvfat. V popisu nového druhGampylobacter pyloridis
vSak bylo uvedeno, Ze neprodukuje ureazu, alegghogdji ukazalo, pra¥ produkce
ureazy je jednim z vyraznych rozliSovacich zZhakje velice dlezita pro diagnostiku.

Pozdji byl chybny nadzev opraven r@ampylobacter pylori

-13 -



Thomson se zabyval fylogenetickymi vztahy vesSkergichhi fazenych do rodu
Campylobactera zjistil, Ze tvéi tfi homologni skupiny. Také upozornil, Ze neni
spravné vsSechny druhyadit do stejného rodu. Zdhto poznatk vyplynulo, Ze
Campylobacter pylomepati do roduCampylobacter.

Vroce 1989 Goodwin se svymi spolupracovniky navrdvy rod s ndzvem
Helicobacter a zd&adil dosavadni bakteriCampylobacter pylorido tohoto rodu
s nadzvenHelicobacter pylori(Sedl&kova 1996).

DalSim druhem izolovanym od lidi, ale také odiaw/je Helicobacter heilmannji
byl prokadzan v Zaludai sliznici, také produkujici uredzu. Z bioptickyalzorki
Zaludeni sliznice ¢lovéka se prokazuje mikroskopicky - svou typickou mbmii
(bakterie svymi tuhymi zavityigppomina vyvrtku) se liSi od ostatnich kampylobatter
helikobakted. Kultivacni zachyt této bakterie nebyl dosud &Spy. V Zaludeni
sliznici prasat byla objevena bakterie podobné otogie -Gastrospirillum suis

Ze Zaludeéni sliznice fretek byla izolovana podobna spirdiaikterie jako je
Helicobacter pylori, ale taxonomicky odliSna. Dlouhodblperzistuje a vyvolava
gastritidu. Byla ozn&na jakoHelicobacter mustelgektera se tive tézradila do rodu
Campylobacter

Také ze Zaludku Kkek byla objevena spiralni bakterie r@gn pribuzné
helikobaktedm a pojmenovanBelicobacter felis

Nové popsanymi druhy jsou takdelicobacter hepaticua Helicobacter bilis které
byly izolovany z mysi a vyvolavaji u nich hepatitiiSedlékova 1996).

Od roku 1982 se et popsanych druhzarazenych do rodielicobactervyrazre
rozSkil na dvacetétyii. Da se pedpokladat, Ze pet neni konény, protoze bylo
izolovano dalSich nejmén35 bakterialnich druh které maji povahu helikobaktern

¢ekaji na taxonomicky popis (Krejsek 2004).
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Tabulka 1: RodHelicobacter

H. pylori cloveék, vep, primati, kaka
(2aludeéni sliznice)

H. mustelae fretka (Zaludeéni sliznice)

H. felis kocka (Zzaludeéni sliznice)

H. nemestrinae

makak (Zaludéni sliznice)

H. cinaedi

¢lovek (strevo)

H. fennelliae

¢lovek (strevo)

H. heilmanniityp 1 a 2

( Gastrospirillum hominis )

¢lovek (zaludeni sliznice)

Gastrospirillum suis

vep (Zaludeni sliznice)

H. muridarum

mys

H. bilis mys (stevo)
H. hepaticus mys (stevo)
H. acinomyx gepard asijsky

H. bizzozeronii

pes

Zdroj: Sedlékova (1996)

1.1.1 MorfologieHelicobacter pylori

V mikroskopickém obrazu ze vzorku z klinického mmeter (biopsie Zaludani
sliznice) je bakterieHelicobacter pylorilokalizovana nerovnodmné, vyskytuje se
hlavre v hlenu. V &chto mistech je moZné pozorovat gramnegativni biakte
spiralovitého tvaru 0,5-1,Qum silné a 2,5-5um dlouhé. Typicky je také tvar pismene
S nebo V (Votava a kol. 2003, Greenwood a kol. 1999

V elektronovém mikroskopu je mozné pozorovaiiky - na jednom pélu je 4-6
bicika, které bakterii umatuji pohyb (Bene$ 2009). &ky jsou obaleny pochvou,
kterd plynule pechazi v zevni membranu kné sény. Biciky jsou na konci
palickovité rozsStené (Bedn& a kol. 1996). VIdkna bika jsou flageliny, tvéené
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polymery dvou peptidovych subjednotelFlaA a FlaB Vlakna jsou chrama obalem,
ktery je tvden d¥ma vrstvami fosfolipid. Obal chrani Wiky pred nizkym pH. Bez
n¢j by nastala v kyselém pragstli Zaludku depolymerizace flagdiim doslo by ke
ztrat pohyblivosti bakterie.

Biciky bakterii také umaiuji proniknout vrstvou mimi@dre viskdézniho hlenu,
ktery pokryva epitelové hiky Zaludéni sliznice (Kyzelova 1998).

Helicobacter pyloriroste na obohacenych kultérdch pidach i teplot 37 °C ve
vihkém prostedi za pisné mikroaerofilnich podminek v atmogées 85 % dusiku, 10
% oxidu uhltitého, 5 % kysliku. Mikroaerofilni bakterie ke svémistu potebu;ji
piitomnost kysliku jen v nizkych koncentracich. Kudtie trva 5-7 dni, kolonie jsou
ploché s naSedlym povrchendast&né transparentni. Po dB&¢ antibiotiky byvaji

kolonie drob#jSi a dobaistu se prodluZzuje az na 7 dni (Votava a kol. 2003).

1.1.2 Biochemicka aktivita

Typickou schopnostHelicobacter pylorije produkce enzytnoxidazy, katalazy,
kyselé a alkalické fosfatazy, fosfolipazy a ureakiejvyznamwjSim enzymem je
ureaza, ktera je bakterii v@lovana do okoli, 8pi maiovinu za vzniku amoniaku,
ktery neutralizuje kyselinu chlorovodikovou a umoje bakterii dlouhodobéipzivani
na Zaludeéni sliznici. Uredzova aktivita se vyuziva k rychiétmochemickému fiikazu
piitomnosti Helicobacter pylori v odebraném vzorku tké&n Produkce ureazy neni
specificka pouze pro tuto bakterii. Z biochemickydhastnosti jsou dale prokazovany
produkce sirovodiku, utilizace karbohydrat produkce indolu a hydrolyza
inoxylacetatu (Bedriaa kol. 1996, Sedtkova 1996, Votava a kol. 2010).
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1.2 Faktory virulence

Virulence je mira patogenity a jeji kvantitativnyjadieni u jednotlivych kmeh
Patogenitou se rozumi schopnost bakterie vyvolammetrEni. Jednotlivé kmeny
Helicobacter pylori se mohou od sebe I[iSit ve svém genetickém zakladu
v biologickych vlastnostech. Lze je ra#itl na dva typy. Do typu | séadi kmeny
s vyraznym patogennim potencidlem. Kmeny, kterépisbuji zavazné posSkozeni
Zaludeéni sliznice jsou ozrnmvany jako typ |Il. Infekce typem Il probihd
asymptomaticky (Krejsek 2004, Schindler 2010).

1.2.1 Faktory kolonizani

Helicobacter pylori osidluje Zaludéni sliznici, ale nepronikd do epitelialnich
burgk, proto je povazovan za neinvazivni bakterii. Fkd@rnpouze do hlenové vrstvy
Zaludku a filne pomoci adhezinna povrch epitelialnich beh.

Bic¢iky bakterii umo#uji pohyb a tim usnadiji proniknout hlenem k epitelialnim
bunkam Zaludku. Rmik vrstvou hlenu je usnadn zakivenym tvarem bakterie a také
diky produkci enzymu mucinazy, ktera rozklada hlen.

Adheziny jsou @izné chemické povahy, @ejstji jsou to glykoproteiny, které
pokryvaji cely povrch bakterie. Reaguji s receptoy povrchu bufk sliznice a
bakterie se pak mohou naitly navazat. Adhezinidelicobacter pylorijsou tk&ové a
druho\ specifické a vaZzou se pouze na Zatndepitelialni buiky.

Preziti bakterii v kyselém prasdi Zaludku je mozné diky produkci enzymu
ureazy. Uredza se uwnlje do prosedi @i autolyze bakterii. Uvokna ureaza je
vyuzivana k ochrah ostatnich helikobaktér Adsorbuji ureazu na 8y povrch, ze
kterého se pak ureaza uioje a S&pi ureu na bikarbonat a amoniak, ktery neutralizuje
kyselinu chlorovodikovou a tim se zvySuje pH v dKohkterie. Bakterie tak e

piezivat v kyselém prosdi. Enzymova aktivita uredzy je zavisla na pH ek,
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v neutralnim progedi se produkce ureazy snizuje a naopak v kysedémysuje. Bylo
prokazano, ze dkteré mutantyHelicobacter pylori neprodukuji uredzu a nejsou
virulentni.

Pri dlouhodobé kolonizaci Zaludei slizniceHelicobacter pylorimiZze dochazet ke
zmeéné morfologie epitelialnich butk a nmize se mnit také mnozstvi a sloZzeni hlenu
(Krejsek 2004, Sedtkova 1996).

1.2.2 Faktory perzistence

Helicobacter pylori je schopny unikat obrannym mechanism imunitniho
systému. Produkuje enzymydy protedz, které &vi specifické IgA protilatky.

Soutasti bugeéné stny gramnegativnich bakterii je lipopolysacharid §)PLPS u
Helicobacter pyloriobsahuje krewq skupinové antigeny Lewis X (Kpa Lewis Y
(Le"), které se také nachazeji naikéich Zaludeni sliznice. Imunitni systém hostitele
jej nerozpozna jako cizorody a nereaguje r@ @im Helicobacter pylori mize
dlouhodole prezivat v Eéle hostitele. Strukturathse LPSHelicobacter pyloripodoba
spiSe lipopolysacharidu druhBacteroides fragilis ktery je komenzalem lidského
strevniho traktu. LPHelicobacter pyloritaké gispiva k patogenit bakterie tim, Ze
usnaduje prinik mezi epitelialnimi bitkami (Krejsek 2004, Sedikova 1996).

Dulezita je také rezistence k oxidativnimu stresteloe Helicobacter pylorivede
ke gastritié¢, pii které se zvysuji hladiny toxickych metabolikysliku (nap. H,O)

v Zaludeéni sliznici. Diky produkci enzymu katalazy, kte@zklada peroxid vodiku je
Helicobacter pyloricasténé chrarén pred usmrcenim i ve fagocytech (Wang 2004).
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1.2.3 Faktory pisobici poSkozeni Zalud#i sliznice

Kmeny typu | maji ve svém genomu kompletni tzv. ti@e patogenity”
oznaovany jako CagPAl. Jeho stasti je cca 40 gén které ¥tSinou koduji proteiny
odpowdné za patogenitdelicobacter pylori Jsou jimi nap proteiny, které se podileji
na sestaveni tiku bakterie, dale enzymy (proteazy, permeazy)kowny, které jsou
souwasti sekréniho systému. VSechny tyto proteiny vyvolavaji &hvou odpowd’
hostitele a zvysuji tak riziko vzniku peptickéhi@du a rakoviny Zaludku (Miernik et al.
2011).

Nemért dalezitym faktorem je tvorba toxin NejdilezitéjSimi jsou hemolyzin a
cytotoxin VacA (vakuolizéni cytotoxin). Toxin VacA je kodovany genewacA
(vacuolating cytotoxin gene). Cytotoxin je proteimolekulové hmotnosti 140 kDa a je
sloZzeny z podjednotek ozfenych jako p33 a p55 o molekulové hmotnosti 88 kDa,
zpasobuje vznik vakuol v epitelovych tkach (Queiroz 2010). Cytotoxin je vazany na
sténu bakterialni bikky a je v malém mnoZzstvi uvdavan do prosedi.

Cytotoxické kmenyHelicobacter pyloritvori jeS€ vedle cytotoxinu protein CagA
(s cytotoxinem asociovany antigen A) o molekulovéolnosti 128 kDa. Je kodovany
genemcagA (cytotoxicity-associated gene A). Protein neni nexn, ale je dlezitym
znakem virulence kmene, nebkmeny CagA pozitivni jsodasto spojovany s vyssim
poSkozenim Zaludei sliznice acasto jsou nachazeny u osob s duodenalnimi nebo
Zalude€nimi viedy.

U nekterych virulentnich kmehbyla zjiS€na gitomnost vijSich membranovych
proteimi Hom (Helicobacter outer membrane). Zatim nejlépe prostudované
membranové proteiny jsou oztwwany jako HomA a HomB, které js@asto nalézany
u kmeni izolovanych u zavaznych onemdaan nagf. rakoviny Zaludku (Abadi et al.
2011).

Dulezitym faktorem virulence je produkce enzZym fosfolipdzy A a C, které
atakuji fosfolipidy budk membran a dochazi k naruSeni ochranné shzrbariéry.
Dale se na poskozeni podili ureaza, rozkladéowiou za vzniku amoniaku. Amoniak

piimo poskozuje epitelové hky a zesiluje cytotoxicke gsobeni imunitnich buik
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neutrofilnich granulocyt Samotna ureaza aktivuje monocytovéikyu pro tvorbu
prozargtlivych cytokina.

Prozastlivy cytokin IL-8 zvySuje produkci hormonu gastuin ktery zvysuje
tvorbu kyseliny chlorovodikové a vede ke vznikiedi. Gastrin je hormon tweny
v G-buikach sliznice Zaludku. Indukce cytokinv epitelovych biikach Zaludéni
sliznice je podstathvyssi u kmet Helicobacter pylori které jsou Cag A pozitivni nez
u kmeri Cag A negativnich.

Pri aktivaci neutrofilnich granulocit dochazi k produkci biologicky aktivnich
latek, které mohou poSkozovat Zaltdie epitel. Nemé# vyznamna je aktivace
makrofagd, které uvohuji prozartové cytokiny, nap TNFo a IL-1. Makrofagy jsou
fagocytujici buky, které po pohlceni a zpracovani bakterie pregejgji antigeny na
svém povrchu pro T lymfocyty. T lymfocytarni imumitodpoed reguluje tvorbu
specifickych protilatek, které zafidji obranu proti infekciHelicobacter pylori. U
tvorby protilatek nantenych proti molekuldm lipopolysacharidielicobacter pylor;
ktery obsahuje stejné cukerné antigeny*L® (L€) jako se nachazeji na Zaludé
sliznici se rozviji autoimunitni reakce.

Je prokazano, Ze dlouhodoba aktivace B lymfocyé@rrdystému Helicobacter
pylori vede knahromamhi genetickych poruch a ke vést ke vzniku
nonhodgkinského lymfomu (NHL-lymfom) (Krejsek 2004)

1.3 Onemocrni vyvolana Helicobacter pylori

Infekce Helicobacter pylorivyvolava u lidi nejtive akutni gastritidu, ktera pak
postupr prechazi do chronické faze, ktera byva asymptomati€kéonizuje nejastji
antralni ¢ast Zaludku. Infekce byvéasto spojovana se zvySenou sekreci kyseliny
chlorovodikové, kterou vyvolava hypergastrinemienanoZenim parientalnich bek.
Dlouhodobé psobeni kyseliny chlorovodikové na sliznici duodenajze vést ke

vzniku duodenalnichiedi a Zaludeéni metaplazii (Zelenkova 2006).
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Inkubasni doba od nakazy do prvnich projeinfekce trva gkolik dni. Castymi
piiznaky akutni gastritidy jsou nauzea, bolestigdy zvraceni, paleni Zahy, flatulence
(Greenwood a kol. 1999).

Zavaznost u chronické infekce spea jak v pisobeni patogenetickych faktor
Helicobacter pylorj tak zastlivou odpo\di, ktera je indukovana v hostiteligobenim
bakterie a vede ke vzniku atrofické gastritidy. tBigtologicky je charakterizovana
silnou neutrofilni infiltraci epitelové vrstvy a gieneraci epitelovych bgk. ZvySuje se
aktivita Zaludénich Zlazek. V lamina propria jsouimmny neutrofilni granulocyty
spol&né s mononuklearnimi hbikami. Vlivem €chto poSkozujicich faktér mize
nakonec onemoeni vyustit az v maligni transformaci v adenokaramdielicobacter
pylori velice silre stimuluje B lymfocyty a tato stimulace je spjatéozvojem NHL
lymfomu, které vychazeji z B lymfocitsliznicniho imunitniho systému a ozngi se
jako MALT lymfomy (mucosa-associated lymphoid tiss(i€rejsek 2004).

Vlivem zarétu na sliznici Zaludku dochéazi k hypochlorhydrig &niZeni obranych
mechanism a vytv&i se tak pedpoklad pro vznikedu (Zelenkova 2006).

VétSina chronicky infikovanych lidi vySe uvedenymiocbbami khem Zivota
neonemocni. Podle ¢kterych nazar je bakterie u &hto osob satasti &zné
mikrobialni flory (Benes 2009).

1.4 Epidemiologie a [fenos

Helicobacter pylori je adaptovan na Zalutld sliznici c¢lovéka. Nakaza
Helicobacter pylorije antroponéza - zdrojem i rezervoarem infekcelgaék. Pro
pienos infekce ze zkdt neni v sokasnosti jasny ikaz. Kron® primati byl vSak
Helicobacter pyloriizolovan ze Zaludku kek (Bedn& a kol. 1996). Infekce kek je
provazena histologicky @enou perzistujici gastritidou. Nelze tedy vylinuze by
ko¢ka domaci mohla bytipnaseem infekce n&loveka.

Helicobacter pyloribyl u lidi izolovan ze zubnich povlalka slin, které mohou byt

rezervoarem bakteriHelicobacter pylorije vylucovan stolici. Fenos je tedy orata
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oralni — kontaktem s infikovanou osobou, nebo fakaékalni cestou — vodou a
potravou kontaminovanou lidskymi vykalyi medodrZeni hygienickych naviyk

Bakterie je schopna vyti€t mimo Zaludéni sliznici kokoidni Utvary, které jsou
odolné vici vngjSimu prostedi a zejme predstavuji infekni formu bakterie (Votava a
kol. 2003).

Infekce Helicobacter pyloripati pravdpodobré mezi vibec nejastjSi nakazy.
V rozvojovych zemich &Sinou dochazi k nakaze jiz ¥tdkém ¥ku nebo v ranné
dosglosti. Davodem c¢asné infekce je extrémni chudoba a Spatné hygiémékyky.
V rozvojovych zemich je roz&ni infekce velice vysoké - az 80 % (BeneS 2009,
Zelenkova 2006). Ve vysfych zemich sita se promienost infekce pohybuje v
rozmezi 40-50 %. \ethto zemich lidé Ziji v dobrych socioekonomickyadminkach
a primoinfekce se posouvéa do vyssikkuw V Ceské republice byla prokazana u 42 %

vySetovanych osob (Bene$ 2009, Krejsek 2004).

1.5 Terapie infekceHelicobacter pylori

Diive byla doportovana eradikéni l&ba infekceHelicobacter pylori(tj. trvalé
odstrargni bakterie) bizmutovymi solemi (koloidni bizmutsitbét nebo subsalicylat) a
antibiotiky (metronidazolem, amoxicilinem nebo &eyklinem) po dobu 14 dni.
Nevyhodou této kby byl pomérné pozdni nastupdinku (tj. vymizeni bolesti). Navic
dochazelo k tmavému zabarveni jazyka a stolicetoProdnesni dob jiz nejsou
farmaceutické preparaty s obsahem bizmutovychkstiBpozici (Kohout 2005).

Standardni k&ebny postup zahrnuje podani dvou antimikrobidlniéki a
inhibitoru protonové pumpy (IPP). Preferuje se pudamoxicilinu, na ktery je
rezistence zatim vzacna. Je to optimaltibde ktera je jednoducha, nezatje pacienta
a je spojena s vysokou eradiké schopnosti. OvSem je mozné ji pouzit pouze tehdy
pokud pacient netrpi alergii na penicilinova amtiitia. Trojkombinace se podava po
dobu 7 dni a poté se provadi kontrolni endoskopig&eteni nebo globalni test.

Pricinou selhani eradikai 1&by byvacasto nedodrzeni débného rezimu pacientem.
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DalSi @icinou selhani je rezistendéelicobacter pylorina antibiotika. Je dopatano
po selhani eradikai &by minimalre za 8 tydr lécbu zopakovat s pouzitim jiné
kombinace antibiotik, ndp pouziti metronidazolu a klaritromycinufiPopakovaném
selhani je doporiovano kultiv&ni vySeteni. Ri selhani l1éby obou trojkombinaci je
Maastrichtskou konferenci dopénvéana Iéba ¢tyrtkombinaci (IPP, koloidni vizmut,
tetracyklin nebo amoxicilin, metronidazol), ktegigle lite snaSena pacienty (Svestka
2011).

U pacient s MALT lymfomem vede $ pouziti antibiotické &by k regresi
tumoru v jeho ptétetnich stadiich. U pokiilych forem samotné eradikai 1&ba
k vyléteni nestéi (Benes 2009).

V nekterych zemich dochéazi k velkému @stu rezistencédelicobacter pylorike
klaritromycinu a metronidazolu. Této problematicee s€noval i evropsky
mikrobiologicky kongres ECCMID konany v roce 200Heglsink&ch. Velky ndist
rezistence byl zaznamenan i &ida byly zjiS€ny vyrazné rozdily virznych zemich.
Souborna prace T. Arense z roku 2008 uvadi, ZestesmieHelicobacter pylorike
klaritromycynu je v Evrop vySSi nez 20 %. V USA a v zapadni Ewgpgou tyto
hodnoty je&t vysSi. Na zvySenych hodnotachégtito statech se zéa€ podileji diti
z imigratnich rodin Afriky a Asie, kde je rezistence vysgkdchmannova 2010).

Vroce 2004 popsala Lochmanova ve své praci zwiSufe rezistenci
k metronidazolu ve sledovaném obdobi 1998-1999isRexe metronidazolu byla 42
%, podle studie je hodnota srovnatelna s hodnotamstenceHelicobacter pylorive
vychodni Evrop v letech 1998-2000. Rezistence se pohybovala kokn %

(Lochmannové a kol. 2004).

1.5.1 Progn6za onemoaimi vyvolanych Helicobacter pylori

Progn6za zavisi na klinickych projevech onendoén NejhorSi prognézu ma

karcinom Zaludku. Progn6za MALTomu je vzdy nejista.
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1.6 Diagnostika infekceHelicobacter pylori

1.6.1 Neinvazivni metody

Neinvazivni metody se neprovgid z bioptickych vzork a neni pdeba
endoskopického vys@ni. K €mto tesim sefadi dechovy test, pkaz antigenu ve
stolici a serologické metody.

Tyto metody nejastjSi slouzi k piikazu infekce u pacieits dyspepsii horniho
typu mladSich nez 45 let. Déle se pouzivdji quéieni UspSné eradikéni l&by u
pacienti, kde je provedeni endoskopického videt rizikové, nafiklad u €hotnych
zen.

Vysledky neinvazivnich metod (dechového testu @ékgqmu antigenu ve stolici)
mohou byt ovliveny sowasnou lébou. Ri Iécb¢ antibiotiky, bismutemci léky
inhibujici Zaludeéni sekreci jsou tyto testy velniasto faleS& negativni, jejich tinek
totiz tlumi metabolismus bakteridelicobacter pylori.Proto ged provedeniméthto
testi je nutné Iébu na dostats¢ dlouhou dobu vysadit (Martinek 2001, Zalabska
2011).

1.6.1.1 Dechovy test

Dechovy test je test ,globalni* (tzn., Ze posuzpiggomnostHelicobacter pylori
v celé sliznici Zaludku, na rozdil od teést,neglobalnich”, i kterych se odebira
biopticky vzorek) Je to neinvazivni spolehlivy tes85% senzitivitou a 96% specifitou
(Martinek 2001, Tekin et al. 2010). Slouzi ke kolgrdsgsnosti eradikéni 1&by a to
u pacient s nekomplikovanym #edem duodena, kdy neni nutné endoskopicke
vySeteni.

Princip testu je zaloZzen na detekci &m@eho oxidu uhditého, jenz vznika

Stpenim substratu enzymem ureéazou, ktera je produkotdelicobacter pylori.
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Substratem je or&fnpodan& meovina se zngenym izotopem uhlikd’C (*C —UBT)
(Prokopcova a kol. 2008).fiPanalyze vydechovaného vzduchu séfinponmer mezi
zna&enym a pirodnim izotopem uhliku (tento p@m se zna& 6CO2). 3CO2 se
stanovuje ped podanim urey a 30 min po jejim podani. Rozdiitb hodnot utuje 6
rozdil (,,excess"), ixxemz pondr na pa@&éatku je definovan jako nulova hodnota. Pokud
je rozdil obou hodnoté{li 6 rozdil) WtSi nez 5 %o, test je povazovan za pozitivni
(Martinek 2001). Izotop>C neni radioaktivni a je stabilni, proto vzorky deameni
nutné vysebvat ihned a mohou se skladovat delSi dobu (Stah 2010).

Dechovy test je jednoduchy a netnidlip dlouho. Pacient by nethhodinu ged
testem jist ani katt. Odebiraji se 2 az 3 vzorky vydechovaného vzdudd zkumavky
pomoci plastikového bka. Do zkumavky je péeba zachytit vzduch z koteé faze
vydechu. Zkumavka se uzav vakuovym uzasrem, aby vzduch neunikl. Poté
nasleduje vypiti 200 ml pomergvého dZusu nebo roztoku kyseliny citrénové pro
navozeni optimalni aktivity ureazy.édre pred testem nebo spolu s testovacim
napojem spolkne pacient 100 mg €igbolovicni davku) urey znigenou izotopentC.

Po fticeti minutach vydechne vzduch do dalSitihzkumavek stejnym Zigzobem
jako na zaatku testu. Pro hodnoceni testu je stanoveno kntézmeny poréru mezi
vzorkem viase T 0 proti vzorku | v&tsi neZ 5 %o. Stanoveniipistku *C oxidu
uhlicitého je mozné detekovatetni metodami. VSechnyitjsou steji presné, liSi se
pouze péizovaci cenou. Nejpouzivgsi je hmotova spektrometrie, dale irnfeaveny
analyzator, ktery vyZzadujestsi objem vydechovaného vzduchu. Posledni mozijmsti
laserova analyza (Martinek 2001). Dechovy test myjea negativitu jiz po rech
mesicich |€by, na rozdil od serologického vy&ati (viz dale), kdy protilatky proti
Helicobacter pylorimohou petrvavat i 6 nisial po l&b¢ (Silva et al. 2010).

Vysledek vySaeni mize vyznama ovlivnit fada faktofi, nag. cas odru vzorku,
mnozstvi uzivané urey. Vyznamnym faktorem je an#&oan motilita Zaludku. Test
muze ovlivnit porucha vyprazebvani Zaludku nebo retence jidla, nebo naopak jeho
urychlené vyprazitbvani. Také po resekci Zaludkuibe bytcas kontaktu substratu
(urey) se Zzaludmi stnou gilis kratky a niize tak dojit k falegh negativnim

vysledkiim. Také vliv [éKi velmi ¢asto ovliviuje vysledek testu. l@a antibiotiky a
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bizmutovymi preparaty d¥e vést k Gatlumu aktivityHelicobacter pylori. Test se
provadi alespp 4-6 tydmi po ukoreni l&by tmito léky. Léky, které mohou
interferovat s aktivitou ureazy (pirenzepin, andagije doporteno vysadit 5 dniied
provedenim testu. Pokud vyjde wdéych pacierit ttmito Iéky negativni vysledek,
doporuiuje se test zopakovat s delSémsovym odstupem, pro &eni jeho spravné
negativity (Martinek 2001).

V souwasné dob jsou kdispozici i dechové testy pracujici s ra#ltornim
izotopem*“C. Provedeni testu trv&iplizné 15 minut. Ped provedenim testu pacient
musi byt nal&no, nesmi uZivat alespotyden pged testem antibiotika, inhibitory
protonové pumpy, nebo latky snizujici Zaltwle kyselost. Pacient spolkne jednu
tobolku (reagencie v podslkapsle), kterou zapije 50 niisté vody bez bublinek. Po
10 minutach vydechne vzduch do dechové karty, ktdrgahuje barevny indikator.
Dechova karta se poté vloZzi do analyzatoru, ktefyodnoti vysledek do 4 minut.
Vyhodu tohoto testu je, Zze vyhodnoceni vysledhize byt provagné v gitomnosti
pacienta a diky dlouhému polsu rozpadu izotoptfC (T ¥ = 5730 let) i dlouhodobéa
pouzitelnost karty, kterd by mohla byt posilana Wwedném transportnim médiu) i
poStou. Tim by se zvySila dostupnost tohoto ug$et i pro praktické |éka
(Kop&kovéa 2003, Prokopcova a kol. 2008).

1.6.1.2 Pihkaz antigenu ve stolici

Antigen Helicobacter pylori (HpsAg) ve vzorku stolice se stanovuje
imunochromatografickymi  metodami nebo metodou ELISAenzym-linked
immunosorbent assay).

Imunochromatografické metody vyuzivaji barévrznaené monoklonalni
protilatky proti antigenuHelicobacter pylori Provadi se na membranové dasti
Znaené protilatky se navazou na antigen a pomoci &agpio vzlinani prochazi
membranou a jsou zachyceny ptedhictvim jiné specifické protilatky v zén

testovaci linie. V fipadt pozitivity se testovaci linie zbarvitipluSnou barvou.
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Provedeni testu je snadné, rychle a nrgzge pacienta. Senzitivita
imunochromatografické metody je 92 %.

Druhou metodou fiikazu antigenu ve stolici je metoda ELISA. Ta senctaje
pomoci monoklondlni protilatky specifické pro dargntigen. Provadi se na
mikrotitracnich destikdch. Provedeni testu je velmi snadné a rychlé jakékoli
zatizeni pacienta. Test ma 94% senzitivitu a 91égiipitu. Senzitivita je srovnatelna
s dechovym testem. Dobré vysledky métii kontrole UuspsSnosti eradikéni l&by u
dosglych a dti. Je levijSi nez dechovy test. Vzorky stolice se uchovapijteplot
2-8 °C maximala 3 dny. Ri uzivani Iék (antibiotik, IPP) je doporteno 4-6 tydi
pied provedenim testugrusit I€bu H. pylori — sokasny stav 2010).

1.6.1.3 Serologicka diagnostika

Pri serologickém vySeéeéni se stanovuji protilatky protHelicobacter pylori
v krevnim séru. K gikazu specifickych protilatek slouzi imunochemickétoay, do
kterych pati metoda ELISA (enzyme-linked immunosorbent assayinunoblotove
techniky.

Metodou ELISA se stanovuji protilatky véidach IgM, 1gG a IgA (vysitleno
nize). Metoda se provadi na polystyrenové mikiaititr destéce. Specificky antigen je
navazany na pevneé fazi, na ktery se navaze sgexipootilatka, pokud je iftomna
v krevnim séru. Po vagZhbantigenu a protilatky se navaze tzv. konjugatptptilatka
s navdzanym enzymem. Aby byla reakce viditelfidgva se substrat, ktery jesgén
enzymem navazanym na protilatce. Tim vznikd barewe@kce, ktera se &
fotometricky.

Imunoblotové techniky jsou analytické techniky, riteryuzivaji elektroforézu,ip
nichz dojde k rozéleni antigenu podle molekulové hmotnosti. Poslé&nei jantigeny
pieneseny na pevnou fazi, é&$gji to byva nitratceluldzovd membrana, na jejimz
povrchu jsou antigeny detekovany specifickymi pabikiami. Imunoblotové techniky

slouzi k detekci specifickych protilatek naermiych proti jednotlivym antigeim
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Helicobacter pylori. Je tedy mozné odliSit jednotlivé kmeny, které medaktory
patogenity nap CagA (Bartinkova a kol. 2011).

Stanoveni protilatek vSak neéuje aktualni stav infekce, protoze pozitivita u
pacienti pretrvava i gkolik mésial az let po usfEné Ié€bé. FaleS® negativni testy
jsou casté u dti a imunodeficitnich osob. Serologické vysei je vhodné pro
epidemiologické studie, nebdipyhledavaniHelicobacter pyloriv rodinach pacieit
trpici chorobou zfsobenouHelicobacterpylori (nag. karcinom Zaludku, perforace
peptického ¥edu). Je nevhodna ke kontrole &dpu 1&by, nebd pokles protilatek je
velice pozvolny, trva 6-12 #&sial a k Uplné negatiwitnemusi dojit ani po dvou letech
(Martinek 2001).

TFidy protilatek a jejich diagnosticky vyznam

Tridy protilatek IgA jsou fitomné i akutni fazi onemoami spolu s protilatkami
tiéidy 1gG. Jejich zvySeni bylo také popsano u pagientizikem karcinomu Zaludku.
Protilatky tidy IgG jsou pitomny v akutni i chronické fazi onemagn. Fitomnost
protilatek tidy IgG tedy neni indikatorem aktivity infekce, ale potvrzuje nkakt
sHelicobacter pylori Protilatky tidy IgM jsou zvySené ip akutni fazi onemocmi,
vyskytuji se pouze u 10 % infikovanychiepazre u dti. Stanoveni IgM se proto

k diagnostice infekce&Sinou nepouziva (Martinek 2001).

1.6.2 Invazivni metody

U invazivnich metod je nutné odebrat bioptické kyoralude€ni sliznice i
endoskopickém vySigni. Endoskopické vydeni je indikovano u pacieininad 45 let
véku kwvali vylouceni karcinomu Zaludku a také u paciepb I&bé, ktgi jsou nadale
symptomatiti.
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1.6.2.1 Histologickeé vySéeni

Obrazek 1: Anatomie Zaludku

Anatotmie Zalidia

Zdroj:Silbernagl (1981)

K histologickému vySéeni se doportuje odebrat dva vzorky z antra a dva&lat
Zaludku. Bi barveni vzork se dive uzivala impregnaceiirenim podle Warthina-
Starryho. Nyni se davagdnost metotipodle Giemsy. UzZiva se i nggi metoda dle
Genty, kde je date viditelna i okolni tkA. Helicobacter pylorije patrny i v 8Zném
barveni hematoxylin—eosin. Vyhodou histologickéhgSeteni je moZznost it
pokrctilost zargtu a odhalit pitomnost pipadnych zmin Zaludéni sliznice, jako jsou
atrofie, intestinalni metaplazie, dysplazie, fipact i jiné histopatologické zemy.
Slouzi i ke stanoveniifftomnosti a pétu Helicobacter pylori.Senzitivita a specificita

testu je asi 90 % a zavisi na typu barveni.
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Pro dosazeni co nejlepSich vyslédkpacient s I&bou protonovymi inhibitory je
nezbytné odebratétsi mnozstvi vzonk ze vSech oblasti Zaludku, protoz# lgché
dochéazi k §eni Helicobacter pyloriz antra do da a fundu ZaludkuH. pylori —
sowtasny stav 2010, Svestka 2011). Jednotlééti Zaludku jsou zobrazeny na

obrazkug. 1.

1.6.2.2 Molekularré genetické metody

Molekularre genetické metody jsou velicéggsné metody s vysokou senzitivitou a
specificitou. Prokazuje se jimifjpomnost DNA bakterie ve vy3ewanych vzorcich.
Mohou se vyuzit k dodeni kmene Helicobacter pylori z narostlé kultury i
kultivacnim  vySeteni. Umo#duji prokazat Helicobacter pylori dokonce i
v kontaminovanych vzorcich, napve slinach, stolici a dokonce i ve zdrojich pitné
vody (v tomto pipadt by se jednalo o neinvazivni metody).

Pro pifikaz gitomnosti nukleovych kyselirHelicobacter pylori se nejastji
vyuZziva polymerazovéetizova reakce (PCR).

PCR prokazuje uity fragment deoxyribonukleové kyseliny po jeho menbeni
(amplifikaci), ktera je zahajenariganim specifického primeru. Reakce probih&a
v termocykleru. PCR se sklada &olika krokii. Prvnim krokem je denaturace DNA,
pii které dochazi k rozvoémi dvousSroubovice ip teplo& 95 °C. V druhém kroku
(hybridizace) se primery (syntetické oligonuklegjichavazou na specifickd mista
DNA podle komplementarity bazi. Tento krok probii#d50-60 °C. Ve itetim kroku
(polymerace) dochazi diky polymeraze k syntéze moviettzce od primeru. To
probih& i teplo 72 °C. Tyto kroky se cyklicky opakuji — cdacetkrat. K vizualizaci
se pouziva gelova elektroforéza s ethidiumbromidéeimi dilezitym bodem je volba
spravného primeru, ktery se vaze na dany Useké&ilMA - jeho specificita wuje
specifitu reakce. Pro deteldelicobacter pylorise pouziva specifickych primgrkteré
se vazi v oblasti genu pro ureadueA a gimM (drive ureC) biciky, nebo geny pro

proteincagAnebovacA (Dongyou 2011, Sedikova 1996).
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DalSi molekulara genetickou metodou je tzv. FRET PCR (Fluoresceesenance
energy transfer) v realnégase, ktera slouzi k odhaleni genovych mutaci ovasié
kultury Helicobacter pylori ziskanou z bioptickych vzoik zalud€ni sliznice. Je
schopna detekovat na rRNA geny kédujici rezistdrakterie kiasto uzivanému
antibiotiku — klaritromycinu (Dongyou 2011).

1.6.2.3 Mikrobiologické metody

Pro mikrobiologické metody se odebiraji 2-4 vzorkgntra Zaludi sliznice (asi
dva centimetry od pyloru) a eventuglnz tla Zaludku. B vétSim odléru vzorka se
senzitivita invazivnich metod zvySuje. Kolonizacautlku Helicobacter pyloribyva
n¢kdy trvale loZiskova. Bakterie mé afinitu hlavke sliznici antra, pozgi je zasazena
i korporalni sliznice. Po odbu se biopticky vzorek umisti do transportniho raedi
NejvhodrgjSim transportnim mediem je rapthioglykolatovd fda, Stuartovo
transportni medium nebo také fyziologicky roztokadsportni medium zahtaje
vyschnuti vzorku a branitistupu kysliku. Transport vzorku se provadii pokojové
nebo chladrikové teplot (Sedl&kova 1996, Svestka 2011).

Mezi mikrobiologické metody p#tmikroskopické vySéeni, rychly uredzovy test
a kultivatni vySeteni. Provadji se na specializovanych pracovistich bakteriaogi

1.6.2.3.1 Mikroskopie

Mikroskopické vySdeni je standardnpouzivanou metodou. Vzorek musi byt
dolre roznglnén na podlozni sktko, fixovan a obarven. Preparéat se barvi podle @ram
(viz. nize), nebo jen karbolfuchsinem po dobu 2&usd. Je mozné takéfip
endoskopickém vyS&ni odebrat kartkem vzorek hlenové vrstvy, ktera kryje
Zaludeni sliznici. Hlen se rozét na podlozni skiko a je obarven podle Grama nebo

Giemsy. Pozitivnim nalezem jsou typické gramnegutitycky spiralovitého tvaru,
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nebo zakivené do tvaru pismene ,S* nebo ,V“. V preparatoystasto rozlozeny
nerovnondrné, negastji se nachazeji v hlenoveé vrstyKyzekova 1998, Sedikova
1996, Votava a kol. 2003).

Barveni dle Grama

Barveni dle Grama je jednou z nejpouzigyaith diagnostickych metodfip
uréovani bakterii. Pomoci Gramova barveni setf@j& tvar bakterii, jejich velikost a
uspdadani. Pedevsim pomaha bakterie rglitina dw zakladni taxonomické skupiny.
Zakladnim rozdlenim bakterii je grampozitivni bakterie (G+) argregativni bakterie
(G-) Vyplyva to z odlisné stavby bétné stény (Votava 2010).

Postup barveni dle Grama:

Zhotovi se nét suspenze bakterialni kultury

Preparat se ofixuje nad plamenem

Sklicko se ve vodorovné poloze pokryje roztokem krystabaoleti
Na krystalovou viokése nalije Lugalv roztok

Preparat se oplachne vodou

Preparat se oplachne acetonem

Preparat se oplachne vodou

Preparat se dobatd@dinym karbolfuchsinem nebo safraninem

© © N o gk~ wDdhPE

Preparat se necha osusit a prohlizirsengrznim z¥tSeni (1000x)

Barveni dle Grama se provadiduucné nebo v barvicich automatech. Fixovany
preparat se nejprve barvi krystalovou violeti, &tgechny bakterialni kky obarvi
tmavomode. Poté se fidla roztok s jodem, pouziva se Lugwlroztok. Krystalova
violet s jédem vytvéi komplex, ktery se navaze na peptidoglykany, viigksi se

v bakteriélni stné. Poté nasleduje odbarvovani preparatu acetonegnatdpozitivnich
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bakteriich se komplex nevyplavi dstanou tmavomodré. Pokud se komplex vyplavi,
tak se bakterie naslegéinobarvi cervenym barvivem - safraninem nebée@nym
karbofuchsinem. Vysledné barvenigervené - u gramnegativnich bakterii.

Sttna grampozitivnich bakterii je sloZzena z peptidbghu, gevazr z kyseliny
acetylmuranové. Takto usfgmlané sloZeni brani vyplaveni kompgidxystalove violeti
s jodem.

U gramnegativnich bakterii je bakterialnére slabsi. Jedna z hypotéz poukazuje,
Ze stna obsahuje vice lipidnez je tu u grampozitivnich bakterii a vliivem oclmevani
alkoholem dochéazi k tvoébvakuol a tim se barevny komplex snaz vyplavi (Kdam
2007, Votava 2010).

1.6.2.3.2 Rychly ureazovy test

Rychlé ureadzové testy jsou velmi raesie, protoZe jsou levné, snadno dostupné a
rychlé. V sodasnosti je na trhu celfada &chto test (nag. CLO test). K tomuto
vySeteni se odebira jedna nebasdvopsie (z antra ala Zaludku), které se umisti do
piedem pipravenych platiek nebo zkumavek s tekutym nebo polotekutym médiem.
Test se provadi ve zkumavce obsahujici substi@tovinu a indikator pH, kterym je
fenolovacervai. Pokud je ve vzorkuiftomna ureaza, &i maiovinu na amoniak a
oxid uhliity. Dojde ke zvySeni pH a naZloutld barva indikéat se v zasaditém
prostedi zneéni nacervenou. U dkterych pacient je vzorek pozitivni do &kolika
minut. Za negativni vysledek se povazuje, pokudbjuedk barevné zemé indikétoru
do 24 hodin. Senzitivita testu je az 90 %, alégsto ovliviena mnozZstvim bakterii ve
vzorku. K pozitivni reakci dojde, pokud je nejméh0® mikroorganisni ve vzorku.
Pokud je pacient &&n antibiotiky nebo IPP, sensitivita se sniZujkpja ostatnich test
zaloZzenych na enzymatické aktévinikroorganisni. FaleSna pozitivita testutrbe byt
zpisobenda Ftomnosti jinych bakterii produkujicich uredzu zerku.

Jsou k dispozici i ureazove testy, podle kteryahhpdnotit denzitu bakterialniho

osidleni semikvantitativhh Denzita je imo un€rna zabarveni indikatoru. Senzitivita a
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specificita je az 89 %. Vyvijeji se i dalSi testparymi indikatory, které i barvu
rychleji nez u dosud uzivanych teésh lze jej aplikovat i ghem endoskopického
vySeteni @gimo na Zaludéni sliznici (Dongyou 2011, Martinek 2001, Votaval @)

1.6.2.3.3 Kultivace

Kultivace je pondrné draha a¢asow narana metoda. Ze studii vyplyva senzitivita
80-90 %, specificita dosahuje 98-100 %. Zivotasciosp bakterii se snizujefip
vystaveni nefiznivym podminkam jako je n&pexpozice kysliku. Koncentrace bakterii
ve vzorku nebo iitomnost kokoidnich forem e také ovlivnit citlivost tohoto testu
(Fonseca 2009, Zalabska 2010).

Je doportovana i selhani eradikani l&cby a umo#uje stanoveni citlivosti k
béZne pouzivanym antibiotikm pii eradik&ni l&cbé (Leszcynska 2010).

Helicobacter pyloripati mezi obtizg kultivované bakterie. Pi#buje specialni
obohacené iy, delSi dobu kultivace a mikroaerofilni priesti. Material se &uje na
tuhé mdy - jako zaklad fd se pouziva BH1 neb@olumbig piipravené jiz ve form
c¢okoladového agaru, nebo mohou byt dépt lyzovanou krvi (néasgji konskou),
nebo obohacen&stovymi faktory nap IsoVitaleXem a heminem.

Selektivni mdy jsou obohaceny tzv. Dentovym suplementem obgahtpmg
vankomycinu, 5mg trimethoprimu, 5mg cefsulodinunagslamfotericinu B na litr media
(Votava 2000).

Inkubuje se g 37 °C za mikroaerofilnich podminek (5 % kysliki) % oxidu
uhli¢itého 85 % dusiku) po dobu 5-7id(Fonseca 2009).

Priprava pidy BH1

Smes se sterilizuje v autoklavu 15 minut. Po vyndaauklavu se je§tdo horké
pudy prida 80 ml berani krve. Po obohaceni beranimi ecytyose ida zchladi na 50
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°C. Poté seifda 50 ml kaiského séra a 10 ml suplementu AdR musi mit neutralni
pH.

1.7 Stanoveni citlivosti k antibiotikim

Po kultivaci nasleduje stanoveni citlivosti k amtikam. Zjis€ni citlivosti  je
dulezité pro eradikéni l&bu infekce. Stanovuje se diskovym diflznim testerg-a

testem.

1.7.1 Diskovy difuzni test

Diskovy difuzni test je nejvice pouzivanym testeenskanoveni citlivosti v praxi.
Jednd se o kvantitativni test. Agarova plotnade@ije suspenzi bakteridelicobacter
pylori o husto¢ 3-4 McFarland. Na n&&ovanou plotnu se polozi disky s antibiotiky.
Inkubuje se 48 hodinip37 °C v mikroaerofilni atmosfé. Poté se z#ii pramér
inhibi¢ni zény v . mm, bd rucné pomoci posuvného &fitka nebo automaticky
digitdlnim zdizenim. Pokud inhilshi zona je ¥Si nebo rovna stanovené hrarii
hodnot (v mm), je bakterie k antibiotiku citliva. Je-i0na menSi nez hrami
hodnota, nebo jeist patrny az k disku, je bakterie k antibiotikuis¢égntni. Diskova
difuzni metoda nebyla préielicobacter pyloridosud standardizovana (Lee 1996,
Schindler 2010).

1.7.2 E-test

E-test je kvantitativni difuzni metoda. Z narostiditury se pipravi suspenze o
hustot 3 McFarland a natuje se na neselektivni kultitai pidu. Poté se na

naa:kovanou fidu polozi plastikovy prouzek obsahujici antibiotikr koncentrénim
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gradientu. Po inkubaci je patrna zéna zabrarsgur elipsovitého tvaru. V mistkde
zb6na petina prouzek se otiga tzv. MIC (minimalni inhikini koncentrace). Pokud je
MIC menSi nebo rovna hrami koncentraci (break-pointu) pro dané antibiotikyen
bakterie k antibiotiku citliv4q, pokud je MIC&t&i nez hrargini koncentrace, je bakterie
k antibiotiku rezistentni (Lee 1996).
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2. Cil prace

» Zhodnoceni satasnych moznosti laboratorni diagnostidglicobacter pylori
v mikrobiologické laborati®

» Porovnani senzitivity jednotlivych diagnostickychetod provadnych na
Pracovisti bakteriologie Nemocni€&ské Budjovice, a.s.

» Zhodnoceni ¥koveé distribuce vyskytuHelicobacter pylorive vzorku populace

» Stavu rezistenceHelicobacter pylori k antimikrobialnim latkdm ve vzorku

populace
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3. Metodika

3.1 Charakteristika zkoumaného souboru

Na Pracovisti bakteriologie v Laborétolékarské mikrobiologie v Centralnich
laboratdich NemocniceCeské Budjovice, a.s. (dale jen PracowiSbakteriologie)
jsem vySabvala material na jjkaz Helicobacter pylori.VySetovanym materialem
byly bioptické vzorky Zaludai sliznice odebirané zejména na Gastroenterolégick
odctleni a Détském oddleni nemocnice.

Dale jsem provéatla prikaz antigentHelicobacter pylorize vzorku stolice. Tento

material zasilalo n&astji D étské oddleni a ambulantni specialisté.

3.2 Odbkér a transport materialu do mikrobiologické laboratoie

Biopticky vzorek Zaludéni sliznice odebrany ip endoskopickém vySigni se
obvykle transportuje do laborapimo na tuhé kultivéni pidé (lehce vtisknut pod
povrch pidy). Vzorek Ize také zaslat v transportnim mediuzkemavce (nap v cca
1ml thioglykolatového bujénu). Na Gastroenterolé@im oddleni se vzdy odebiraji
dva vzorky z antra &lla Zaludku pro lepSi zachydelicobacter pylori Na Dstském
odcEleni odebiraji zpravidla vzdy jen jeden bioptickfovek. Do transportu se vzorek
uchovava fi chladntkové teplog.
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3.3 Metody

Vzorek Zaludéni biopsie jsem nefive pelivé zhomogenizovala mezi dma
sterilnimi podloznimi skéky a rozdlila ho na ti ¢asti pro jednotlivé diagnostické

metody, kterymi jsou mikroskopicky preparat, kudite a rychly ueadzovy test.

3.3.1 Mikroskopicky preparat

Nejprve se na spodni stranu podloZzniho ¢geli napiSe ¢islo vzorku.
Homogenizovany vzorek se rogetna podlozni skiko a ofixuje se nad plamenem.
Poté se obarvi dle Grama. Na Pracovisti bakterielsg barvi v barvicim automatu
systému MIRASTAINER, ktery dok&Ze obarvit az 30 siék najednou. Skika se
vkladaji do drzéku, ktery se upevni na rameno aatonDrzak se skiky se zantuje
do jednotlivych barvicich lazni s roztokem uréigich v automatu. Proces barveni je
podrobré popsan v tab. 2. Doba barveni je 8 minut a sys#RASTRAINER® konec
barveni oznami zvukovym signalem. Preparat se f#iopbd imerznim olejemip
zvétSeni 1000x. Prohlizi se cela plocha preparatumé&eq v hlenové vrsévjsou
nalézany Stihlé esovwitzahnuté gramnegativni bakteriefi{fha 1). Hodnoti se i
kvantita nalezu Helicobacter pylori (+, ++, +++). Kromd¢ pritomnosti nebo
negitomnosti Helicobacter pylori se v mikroskopickém preparatu popisuje nélez
epitelii, leukocyt, erytrocyfi a eventualé i pritomnost jiné mikrobialni flory.

Vysledek mikroskopie se telefonickycdje jeSt tentyZz den nafjslusna odéeni.
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Tabulka 2: Postup barveni dle Grama v barvicimraata

5

Roztok Cas

roztok krystalove violeti 1 min. 30 sek.
proplach 30 sek.
Lugolav roztok 1 min. 30 sek.
proplach 30 sek.
odbarvovaci roztok 30 sek.
proplach 30 sek.

roztok safraninu 30 sek.
proplach 30 sek.
suSeni 2 min.

3.3.2 Rychly uredzovy test

Rychly ureazovy test se provadi metodou dle Chrssiea v tekutém médiu.
Princip metody spiva ve znén¢ pH citlivého indikatoru $ rozpadu meéoviny na
amoniak a oxid uhdity. Reakce probiha pouze Yifpmnosti ureazy ve vySetvanych
vzorcich. Amoniak zfssobi v tekutém prosdi zvySeni pH a dojde dervenému
zabarveni indikatoru, kterym byva fenolo¥&vei. Provedeni testu je jednoduché. Do
tekutého média se pofioszorek bioptické tkaha inkubuje se cca 16 hodi 37 °C.
Druhy den rano se odigd barevné zabarveni indikatoru. Pokud nedojdarkumé

zmené je vysledek povazovan za negativni. Pozitivni gatigni uredzovy test je

zobrazen v filoze 3.
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3.3.3 Kultivace

Material se natkuje na diagnostickoutigdu HPFA (se suplementem F) od firmy fa
Dulab s.r.o. a paraleirse také natkuje na krevni agar (neselektivni pevnou kultivia
pudu) pro vylodeni gitomnosti kontaminujici flory, ktera by mohlatgwbit faleSnou
pozitivitu uredzového testu.

Kultivace probih&a v mikroaerofilni atmogé& Vhodné mikroaerofilni atmosféry
(80 % N, 10 % CQ a 10 % H) se docili v LAS (Latdiv anaerobni systém) systému
(Ptiloha 5).

Veskeré&sasti systému LAS dodava firma Trios, spol. s. 8gstém LAS se sklada
Z &chto zakladnickiasti:

» pristroj LAS

* plynova lahev

» dvoucestny reduti ventil
o aplikani s&ek

e plyn nebo srés plyni

o Kkatalyzator

Pristroj LAS je zé@izeni, ve kterém se odsaje vzduch z veagho prostoru (tzv.
vakuovani komory) pomoci vykonné elektrické tofiavyvévy a nasledé dojde k
naplreni vakuovaci komory plynem definovaného sloZzenaliky a objemu z ppojené
plynové lahve.

Na Pracovisti bakteriologie se LAS vyuZiva jednalo prytvoreni anaerobni
atmosfeéry, kdy dochazi k uplné vakuaci (ze 100 goyziva se kultivéni s&ek zlaté
barvy a katalyzator. Pro vytieni mikroaerofilni atmosféry dochazi pouzeéakt&ne
vakuaci ze 75 %, pouziva sdipledny kultiva&ni s&ek bez katalyzatoru.

Petriho miska se vklada ap& nez je Bzn¢ zvykem, tj. tedy wikem nahoru a
kultivacni pidou doh, proto aby se zamezilo uvaém agaru Bhem cyklu vakuovani.
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Velikost aplik&niho sé&ku se voli dle velikosti a @tu kultivovanych misek. Aby
zataveni s&u bylo kvalitni je nutné nechat dostate velky okraj séku tj. 40 — 50
mm.

Horni okraj séku se vklada do zézu drzaku plynové trysky. Viko vakuovaci
komory se zavird @mna rukama saiasre a mirr¢ se gitlac¢i, dokud se nerozbne
cyklus vakuovani. #stroj za&ne vytv&et vakuum, které udrzi viko zi@né. Po
vycerpani vzduchu se do komory automaticky vpustdem definované mnoZzstvi
smesi plyna z plynové lahve. Vlivem tlakovych zm mize v této fazi dochazet
k pohybu misek v sku. Naplreni s&ku plynem zavisi na jeho velikosti a o
vloZenych misek. #liS malé mnozstvi plynu tize zpisobit deformaci misky, az jeji
znehodnoceni. id prvnim pouZzitim fistroje je doporéeno si vyzkouSet optimalni
nastaveni mnoZzstvi plynu. Zatavenyedase dale kultivuje v termostatu.

Kultivace v termostatuip37 °C trva 5-7 dni. Narostlé kolonktelicobacter pylori
jsou drobné, naSedlé, plochést&neé transparentni. Pro ékeni identifikace je mozné
zhotovit z narostlé kultury mikroskopicky prepard®ro Helicobacter pylori je
charakteristicka polymorfie gramnegativnicltely a vlaken, typické je zékeni do
tvaru pismene J a Ui{ibha 2). Z biochemickych tesfe mozné provést oxidazovy test
a katalazovy test, které jsou u kniemlelicobacter pylori pozitivni. V pipad

pochybnosti je mozné identifikace kmene z nardatlury potvrdit metodou PCR.

3.3.4 Stanoveni citlivosti k antibiotikim

Stanoveni citlivosti k antibiotikm se provadi na Pracovisti bakteriologie diskovym
difuznim testem. Po usgné kultivaci se natiuji suspenzi kmene 4 neselektiviidy
bez gidanych antibiotik M-HF by Biorad. Disk je nap&3§ urcitym mnoZzstvim
antibiotika a poklada se vzdy dopi@st neselektivni jdy. Na jedné fdé se testuje
vzdy jen jedno antibiotikum. Inkubuje se 48 hoditi B7 °C v mikroaerofilnim
prostedi. Po inkubaci se zifi pramér inhibi¢ni zony okolo disku. Rmér inhibi¢ni

zoény se mfi vmm a porovnava se s hrami hodnotou (také v mm) pro dané
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antibiotikum. Pokud bakterie neroste v okoli diskz6na zabranyastu je &tSi nebo
rovna hranini hodnog, je bakterie citliva k danému antibiotiku. Pokedkj antibiotiku
rezistentni, tak je inhibni zéna mensi nez hr&ni hodnota, nebo inhiémi zéna neni
patrna a bakterie roste az k disku. U kinételicobacter pylorise testuje citlivost

k azitromycinu, metronidazolu, ampicilinu a doxytgk.

Tabulka 3: Hrarini hodnoty inhibinich zén proHelicobacter pyloriu vybranych
antibiotik

Kéd ATB Antibiotikum Citlivost Rezistence
AZI azitromycin >15 <15
MET metronidazol > 20 <20
AMP ampicilin >17 <17
DOX doxycyklin >19 <19

Poznamka: hodnoty v tabulce udavajirnpér inhibi¢ni zény v mm

Zdroj: Pracovist bakteriologie

3.3.5 Prikaz antigenuHelicobacter pylorive stolici

Prikaz antigeniHelicobacter pylorive vzorku stolice je neinvazivni membranovy
test zaloZzeny na principu imunochromatografické auet Test je fesny, snadno
proveditelny a rychly a vysledek jélem rékolika minut.

Test vyuziva monoklonalni protilatku proti antigemielicobacter pylori Po
pridani vzorku (stolice rozpusta v pufru) se bare¥noznaené protilatky navazou na
bakterie, pokud jsouifiomny ve vzorku a vytid se komplex. Ten ipchazi pes
membranu pomoci kapilarniho vzlindni a je zachypemoci jinych specifickych
protilatek v zog testovaci linie testu. Objevi servend testovaci linie. Pokud neni
piitomen Helicobacter pylori ve vzorku, nedojde k navazani barévmnaenych

protilatek v zO® testovaci linie T a nevytvbse zadna testovaci linie. Za pozitivni
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vysledek lze povaZovatiipomnost¢ervené testovaci linie, jeji némmnost zn&
negativitu testu.

Je nutné aby se objevila barevna linie i v koniraore. Potvrzuje, Ze bylo
adekvatni mnoZzstvi vzorku a doslo ke spravnémun&alina membrdn

Na Pracovisti bakteriologie pouZivaji diagnostitigt od firmy Coris BioConcept.
Kazdy diagnosticky set obsahuje testovaci kazetplagtovou nadobku s pufrem.
Nejprve se set necha vytemperovat na pokojovowotiegl5-30 °C). Po vytemperovani
se vyjme testovaci kazeta z obalu a popiSe rsg#upnym cislem vzorku. Pak se
odSroubuje wko s odirovou tyinkou nadobky a pomoci ni se odebere vzorek stolice
(obr. 2). Odebira se tak aby stolicedldpve spirdle oddrové tyinky. U tekuté stolice
se odebird pomoci jednorazové pipety 80 ul. Aptikae vrati zgt do nadobky a ¥ko
se peva zaSroubuje. Poté se pomoidpaky vzorek dikladné promicha s pufrem. Po
prottepani vzorku se odlomi $kia na véku nadobky a nakapou s#yii kapky do
kruhové jamky testovaci kazety pomoci jemného tlaksEnu testovaci nadobky (obr.
3). Je dlezité kapat bez vytweni vzduchovych bublin. Vysledek testu sedideza 15

minut. Vyhodnoceni testu zobrazuje obrazek 3.

Jz j

iy
&

4;

Obrézek 2: Odlr vzorku a provedeni testu
}:{ﬂf
a

Zdroj: Fribalovy letak diagnostického testu od firmy Corie®oncept
Popis obrazku:
A - naker stolice
B - B1- nadmdrné mnozstvi stolice, B2- malé mnoZstvi stolice; B@alni odkr

C - homogenizace vzorku
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D - odlomeni Spiky uzawru

E - nakapani suspenze do jamky testovaci kazety

Obrazek 3: Vyhodnoceni testu

S

RUNNING :

TIME
Positive Megative
DELIVER
SAMPLE READ

Zdroj: Fribalovy letak diagnostického testu od firmy Corie®oncept
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4. Vysledky

V roce 2011 bylo na Pracovisti bakteriologie vigeb 599 bioptickych vzotk

Zaludeéni sliznice na prkaz

infekce Helicobacter pylori Pro piikaz

infekce

Helicobacter pyloriswdcila pozitivita alespd jednoho zeif diagnostickych tegt—

mikroskopie, uredzového testu a kultivace. fipad, Ze byly od pacienta najednou

odebrany dva bioptické vzorky, vyEBt se paraleld vSemi temi metodami, ale

nakonec byly vyhodnoceny jako jeden vzorek.

Nejcastji byly vzorky odebirdny na Gastroenterologickémdéeni. Druhym

negastji zasilajicim oddlenim bylo tské oddleni.

Tabulka 4: Péet pozitivnich a negativnich nateze souboru vzorkza rok 2011

Paet pozitivnich Patet negativnich Celkem
nalezi nalezi
muzi Zeny muzi Zeny
Leden 7 9 15 31 62
Unor 6 5 20 32 63
Brezen 12 9 18 37 76
Duben 5 11 21 26 63
Kvéten 9 7 12 23 51
Cerven 8 10 15 13 46
Cervenec 5 2 9 8 24
Srpen 4 3 8 12 27
Zari 7 6 18 19 50
Rijen 3 4 14 26 47
Listopad 11 11 19 25 66
Prosinec 5 2 8 9 24
Celkem 82 79 177 261 599




Infekce byla prokadzana u 161 pacie(26,9 %). Z nichz bylo 82 (51 %) miua 79
Zzen (49 %).

Graf 1: P@et pozitivnich ndleZ ze souboru bioptickych vzaiks jednotlivych ngsicich

80
70
60 -
50 -
40
30 -
20 {14

@ pozitivni nalezy H. pylori

| celkovy pocet vzorkud

po éet vzork G

Nejvice pozitivnich nalezbylo v mésici kreznu a listopadu.

Tabulka 5: Mozné kombinace pozitivity a negatiyignotlivych diagnostickych test

a jejich procentualni vyjadni

Diagnostické testy Ret vzorki Procentualni
vyjadreni
mikroskopie ureazovy test kultivace

+ - - 7 4,3 %

- + - 3 1,9 %

- - + 15 9,3%

+ + - 11 6,8 %

- + + 1 0,62 %

+ - + 64 39,8 %

+ + + 60 37,3 %

pozitivni (+), negativni (-)
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Nej¢astji byla infekce potvrzena pozitivitou mikroskopiekaltivace — 39,8 %.
Nasledovala pozitivita vSech testi v 37,3 %.

Tabulka 6: Péet a procentualni vyjdeni pozitivity jednotlivych test

Diagnosticky test Pozitivita Procentualni vyjéui
mikroskopie 142x 88,2%
ureazovy test 75x 46,5%

kultivace 140x 86,9%

Jako nejmén senzitivni vychazi ureazovy test. Senzitivita j@l¥né polovicni
oproti mikroskopii a kultivaci.

Tabulka 7: P&et pozitivnich nalek v zavislosti na pohlavi a jejich procentualni
vyjadieni u ¥kovych skupin

Vékova Pozitivni nalezy v zavislosti na pohlavi Celkem

skupina muzi muzi [%)] zeny Zeny [%] (pozitivnich

nalei)

0-19 4 21,1 15 78,9 19

20-39 20 66,6 10 33,3 30

40-59 29 47,5 32 52,5 61

60-79 27 56,3 21 43,8 48

80 a vice 2 66,7 1 33,3 3
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Graf 2: Pozitivni naleziielicobacter pylorize souboru bioptickych vzaiks zavislosti
na wkové skupir

70
61
60 -
_ 50 ] 48
x O pozitivni nalezy muzi
g 40 1 30 3 B pozitivni nélezy Zeny
3 30 2 27 O pozitivni vzorky celkem
o 19 20 1
0
10 A
21 3
0 e S

0-19 20-39 40-59 60-79 80 a vice

vékova skupina

NejvysSi zachyt infekcélelicobacter pyloribyl u wkové skupiny 40-59 let (61
pozitivnich néleft), poté nasledovala skupina 60-79 let (48 pozithmialezn).

V piipact pozitivniho kultiv&niho nalezuHelicobacter pylori byla testovana
citlivost k vybranym antibiotikm diskovym difuznim testem. Testovala se citlivost
k ampicilinu, metronidazolu, azitromycinu a doxytgk. Citlivost se testovala u 140

kmeni. U tfi kmeni citlivost nevyrostla. Citlivost byla vyhodnocenal37 kmefi
(Tab. 8), (Graf 3).
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Tabulka 8: Fehled citlivosti a rezistence u kmelelicobacter pylorik jednotlivym

antibiotikim
Antibiotikum | Paiet Citlivost Citlivost | Rezistence | Rezistence
testovanych | (pocet [%0] (pccet [%]
kmeni kmen) kmen)
azitromycin 137 112 81,8 25 18,2
metronidazol 137 79 57,7 58 42,3
ampicilin 137 134 97,8 2,2
doxycyklin 137 137 100 0 0

Pro lepSi pehlednost je zndzokna v grafu 3 citlivost k jednotlivym antibiofikn.
Z grafu vyplyva, Ze metronidazol je antibiotikumg kterému je kmenHelicobacter

pylori
k doxycyklinu.

nejvice rezistentni. U Zadného kmene nebyla zagnama rezistence

Graf 3: CitlivostHelicobacter pylorik antibiotikim

Graf 3.1: Citlivost k azitromycinu

Azitromycin

18,20%

O citlivost

M rezistence

81,80%

Z celkového p&tu 137 kmefi Helicobacter pyloribyla zjiS€na rezistence u 25
kmeni - 18,2 % kmefi bylo rezistentnich k azitromycinu.
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Graf 3.2: Citlivost k metronidazolu

M etronidazol

42,30% O citlivost

57,70% W rezistence

Z celkového p&tu 137 kmefi Helicobacter pyloribyla zjiS€na rezistence u 58

kmeni - 42,3 % kmet bylo rezistentnich k metronidazolu.

Graf 3.3: Citlivost k ampicilinu

Ampicilin

2,20%

[ citlivost

W rezistence

97,80%

Z celkového pétu 137 kmen Helicobacter pyloribyla zjiS€na rezistence pouze u

3 kmerni - 2,2 % kmefi bylo rezistentnich k ampicilinu.
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Graf 3.4: Citlivost k doxycyklinu

Doxycyklin

O citlivost

100%

U zadného kmenklelicobacter pyloriz celkového pé&tu 137 nebyla zji$ha rezistence

k doxycyklinu.

Za rok 2011 bylo zaslano na Pracovisbakteriologie NemocniceCeské

Budgjovice, a.s. 122 vzoikstolice k detekci antigendelicobacter pylori(Graf 4).

Graf 4: Pget pozitivnich nélek antigenu Helicobacter pylori ve vzorku stolice

v jednotlivych ngsicich

25 22 22

O pozitivni nalezy H. pylori
M celkovy pocet vzorkud

poéet vzork U
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Nejcastji byla zasilana stolice k pkazu antigenu v &sici kreznu a listopadu.

Antigen byl prokazan u 6 vzaik

Graf 5: P@et pozitivnich a negativnich nateprikazu antigenudelicobacter pylorive

stolici v zavislosti na gkoveé skupig
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Nejcastji byly vzorky stolice odebirany odtskych pacient ve wku 0-15 let.
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5. Diskuse

Helicobacter pylorije pivodce chronické gastritidy. V séasné dob je k dispozici
fada diagnostickych metod, které potvrdi infekcio R¥imy prikaz infekce (pro
histologické vySéeni a mikrobiologické metody) se odebira vzorekidaini sliznice,
nebo vzorek stolice najkaz antigenwHelicobacter pylori Pro nepimy prikaz infekce
(pro piikaz protilatek) se odebira vzorek srazlivé krve. idkterych pracovistich se
provadi dechovy test.

Na Pracovisti bakteriologie v Labor#itolékarské mikrobiologie v Centralnich
laboratdich NemocniceCeské Budjovice, a.s. se biopticky vzorek Zalddé sliznice
vySetuje temi diagnostickymi metodami: mikroskopii, kulttrdm vySetenim a
ureazovym testem. Pro gkaz infekce s¥dci pozitivita alespt jedné zé&chto i
metod. V roce 2011 bylo na Pracovisti bakteriologigeteno 599 bioptickych vzotk
Infekce byla prokadzana u 161 pacieniejastji byla infekce potvrzena pozitivitou
mikroskopie a kultivace — u 64 vzdarknasledovala pozitivita vSechi testi — u 60
vzorka. Mikroskopie byla pozitivni celkem 142x, kultivadd0x a uredzovy test 75x.
Uredzovy test byl negativni u 53,4 % pozitivnichem& Helicobacter pylori Fri¢ina
nizké senzitivity uredzového testuibe byt v provedeni jednotlivych diagnostickych
metod. Jeden odebrany biopticky vzorek se pouziva ysechny i diagnostické
metody.Cast bioptického vzorku se pouzije pro zhotoveniroskopického preparatu,
dalSicast slouzi ke kultiveanimu vySeteni a zbytek vzorku se pafia@o tekutého média
(obsahujici méovinu) pro uredzovy test.iiRinou faleSné negativity testuude byt
velice malacast vzorku, ktera obsahuje nizkou koncentraci biakieebo ve vzorku
bakterie pitomné nejsou Gbec (kwvili nerovnongrnému osidleni Zaludei sliznice
helikobakterem). Ureazovy test je zavisly na enzygnaktivit. Pokud je aktivita
ureazy nizka, nedojde k barevnéémnindikétoru a test se vyhodnoti jako negativni.
PresrgjSich vysledk ureazového testu seue dosahnout, pokud se odebira vice
vzorki - zvySuje se tak pra¥godobnost vysSiho zachytu (nactBkém oddleni

odebiraji zpravidla jen jeden biopticky vzorek, @astroenterologickém odiéni
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vétSinou dva vzorky). Senzitivita ureazového testizenbyt také ovlivéina pouzitou -
home-made metodou dle Christensena, ktera nemsahdweat tak vysoké senzitivity
(jako nap. u CLO testu 90 %).

Vzhledem k nizké senziti\t uredzového testu je otazkou zda je mozné brat
k prikazu infekceHelicobacter pylorisamotny ureazovy test. Mohlo by se jednat i 0
faleSnou pozitivitu testu — napkvali ptitomnosti jinych bakterii produkujicich ureazu
ve vzorku, mezi které pat nagiklad: Proteus mirabilis, Klebsiella pneumonie,
Morganella a Providencia V tomto gipact by bylo vhodné vySé&ni opakovat. Ve
sledovaném obdobi se jednalo o Samotné pozitivity ureazového testu. U jednoho
piipadu byla paralelni kultivaci na krevnim agarwpmgna kontaminuijici flora.

V souwasné dob je celos¥tove zaznamenana nestajici rezistence bakterii
k antibiotikim a tento problém se tyka i druhtelicobacter pylori Z testovanych
kmeni bylo 12,2 % rezistentnich k azitromycinu, 2,2 %istentnich k ampicilinu a
Zadny kmen nebyl rezistentni k doxycyklinu. Kniéthelicobacter pylorirezistentnich k
metronidazolu bylo 42,3 %. Podle studie Lochmanngydané vroce 2004 byla
v Ceské republice ve sledovaném obdobi 1998-1999 teeris Helicobacter pylori
k metronidazolu 42 % (Lochmannova 2004). Moje stumila provadna v roce 2011 a
rezistence je srovnatelnd se studii Lochmannové&i Meidiemi je rozdil 12ti let a
rezistence se nijak nezmila. Podle studie Lochmannové z roku 2010 jénmgrna
celos¥tova rezistence k metronidazolu velice vysoka aadog az 80 %. Kriticka
hranice pro usgné klinické pouZziti v ke je vyskyt rezistencédelicobacter pylori
k metronidazolu 40 %. Vifpadech, Ze je rezistence nizsi nez 40 %, |ze w@poavek
v [étebné kombinaci jeStpouzit. Ri rezistenci vysSi nez 40 % je dopdeno tento Iék
v klinické praxi jiz nepodavat (Lochmannova 2010).

Nejcastji byla infekceHelicobacter pyloriprokdzana u &kové skupiny 40-59 let.
Ve vysglych statech je vyskyt infekagasty u vySSi skové skupiny a udi je relativré
nizky.

Na Pracovist bakteriologie bylo v roce 2011 vyseho celkem 122 vzotkstolice
k detekci antigenwHelicobacter pyloriimunochromatografickou metodoilejcastji
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byly vzorky odebirany udi do 15 let. Detekce antigenu je vhodna pitskE pacienty,

protoZze nemusi podstupovat endoskopicke vgaet
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6. Zaver

Infekce Helicobacter pyloriv populaci je velic&asta a je celostové rozstena. V
roce 2011 bylo na Pracovisti bakteriologi€ @skych Budjovicich vySeteno 599
bioptickych vzork Zalud€ni sliznice, z toho bylo u 161 vzarlprokazarHelicobacter
pylori. Infekce byla nejastji diagnostikovana u &kové kategorie 40-59 let bez
zavislosti na pohlavi. V s¢asné dob je kdispozici fada laboratornich metod
slouzicich k pitkazu infekce. Porovnanim jednotlivych diagnosti¢kyanetod
provacgnych na Pracovisti bakteriologie bylo z§i§b, Ze citlivou metodou je
mikroskopie a kultivéni vySeteni. U pozitivniho kultivéniho nalezu byla testovana
citlivost k antibiotikim. Rezistence k metronidazolu byla zjist u 42,3 % kme
k azitromycinu u 18,2 % kménk ampicilinu u 2,2 % kmena u Zadného kmene
nebyla zaznamenana rezistence k doxycyklinu. Naowisti bakteriologie se provadi i
jedna neinvazivni metoda -tfdaz antigenuHelicobacter pylorive vzorku stolice. Za
rok 2011 bylo zaslano 122 vzdrkegastji z Détskeho oddleni. Antigen byl prokazan

pouze u 6 pacieft
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9. Prilohy:

Priloha 1: Mikroskopicky obraklelicobacter pyloriz bioptického vzorku

Zdroj: vlastni fotografie

Priloha 2: Mikroskopicky obraklelicobacter pyloriz narostlé kultury

Zdroj: vlastni fotografie
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Priloha 3: Pozitivni ureazovy test (levéstkkumavky- fizove)

Zdroj: vlastni fotografie

Priloha 4: Zatavené kultiéai pidy v s&ku (v mikroaerofilni atmosté) a

pripravené ke kultivaci v termostatu

Zdroj: vlastni fotografie



Priloha 5: LAS systém

Zdroj: vlastni fotografie

Priloha 6: Narostla kulturédelicobacter pylori+ stanoveni ciltivosti k antibiotiku

diskovym difuznim testem

Zdroj: vlastni fotografie



Priloha 7: Pozitivni test antigertlelicobacter pylorize vzorku stolice

Zdroj: vlastni fotografie



