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Abstrakt

Helicobacter pylori je gramnegativni tycka spirdlovitého tvaru. Je pfisné
mikroaerofilni. Pro H. pylori je typickd pfedevS§im mohutnd uredzova aktivita.
Kolonizuje povrch zaludecni sliznice a je prokazéano, ze témeét polovina populace je jim
kolonizovana. Piisobenim dalSich faktorti dochazi ke vzniku gastritidy, kterd pozdéji mize
prejit na chronickou formu. Na podklad¢ chronické gastritidy mohou vzniknout dalsi
zavazné choroby — gastroduodenalni viedova choroba nebo adenokarcinom Zzaludku.

H. pylori je vyhlasen za karcinogen 1. t¥idy.

Kalprotektin je cytosolovy protein. Uvoliuje se postupné z leukocytti po jejich
aktivaci nebo lyze. Tvofi ho zejména monocyty a neutrofily. Koncentrace kalprotektinu
ve vzorku stolice koreluje s mnozstvim leukocytd vylou¢enych do stfevniho lumen.
Toto zjisténi umoziuje 1ékafim dle stanoveni hodnot kalprotektinu odhadnout stupen
infiltrace stfevni sliznice leukocyty. Kalprotektin je svou vysokou citlivosti
K pfitomnosti stfevnich zanéth velmi vhodnym ukazatelem pii diagnostice tzv.

nespecifickych stievnich zanéta.

Cilem mé bakalafské prace je osvojeni si identifikaénich metod Helikobaktera
pylori a kalprotektinu v ramci laboratorni praxe. Druhym cilem je osvojeni si zakladni
interpretace vysledktl téchto metod. Stanovila jsem jednu hypotézu, kterou jsem se
pokusila potvrdit. Dale jsem stanovila jednu vyzkumnou otazku, na kterou jsem hledala

odpovéd.

V teoretické ¢asti mé prace jsem se zamétila na dosavadni poznatky o H. pylori
a kalprotektinu. Popsala jsem soucasné metody jejich diagnostiky, onemocnéni s nimi

souvisejici a jejich 1é¢bu.

Praktickou cast jsem provadéla na oddéleni mikrobiologie v laboratofi Stafila
spol s.r.o., kde jsem prukaz H. pylori ve vzorcich stolice vySetfovala pomoci metody
DIMA H. pylori test. Hladinu kalprotektinu jsem stanovovala pomoci metody
BUHLMANN Quantum Blue® Calprotectin Ascites. Sama jsem vysetfovala v obou



pfipadech 25 vzorkl. Veskeré prace jsem provadéla pod odbornym dohledem

MUDr. Cihlové a pracovnikt laboratofte.

Dalsi ¢ast mé prace je vénovana vysledkim. Vypracovala jsem statistiku
Cetnosti vyskytu H. pylori a pomoci statistickych vypoéti vyvratila svou stanovenou
hypotézu. Zpracovala jsem také statistiku Cetnosti negativnich, pozitivnich a silné¢
pozitivnich vysledka hladin kalprotektinu ve vzorcich stolice a nasla jsem odpovéd’ na

vyzkumnou otazku.

Klicova slova: Helicobacter pylori, kalprotektin, kolonizace, gastritida,

nespecifické stfevni zanéty



Abstract

H. pylori is a gram-negative rod bacteria of a spiral shape. It is obligatory
microaerofile. It has strong urease activity. It colonize the stomach mucosa and it is
proved, that almost the half of human population is colonized. H. pylori concluding
other factors can cause gastritis which can become chronic. Other diseases can be
influenced by chronic gastritis - for example: gastroduodenal ulcer disease and stomach
adenocarcinoma. H. pylori is concerned to be carcinogen of the first class.

Calprotectin is a cytosol protein. It gradually releases from activated or lytic
leucocytes. It is made of monocytes and neutrophiles. Calprotectin concentration in in
faecal specimen correlates with the amount of leucocytes in intestine's lumen. This
finding allows doctors to estimate the amount of intestine mucosas’ infiltration by
leucocytes according to evaluation of calprotectin levels. Calprotectin is highly sensitive
to the presence of intestine inflammation, so it is a proper indicator of unspecific

intestine inflammation diagnostics.

The main aim of my bachelor thesis is to become familiar with identification
methods of H. pylori and calprotectin in labs. Moreover, | aimed to become familiar
with proper results interpretation of used methods. | estimated a hypothesis and an

experimental question.

In the theoretical part I focused on contemporary knowledge about H. pylori a
calprotectin. | described common diagnostic methods, illnesses they cause and their

treatment.

The experimental part took place at Microbiology department of Stafila spol. sro
laboratories. | examined the presence of H. pylori in faecal specimen by DIMA method.
| determined the calprotectin levels by BUHLMANN method. | personally worked with
25 samples. | did my work in guidance of MUDr. Cihlova and her colleagues.



| statistically examine my results. | made statistics of H. pylori frequency and
determined the hypothesis. | also made statistic of negative, positive and strongly
positive numerosity levels of calprotectin in faecal specimen and found the answer to

my question.

Keywords: H. pylori, calprotectin, colonize, gastritis, unspecific intestinal

inflammation
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1 Uvod

Zaméteni mé bakalaiské prace jsem soustfedila na v dnesni dobé aktudlni
problematiku infekce Helicobacter pylori spojené se stanovenim zanétlivého markeru, o
kterém laickd vefejnost prozatim tolik informaci nema. Jednd se o stanoveni hodnot
kalprotektinu v neinvazivné odebranych vzorcich. Patogen a zanétliva marker maji
spole¢nou vlastnost a to materidl, ze kterého jejich pritomnost lze diagnostikovat. Jde o
vySetfeni vzorku stolice. Dalsim divodem vybéru je vyskyt gastroduodendlnich viedl

vV mé rodinné anamnéze. Z toho diivodu jsem se chtéla tomuto problému vénovat blize.

Infekce Helicobacter pylori patii dnes mezi nejrozsifenéjsi. Prevalence vyskytu
u nas v Ceské Republice je téméi 42 % a to i pies to, Ze nade zemé patii mezi vyspélé.
V zemich s hor§imi socioekonomickymi podminkami se prevalence vyskytu infekce

rapidné zvysuje az na 85 %.

Helicobacter pylori je ptivodcem vzniku chronického zanétu zalude¢ni sliznice —
chronické gastritidy. Ta se stdva predvojem mozného vzniku dal§ich onemocnéni
s horsi prognézou. Re¢ je o gastroduodenalnich viedech a adenokarcinom Zaludku.
Bakterie se vyskytuje ptredevsim v hlenu, ktery sliznici chrani. Rozlozeni vyskytu
patogenu je nerovnomérné, proto se pii odebrani vzorkdt musi dbat na nutnost odbéru
z vice mist. Toto plati pro odbér materidlu slouziciho k vySetfeni pomoci invazivnich
metod. Mezi né spadaji kultivace, rychly test na uredzu a histologické vysSetfeni —
mikroskopie. Plati vSak i pro odbér vzorku stolice pouzivané k nékterym metodam
neinvazivnich vySetfeni. K neinvazivnim metodam fadime dechovy test, stanoveni

protilatek v séru a priikaz antigenu ve stolici.

VySetteni pro stanoveni hodnot kalprotektinu ve vzorku se v dneSni dob¢ stéile
vice rozmaha. Jeho vyhoda je v neinvazivnosti a rychlosti. Pfedev§im u pediatri je
velice oblibenou metodou urceni toho, jestli se v té€le détského pacienta nachazi zanét.
Hladina kalprotektinu koreluje s mnozstvim leukocytt vylou¢enych do stievniho lumen.
Toto zjisténi umoznuje 1ékaiim odhadnout stupeni infiltrace stfevni sliznice leukocyty —

potvrdi nebo vyvrati pfitomnost zanétu. VySetfeni lze povaZzovat za predvoj
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kolposkopie. V ptipad¢ vysoké hladiny kalprotektinu ve vzorku Iékai postupuje
vV 1é€ebném postupu kolonoskopickym vySetfenim. Pokud je naopak hladina

kalprotektinu vyhodnocena jako nizka, 1ékaf od invazivni kolonoskopie ustupuje.

Cilem mé prace je osvojeni si identifikacnich metod Helikobaktera pylori a
kalprotektinu v ramci laboratorni praxe — Vv laboratofi Stafila spol s.r.o. Druhym cilem je
osvojeni si zékladni interpretace vysledkl téchto pouzivanych metod. Stanovila jsem
také jednu hypotézu, kterou se pokusim potvrdit, nebo vyvratit. Pokusim se také najit

odpovéd’ na jednu vyzkumnou otazku.
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2 Soucasny stav problematiky

2.1 Helicobacter pylori - Historie

Helicobacter pylori byl objeven v Australii roku 1983 dvéma védci z Royal Perth
Hospital, ktefi se zabyvali kolonizaci Zalude¢ni stény. Dfive byl tento mikrob fazen
mezi kampylobaktery — nejcastéjsi pavodce akutniho prijmového onemocnéni. Rod
kampylobakter byl poznan a nasledné rozsifeno povédomi o ném az v 70. letech,
protoze jeho kultivace vyzaduje neobvyklé podminky. Po oddéleni Helicobactera pylori
od rodu kampylobakter bylo zjiSténo, Ze pfiblizn€¢ u jedné Etvrtiny dospélych osob
kolonizuje Zalude¢ni sliznici a prokazala se jeho spojitost gastritidou, histologickymi
nalezy peptidického viedu a adenokarcinomem zaludku. H.pylori je vyhlasen za

karcinogen 1. Ttidy. Sedlackova (28), Votava a kol. (35)

2.2  Obecné rozdéleni

V dnesni dobé zname 3 rizné druhy rodu helikobakter. Z diagnostiky
biologickych materiali od pacient byly dosud izolovany druhy Helicobacter cinaedi -
izolovan ze vzorkl pfi prokdzané baktériémii. U osob, kterym vzorky patfily, byla
prokazana soucasné nakaza HIV a tuberkul6zou. Dal$im diagnostikovanym druhem je
Helicobacter fennelie — ziskany vétSinou z rektalnich vytéri muzi homosexuald.
Dalsim diagnostikovanym druhem je Helicobacter pylori. Ten je znam svou spolutcasti

pfi vzniku gastritidy, doudenalnich a zalude¢nich viedt a adenokarcinomu Zaludku.

Greenwood (14), Krejsek (21)
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2.3 Morfologie

Helicobacter pylori je tycka spiralovitého tvaru gramnegativniho charakteru.
Benes (4) Piipadné je mozna podoba s pismeny Vnebo Y. Jednda se o pfisné
mikroaerofilniho mikroba o Sifce 0,5 — 1,0 um a délce ptfiblizn€ 3 pm. Pii kultivaci ke
svému rustu vzdy pottebuje CO,. V jeho stavbé zle vidét rozdily oproti rodu
kampylobakter. Helicobacter ma na svém povrchu trs polarnich bicikt, které chrani
pochva, kampylobakter ma pouze jeden holy bic¢ik. Kyzelova (22) Pro tuto bakterii je
typicka predevSsim mohutna ureazova aktivita. Ta ji charakterizuje pii béznych testech,
kdy H. pylori neni sam o sobé biologicky aktivni a v Zalude¢ni sliznici ho rozpozname
pravé diky produkci nesmirné aktivni uredzy. Pfi rozboru klinického materidlu je tato
bakterie nerovnomérn¢ rozlozena po povrchu zaludeéni stény. NejCastéji byva

distribuovana piedevsim v hlenu. Greenwood (14), Sedlackova (28)

2.4 Faktory patogenity

H. pylori je patogenni pouze pro ¢lovéka s vysokou adaptaci na jeho Zaludeéni
sliznici. U pacientli s viedovym onemocnénim duodena ¢i Zaludku byla kolonizace
zalude¢ni sliznice touto bakterii prokdzana téméef ve vSech ptiipadech. Taktéz je
spoluucastnikem vzniku chronické gastritidy. Infekce sliznice zaludku probihd ve

vetsing piipadl inaparentné, jeji vzhled je pii endoskopickém vySetfeni normalni.
Greenwood (14), Bednaf a kol. (5)

Bakterie se mize vyskytovat 1 mimo sliznici zaludku, kde tvofi kokoidni Utvary. Tyto
utvary jsou infekéni formou pienosu vzduchem. Jedna se o formu odolnou vaci
vnéjsimu prostiedi. H. pylori ma rtizné druhy vyznamnych faktorti patogenity. Prvni
skupinou jsou faktory vazané pifimo na bunku — do této skupiny patii napiiklad
adheziny a sténovy lipoprotein. Dalsi skupinou jsou extracelularni substance, které H.
pylori produkuje. Mezi ty nejdulezitéjsi patii oxidaza, katalaza a piedevSim ureaza.

Ureéza je katalyzatorem hydrolyzy mocoviny za vzniku amoniaku a vyskytuje se hojné

13



v okolni Zalude¢ni sliznici. Mohutnd uredzova aktivita je pro bakterii typickd a je
podstatou dnes hojn¢ vyuzivaného uredzového testu. Jako dalsi zastupce extracelularni
substance bakterie produkuje hemolyziny, cytotoxiny, glykofosfatazu, fosfolipazu,
aldehyddehydrogenazu, protedzu a V neposledni tad¢€ protein inhibujici tvorbu HCI.

Produkce protedz a fosfolipaz pomaha sifeni Helicobactera pylori po sliznici.
Krejsek (21), Schindler (30), Sachlova (32)

Helicobacter pylori pomoci exogennich produkti ovliviiuje indukci leukotrientl,
prokoakulaéni aktivitu interleukint, indukci nékterych destiCkovych faktori

a autoimunitnich reakci. Bednaf a kol. (5)
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2.5 Laboratorni diagnostika

2.5.1 Invazivni metody
2.5.1.1 Histologické metody

2.5.1.1.1 Mikroskopie

Jako prvni byl H. pylori pozorovan v histologickych fezech. Dnes
je mikroskopie povazovana za velmi efektivni a citlivou metodu prukazu. Jelikoz
se H. pylori v zalude¢ni sliznici vyskytuje velmi nerovnomérné, tak je pro jeho prikaz
doporuceno odebrat vice vzorkll z riznych mist. Odebiraji se dva vzorky z antra a dva

zt€la zaludku. Pfed vySetfenim jsou vzorky nalozeny do 10 % formaldehydu.

Kyzekova (22)

Nejvice zfetelné jsou bakterie vidét pii pouziti impregnace stiibfenim podle

Warthina-Starryho. Od této metody se v dne$ni dob¢é upousti. Lee et al. (23)

Dnes se vyuzivd metoda barveni dle Giemsy a vySetfované vzorky jsou dobie
pozorovatelné i pfi barveni hematoxylin — eozinem. Histologické vySetieni ma vyhodu
V moznosti ur¢eni pokroc€ilosti zanétu. Z mikroskopického natéru lze odhalit pfitomnost

patologickych zmén na Zaludecni sliznici. Senzitivita testu je vysoka a to az 90 %.

Votava a kol. (35)

2.5.1.2 Kaultivaéni vySetieni

Pti kultivaci H. pylori je nutné vySetfit vzorky maximalné 2 hodiny od odbéru.
Pro vySetfeni se pouzivaji bioptické vzorky odebrané z zaludec¢ni sliznice, v nejlepSim
pfipadé¢ zantra. Ztoho divodu, Ze mikrob osazuje mista organismu, kde se
V normalnim pfipadé Zz4dné jiné bakterie nevyskytuji, se pouziti selektivnich ptd jevi
jako zbyte¢né. I pfes tuto teorii je vhodné vyuzit k inkubaci bioptického vzorku tkané

soucasn¢ dveé pudy. Jedna se o jednu plidu neselektivni a druhou s ptidavkem antibiotik
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a antimykotik. Mezi vhodna pfidana antibiotika fadime cefsulodin, trimethoprim, nebo
naptiklad vankomycin, jako antimykotikum byva pouzit amfotericin B. Pfinosem je toto
vyuziti pfedevsim u vySetfeni osob se snizenou aciditou zaludku. Ta totiz vede k mozné
kontaminaci odebranych vzorkl kvasinkami, rezistentnimi grampozitivnimi koky nebo
nefermentujicimi bakteriemi. K zachytu H. pylori bylo pfipraveno velké mnozstvi
riznych kultivacénich pud, jejichz zakladem je v kazdém ptipadé ¢okoladovy agar.
Velmi dulezité je, aby se pouzivané pidy pfedem nevysuSovaly. Inkubace medii
probiha ve vlhkém prostiedi pti 37 °C piiblizn€é az 7 dna. Dulezité jsou pfisné
mikroaerofilni podminky v atmosféte s 85 % dusiku, 10 % CO, a 5 % O,. Plotny se pii
procesu neoteviraji a za negativni se mohou povazovat a odlozit za tyden. Pti odecitani
vidime H. pylori v malych koloniich, které maji lehce navality charakter. Identifikace
Helicobactera pylori je v praxi zkusenym okem lékafe relativné snadna. Kolonie pozna
na zaklad¢ morfologie bunék, dalsim znakem je pozitivni katalazova a oxidazova reakce

a v neposledni fadé citlivost k cefalotinu a rezistence k nalidixové kyseling.

Votava (35), Fonseca (12)

2.5.1.3 Biopsie a test na ureazu

Jelikoz je pro Helicobacter pylori typicka mohutna produkce ureazy, lze ji
prokdzat i v bioptickém materidlu a to bez potteby piedchozi kultivace. Uredzovy test
probiha nasledovné. Martinek (26) Do pfipraveného roztoku mocoviny, v kterém je
pfitomny indikator, se vloZi odebrany kus bioptické tkang&. Pii pfitomnosti bakterie
zméni uvolnény amoniak barvu indikatoru. Proces probiha nékolik minut az dvé hodiny.

Vyhodou tohoto testu je moznost jeho provedeni pifimo pii odbéru materidlu.

Votava (36), Kazemi at al. (18)
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2.5.3 Neinvazivni metody

2.5.3.1 Dechovy test

Dechovy test se v bézné praxi pfili§ nevyuzivd. Ma sice vyhodu ve své
neinvazivnosti, ale naopak velmi velkou nevyhodu vtom, Ze je do téla Clovéka
vpravovan radioaktivni izotop uhliku **C. Tekin et al. (34) Tato metoda probiha
nasledovné. Pacientovi je piipraven k vypiti roztok urey znacené aktivnim uhlikem Yc
nebo *C. Uhlik 2C ma vyhodu v tom, Ze neni reaktivni, ale na druhou stranu se k jeho
meéfeni da pouzit pouze velmi ndkladny spektrometr. Ten vlastni jen malé mnozstvi
laboratofi. Po vypiti roztoku se méti emise izotopu CO; vydechovaného vzduchu.
Pacienti, ktefi jsou infikovédni, maji pti vydechu v dechu velmi vysoky obsah izotopu
1C nebo *C. To je zpiisobeno uredzou, kterd je schopna §tépit znacenou ureu na CO;

a amoniak. Kopackova (20), Kazemi et al. (18),

2.5.3.2 Stanoveni protilatek H. pylori

Pro sérologické vySetfeni je nejCastéji pouzivana metoda ELISA. VySetfuje
krevni sérum pacienta podezielého na infekci. Stanovuje specifické IgG a IgA
protilatky proti antigenim CagA a VacA. Test je jednoduchy, rychly a levny. Hladina
protilatek dobte koreluje s kolonizaci. Po eradikaci infekce lze protilatky detekovat jeste
nékolik mésictl, protoze jejich titry klesaji velmi pomalu. Mezi laboratofemi je tento
prikaz mikroba méné vyuzivany nez prukaz antigenu ve stolici. A to pravé z divodu
pomalého klesani titrii protilatek, stanoveni téchto protilatek neurcuje aktudlni stav
infekce. Neni tedy mozné takto sledovat uspé€Snost a posuzovat kvalitu predepsané
1é¢by. Je také prokazan vyskyt faleSné negativnich testl u déti a imunodeficitnich osob.
Z tohoto diivodu se zminéné vySetieni pouziva piedevsim pro epidemiologické studie.
Protilatky Ize detekovat i celou fadou jinych imunologickych a sérologickych technik.

Mezi né patii naptiklad imunobloting, imunofluorescence, hemaglutinace, fixace
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komplementu, latexové testy. VySetfeni lze provadét i z jiného materidlu nez pouze

z krevniho séra. Vysetiovat Ize mo¢ a sliny. Barttifikova a kol. (3), Sachlova (32)

V Londyné byla provedena studie zaloZena na analyze IgG protilatek ze slin
pacienta. Diky niz byla tato metoda prokazana jako velmi uzite¢na k diagnostice

H. pylori. Ballam et al. (1)

2.5.3.3 Prikaz antigenu ve stolici

Prikaz antigenu H. pylori — zkracené¢ HpsAg se stanovuje ve vzorku stolice
pomoci imunochromatickych metod, nebo metody ELISA (enzym-linked
immunosorbent assay). Podstatou vyuziti imunochromatickych metod je vyuziti
monoklonalnich protilatek, které jsou znaceny. Jedna se o monoklonalni protilatky proti
antigenu Helicobacter pylori. Vysetieni probiha na membranové desticce, na kterou se
nanese zkoumany vzorek, znacené protilatky se postupné navazuji na antigen. Déle pak
spole¢n¢ za pomoci kapilarniho vzlinani proniknou membranou v desti¢ce. Prochazi dal
a zachycuji se prostifednictvim jiné specifické protilatky v misté zvaném testovaci linie.
Pokud se pfitomnost mikroba prokazZe a test je tedy zaznamenan jako pozitivni, objevi
se v zoné testovaci linie zbarveni — jednd se vétSinou o cerveny pruh. Membranova
desticka obsahuje dvé zony testovaci a kontrolni, ta se pro kontrolu spravné funkcnosti
desticky zbarvi vzdy. V pfipad¢ pozitivity je tedy tfeba na desticce zpozorovat zbarvené
pruhy dva. Vyhodou tohoto vysetieni je jeho rychlost, snadnost a hlavné téméf zZadna
zatéZ pro vySetiovaného pacienta. Vyznacuje se také velmi vysokou senzitivitou a to az

92 %. H. pylori — soucasny stav (15), Seifert et al. (29)

Dalsi metodou, kterou se da prokdzat antigen ve stolici, je metoda ELISA. Zde
jsou zakladem také monoklonalni protilatky specifické pro antigen H. pylori. VySetieni
probihd na stejném zaklad¢€. Jedinym rozdilem je pouZziti mikrotitracni desti€¢ky namisto
membranové desticky. Ma i stejné podminky zatizeni pacienta — tedy zadné. Test se da
svou senzitivitou srovnat s dechovym testem (94 %). Specificita testu je ptiblizné 91 %.

Vyhodou ptfed dechovym testem je jeho men$i finanéni nérocnost. Vyuziva
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se predevsim pfii kontrole eradikacni 1écby infekce jak u dospélych, tak u malych déti.
Vzdy je nutné provadét vysetieni piiblizné 4-6 tydnli po ukonceni 1éCby. Z divodu

mozného zkresleni vysledki.

Vzorky stolice se daji uchovavat pfi teploté 2-8 °C po maximalni dobu tii dni.

H. pylori — soucasny stav (15)

2.6 Onemocnéni zptsobena H. pylori

Kolonizace t€la pacienta H. pylori je dnes velmi ¢asta, postihuje az polovinu
populace. Ale pouze u jeji ¢asti propukne kolonizace ve vznik akutni gastitidy. Je
zfejmé, ze k jejimu vzniku nestaci pouze kolonizace, ale jsou ve hie i jiné faktory
spoustéjici infekci. Akutni gastritida postupné prechazi v gastritidu chronickou. Ta
muze mit iasymptomaticky pribéh. Bakterie jsou vzdy nerovnomérné rozmistény
Vv zalude¢nim hlenu. Zelenkova (39) Nelze pochybovat o vlivu H. pylori na vyskyt
gastritidy. Pfi infekci je patrny vyskyt polymorfonukleard - PNM, které patii mezi
typicky znak gastritidy. Mezi pfiznaky gastritidy patii nauzea, bolest bficha

a flatulence. Greenwood (14)

Dalsim patogennim stavem pii pasobeni H. pylori na organismus je
gastroduodenalni vied. Ten se rozviji v zavislosti na gastritidé. Vlivem zanétu na
zalude¢ni sliznici dochdzi postupné ke sniZzené acidit€ Zaludecni §tavy. SniZenim
obrannych mechanismti se vytvoii piedpoklad pro vznik viedu. U pacienti
S duodenalnimi viedy byl prokdzan vyskyt mikroba v téle téméf u 99 % ptipadi.

Zelenkova (39)

Hors$i prognézu maji ptipady, kdy poskozeni vlivem rozvijejici se gastritidy,
prechazi v maligni transformace. Pisobeni bakterie H. pylori v organismu mutize vést az
ke vzniku adenokarcinomu zaludku. Helicobacter pylori je povazovan za karcinogen

1. tfidy. Benes (4), Imrie et al. (17)
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Je prokazéna také souvislost jeho vyskytu se vznikem MALT lymfomu

(mucosa-ssociated lymphoid tissue). Krejsek (21)

2.7 Prabéh infekce

O pocateéni fazi pribéhu infekce toho neni zndmo mnoho. Inkubaéni dobou se
rozumi ¢as od proniknuti mikroba do organismu az po vyvolani prvnich klinickych
pfiznakt. Pro tuto infekci je inkuba¢ni doba n€kolik dni. Po jejim uplynuti postihne
pacienta akutni gastritida doprovadzena bolestmi biicha, nevolnosti, flatulenci a
zapachem z ust. Individualné zasahuji kazdého nakazeného jedince a mohou zmizet
spole¢né s vymizenim H. pylori z lidského organismu. Greenwood (14) To se vSak
stava jen zfidka, vétSinou mikrob casteCné nebo uplné pretrva a zplsobuje tak
chronickou gastritidu. Pfi aktivni formé této gastritidy maji pacienti snizeny obsah
chloru v téle a to po dobu az 12 mésici. Nejdéle po uplynuti doby jednoho roku se

acidita v zaludku vraci k normé.

Jesté nebylo dle zadnych vyzkumi pfesné stanoveno, zda infekce v téle pretrva

navzdy, zda se sama vylé¢i a vymizi. Votava a kol. (35)

2.8 Lécba

V diivejsi dobé byly k1éébé H. pylori pouzivany bizmutové soli — tedy
bizmutsubcitrat nebo subsalicylat. Pfi jejich pouziti se jednalo pfimo o eradikaci
mikroba. Spolu s bizmutovymi solemi se pacientim podavaly antibiotika a to napiiklad
metronidazol, amoxicilin nebo tetracyklin. Doba podéavani byla vzdy dva tydny. Lécba
méla jisté nevyhody, kvili kterym se pozd¢ji zrusila. Prvni z nich bylo velmi pozdni
vymizeni bolesti, nastup u¢inku byl velmi zdlouhavy. Dal§im bylo tmavé zbarveni
jazyka a stolice. Dnes neni Zddnd mozZnost preparaty, které obsahuji bizmutové soli, na

¢eském trhu sehnat. Kohout (19)
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V dne$ni dobé je prvotni lécbou tzv. trojkombinace. Vyuzivad se kombinace
inhibitoru protonové pumpy (IPP) klaritromycinu a amoxicilinu — ten se da zaménit
s nitromidazolem. Lécba trojkombinaci probihd po dobu sedmi dnl. Pokud se u
pacienta prokdze rezistence na klaritromycinu, vyuziva se jako nahrada azitromycin.
Ten se predepisuje na dobu péti dnii. Malfertheiner et al. (27) Dalsi moznou variantou je
kombinace IPP s amoxicilem a ciprofloxacinem. Tuto kombinaci uziva pacient 7 dni,
ma také vysokou uspésSnost. Amoxicilin ma vyhodu v tom, ze se nejednd o medikament
s vysokou nachylnosti k rezistenci. Trojkombinace je velmi hojné vyuzivana 1é¢bou.
Jeji prednosti je vysoka schopnost eradikace a mald nachylnost k rezistenci. Je také
Setrna pro pacienta. Jedinou nevyhodou je to, Ze jeji pouziti je mozni pouze v piipad¢,
kdyZz neni pacient alergicky na léky s obsahem penicilinu. Ve vétsin¢ piipadi byva
lécba Uc¢inna. Za selhani je nejcastéji povazovana chyba pacienta, v momenté kdy
nedodrzi lécebny postup. Déle pak vznikld rezistence mikroba na penicilinova
antibiotika. Pfi takovémto selhani 1écby je nutné 1éky vysadit a priblizné za 8 tydnd
postupy zopakovat. Svestka (33) K ovéfeni uéinnosti 16¢by se nejéastéji vyuziva

stanoveni antigenu H. pylori ve vzorku stolice. Bures (8)

Vyjimkou jsou pacienti trpici MALT lymfomem. U leh¢ich forem nemoci je
problém vtom, ze pokud je jim nasazena antimikrobialni 1é¢ba, mulze vést az
k znovuvytvofeni tumoru v jeho pocatecni fazi. Naopak u pacienti s pokrocilejSim
stidiem onemocnéni je viceméné tato 1éCba zbytecnd, protoZe k uplnému vyléceni

nestaci. Benes (4)

2.9 Epidemiologie

Infekce Helicobacter pylori patii mezi antropondzy, tedy zdrojem i rezervoarem
infekce je ¢lovék. Byla zkoumdna mozZnost pienosu infekce ze zvifete na Cloveka, ta
zatim vSak nebyla tplné€ prokazana. A to i pies to, ze H. pylori byl izolovan ze zaludku

primatl a kocek. U kocek byla prokazana perzistujici gastritida. Z tohoto divodu je tedy
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prenos infekceze zvitfete na ¢lovéka mozny. Nelze ho nijak pfimo vyloucit. Bednai a

kol. (5)

Bakterie je vylu¢ovana stolici. Jeji pienos je dvojiho zptsobu, tedy oralné —
oralni, ktery probiha ptimym kontaktem s infikovanou osobou. Druhym zptisobem je
fekalné¢ — oréalni ptenos, spocivajici v poziti kontaminované vody. Pfi nedostatku

hygieny Ize vodu kontaminovat. Votava a kol. (35)

Bylo zjisténo, ze vétsi vyskyt infekce byl vypozorovan ve vétsich kolektivech,
v rodinach 1€kaii zejména gastroenterologii, nebo u zdravotnickych pracovnika, ktefi

maji moznost kontaktu s infikovanym histologickym materialem. Kyzekova (22)

Vyskyt infekce mikrobem H. pylori je zvySovan Gmémné s vékem
populace. Ve vyspélych zemich je nizsi vyskyt u déti na rozdil od dospélych a starSich
osob. Viceméné¢ polovina populace lidi v dichodovém véku je kolonizovana.
Prevalence infekci se zde pohybuje okolo 40 — 50 %. Pfimo v Ceské Republice je

infekce prokazana ptiblizné u 42 % vysetfovanych pacientl. Bures (7), Bures (8)

Naopak Vv rozvojovych zemich dochazi nejcastéji k nakaze jiz v détském véku.
Dtvodem toho je v nejvétsi mife Spatnd hygiena a extrémni chudoba. V téchto zemich
je infekce rozSifena v netinosné mife a to piiblizné u 80 % populace. Benes (4),

Zelenkova (39)
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2.10 Kalprotektin obecna charakteristika

Kalprotektin je cytosolovy protein jehoz molekularni hmotnost je 36,5 kDa.
Uvolnuje se postupné z leukocytti po jejich aktivaci nebo naopak po lyze — rozpadu.
Je typicky svou antimikrobidlni aktivitou a vazbou na kalcium. Je slozen ze dvou
tézkych a jednoho lehkého fetézce a tvoii ho zejména monocyty a neutrofily. Diky jeho
rezistenci k enzymatické degradaci, lze tento protein stanovovat v sekretech.
Koncentrace kalprotektinu ve vySetfovaném vzorku stolice odpovida mnozstvi
leukocyti vyloucenych do stfevniho lumen. Toto zjisténi umoziuje lékafim dle
stanoveni hodnot kalprotektinu odhadnout stupeni infiltrace stfevni sliznice leukocyty.

Bargeron et al. (2), Fagerhol (11)

Kalprotektin je svou vysokou citlivosti k pfitomnosti stfevnich zanéti velmi
vhodnym ukazatelem pfi diagnostice tzv. nespecifickych sttevnich zanétd. Jeho prukaz
by mél hrat roli v urychleni indikace provedeni endoskopie. U lé€enych pacientl se také

sleduje hladina kalprotektinu ve stolici pfi kontrole tspés$nosti 1é¢by.
Karaskova et Proskova (31)

VySetteni ma mezi odborniky velkou oblibu diky jeho nenarocnosti a
nezat€Zovani organismu. Patfi mezi neinvazivni metody, je tedy piinosné zejména u

malych déti. Karaskova et Proskova (31)

Za nespecifické stfevni zadnéty je povazovana skupina chronickych onemocnéni,
které postihuji zejména travici Gstroji. Cim dal &astdji se ale u téchto onemocnéni
vyskytuji 1 mimostfevni projevy, nejednd se tedy o izolované nezanétlivé stievni
onemocnéni. Ztoho divodu se dnes hovoii spiSe o organovych systémovych
onemocnénich organismu. Spadaji sem ptfedevsim Crohnova nemoc a ulcer6zni kolitida.
Dalsi onemocnéni, s kterym ma kalprotektin souvislost, je syndrom drazdivého tra¢niku

pattici mezi funk¢éni onemocnéni. Zadorova (37)
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2.11 Organova onemocnéni

2.11.1 Crohnova choroba

Crohnova choroba je granulomatdzni transmuralni zdnét postihujici kteroukoli
¢ast traviciho traktu od jicnu az po kone¢nik. Nejcastéji vSak postihuje tenké a tlusté
sttevo. Zané¢t zasahuje vSechny tfi vrstvy stény traviciho ustroji typickym segmentalnim
nebo plurisegmentalnim charakterem. V literatuie se o Crohnové choroné mluvi také
jako o regiondlni enteritidé¢ ¢i termindlni ileitidé. U témét 100 % piipadi probiha

chronicky s relapsy — obdobi zhorseni stavu, nasledovanymi obdobimi klidu.

Onemocnéni nejcastéji vznika jiz v mladém véku a to mezi 15. — 30. rokem
zivota. Dnes se ¢im dal cCastéji zacina diskutovat o vyssim vyskytu onemocnéni u zen
nez u muzl, toho tvrzeni vSak prozatim nikdo védecky nepodlozil. Zanét vznika na
zaklad¢ imunitnich procest a genetické predispozice. Vyzkumy prokazaly, Ze k jeho
spusténi miize v nékterych piipadech stacit i pouha bakterialni ¢i virova infekce a to

v piipadé velkého oslabeni organismu. Zadorova (37)

V Ceské Republice trpi touto chorobou piiblizng 18 000 osob. Kazdy rok je
nové registrovano 400 — 600 piipadl. Vyskyt choroby vykazuje znaéné geografické
rozdily. PredevS§im ve vyspélych zemich severni ¢asti polokoule je vyskyt Crohnovy

choroby znatelné Castéjsi. Lukas et al. (24)
Piiznaky

Crohnova choroba postihuje kteroukoli ¢ast traviciho traktu. Kazda postihnutd
¢ast ma své specifické piiznaky. Spolecné pro vSechny ¢asti jsou definovany

nespecifické pfiznaky jako ubytek na vaze, zvySena teplota a anémie.

Pro postizeni oblasti ilea jsou typické projevy jako bolesti bficha, silné prijmy a
neurcité travici obtize. Bolest bficha je nejdiive spise pocitem velkého tlaku v pravém

podbiisSku. Je mozné si bolest predstavit jako pii akutni apendicitidé. Pozdé&ji rozvojem
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zanétu bolest sili a prechazi v kiece kolem pupku s vystupiiovanymi stfevnimi zvuky,

nadymanim, meteorismem a fihanim. Fri¢ et Jirasek (13)

V zaludku ptevazuji pfiznaky zpisobené porusenym vyprazdinovanim s pocitem

plnosti a bolesti po jidle, nauzeou a zvracenim nestraveného obsahu.

V tenkém stfevé se zanét projevi dyspeptickym syndromem doprovazenym
nechutenstvim, nadymanim, fihdnim a zvySenou plynatosti. Bolesti jsou piechodné.
V disledku nevstfebavani zivin z potravy dochdzi k tibytku svalové hmoty, bledosti a
unavé. Pfi postizeni tenkého stieva mulze dojit az jeho ucpani a vzniku ulcerdzniho

stavu. Bargeron et al. (2)

V oblasti tlustého stfeva se jedna o piiznaky v podobé masivnich prijma a
kieCovitych bolesti bficha v oblasti kolem pupku. Moznym piiznakem je také krvaceni
Z kone¢niku. Lokalizace zanctu pouze v konec¢niku je povazovéana spiSe za vzéacnou.
Castéji se jedna o soudasné postizeni vice &asti najednou. Zde je typickym ptiznakem
vznik prasklinek a viedd kolem kone¢niku. Dale pak vznik abscest a pistéli, jez provazi

vysoké horecky. Choroba s touto lokalizaci probihé vétSinou vlekle a neptiznive.

U nékterych pacienti se mohou vyskytnout projevy V jinych oblastech téla.
Napiiklad bolesti kloubu, ledvinné a zlu¢ové kameny, zanét duhovky, nebo kozni

onemocnéni erythema nodosum. Ehrmann et Kone¢ny (10)
Lécba Crohnovy choroby

V dne$ni dobé zatim neni zndma kauzélni lécba, onemocnéni je chirurgicky
nevylécitelné. Obecnym doporucenim je Setfici rezim pacienta, zadna vysoka ndmaha a
stres. Pacient musi dle svého uvazeni a toho jak se citi rozpoznat sdm, co si mize
dovolit. Dale pak vhodné stravovani se zastoupenim vSech potiebnych nutri¢nich
slozek. Pokud mé pacient t€Zkou formu nemoci, podavad se mu chemicky definovana
potrava sondou piimo do tenkého stfeva. To zamezuje zatézi organismu pii

mechanickém zpracovani. Existuje jest¢ jedna moznost vyzivy, ale ta je povazovana
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pouze za tu uplné krajni. Jednd se o parenterdlni vyzivu. Pfi té se travici trakt uplné

obchazi, pacient dostava potiebné ziviny, vitaminy a mineraly piimo do zilniho fecisté.

Jako medikament je postizenym piedepisovan mesalazin — kyselina 5-
aminosalicylova. Chorobu nevyléci, ale ma alesponn protizanétlivy uéinek a pusobi
piimo lokaln¢ tam, kde se nachazi zéanétlivy proces. U pacientli s t€ZSim priabéhem
nemoci 1ékat predepisuje pro zacatek lécby léky s obsahem kortikoidd. Vzhledem
k sirokému spektru vedlejSich nezadoucich ucinki nejsou vhodné k udrzovaci 1é¢be.

Lukas et al. (24)

Pti vzniku komplikaci je indikovéana operace, kdy 1ékat odstrani postizenou cast
stteva. Pokud je nutné odstranéni vetsi ¢asti stieva, zavadi se pacientim stomie. Mezi
komplikace lze zaradit ucpani stfeva, nebo pfechod zanétu do dalSich organti. Operace
je Casem nevyhnutelnd téméf pro polovinu piipadi. Neni vSak feSenim, které by

pacienty uplné uzdravilo.

Prognozu Crohnovy nemoci nelze ptimo definovat, je velmi individualni. Je
mozné jeho Uplné uzdraveni, ale to pouze u malého procenta ptipadi. Onemocnéni se
muze také béhem let zhorSovat, nebo zlstava stabilni s mirnou aktivitou. Neni

vyloucena ani jeho regrese. Karaskova et Proskova (31)
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2.11.2 Ulcerozni kolitida

Ulcer6zni kolitida je hemoragicko — kataralni zanét sliznice tlustého stieva.
Onemocnéni vzdy zacind zanétem konec¢niku, postupné se siii dal a postihuje ¢ast nebo
i celé tlusté stievo. Charakteristicka je tvorba rizné velkych ulceraci — viedu. Ve velmi
malém procentu piipadii miize zanét postihnout i terminalni ileum, ale to je spise
vyjimecny stav. Onemocnéni probihd chronicky, jsou pro néj opét typické obdobi

remise a relapsu. Hrodek et Vaviinec (16)

Studie ukazaly, ze 20 % vSech diagnostikovanych pfipadl jsou pacienti pied

dvacatym rokem Zzivota a vétsi vyskyt onemocnéni byl prokézan u Zen.
Ehrmann et Kone¢ny (10), Lukas et al. (24)
Pficiny vzniku

Prozatim nebyla prokdzéna zadnd védecky podlozend hypotéza, kterd by
vysvétlovala pfi¢inu vzniku ulcerdzni kolitidy. AvSak aby onemocnéni vibec vzniklo,
je nezbytnd genetickd predispozice. Ta urci, jak se bude imunitni systém chovat.
Podobné¢ jako u Crohnovy choroby je k propuknuti nemoci nutny tzv. spoustéci faktor.
Mize jim byt napiiklad zména Zivotniho stylu — ukonceni koufeni nebo koufeni
samotné, cestovani ¢i zména stravovani. Dale pak stfevni nebo celkova infekce,
dlouhodoby vysoky stres. Plsobit mize i dlouhodoba 1écba pomoci antimikrobialnich
latek a tim celkové oslabeni organismu. Za dalsi negativni faktor 1ze povazovat uZivani
hormonalni antikoncepce, to je vSak velice individudlni. Hlavnim disledkem vzniku
chronického zanétu tohoto typu v téle je autoimunitni reakce, kdy abnormalné

organismus reaguje na vlastni bakterialni floru ve strevé.
Karaskova et Proskova (31), Lukas et al. (24)
Piiznaky

Typickym ptiznakem je velmi bolestivé a pietrvavajici nuceni na stolici. Je

vyprazdnovana stolice s ptimési hlenu, krve a hnisu. Pfiznaky lze rozdé¢lit na stievni a
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mimostievni. Stfevni pfiznaky maji pozménény charakter v zavislosti na lokalizaci
zancétu. Pokud zanét postihne posledni tsek stfeva nebo rektum, neodchazi pii
vyprazdiovani z téla pfimo formovana stolice, ale spiSe jen hlen s piimési krve a hnisu.
Pti postizeni sestupného tracniku je pii nutkavych defekacich stolice pfitomna vzdy.
Charakter ma spise kaSovity az vodnaty s piimési opét hlenu a krve. Pfi lokalizaci
zanétu v celém stieveé nebo v jeho vétsSing je typicka navic vysoka horecka doprovéazena
kieCovitymi bolestmi bficha, malnutrice a chudokrevnost. Mimostfevni piiznaky
nepostihuji vSechny pacienty s diagnostikovanou ulcerdzni kolitidou. Do této skupiny
1ze zahrnout naptiklad postizeni kloubi, Zlu¢ovych cest, oka a jeho ¢asti, nebo naptiklad
kozni vyrazky. Povédomi o nich je dilezité zejména z toho divodu, ze u nékterych
pfipadi ulcerdzni kolitidy se vyskytnou jest¢ difive nez pro ni pfiznaky typické.

Ehrmann et Kone¢ny (10), Hrodek et Vaviinec (16)
Lécba

Terapie nemoci je béhem na dlouhou trat. Zakladem tuspéchu je predevsim
sezndmeni se s nemoci a dodrzovani dietnich a rezimovych opatfeni. Terapie probiha
ambulantné, pokud tedy neni pacient ve stavu tézkého vzplanuti nemoci, v t¢ dob+¢ je
hospitalizace nutnd. Dodnes neni zndma Zadnd kauzalni l1écba. Neexistuji ani zadné
medikamenty, které by nemoc Uplné¢ vylécily. Podavaji se pouze léky protizanétlivé
povahy — aminosalicylaty, které maji také ptiznivy vliv na imunitni systém. U tézSich
forem lékat nasazuje jesté kortikoidy. Dals$i moznosti je 1écba chirurgicka. Jedna se o
proktokolektomii, ta vede k uplnému odstranéni nemoci. Toto feSeni je ale az krajni
variantou, protoze pii ném pacient piijde o celé tlusté stfevo. K operaci se pfistupuje
pouze Vv piipad¢ mozné pfednadorové aktivity, nebo v piipadé negativni reakce na 1é€bu

medikamenty. Vysledkem je vyvod z tenkého stieva. Lukas et al. (24), Zadorova (37)
Biologicka 1é¢ba

Od roku 2006 se u pacienti trpicich ulcer6zni kolitidou zacal Gsp&Sné uplatiiovat
dalsi zpasob 1écby. Jde o 1é¢bu biologickou, jejiz podstatou je podavani protilatek proti

cytokinim (pfevdzné¢ TNF a). Protilaitky se snazi zasdhnout do patologickych
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imunitnich mechanismt a potlacit jejich aktivitu. Zjednodusen¢ lze fici, ze funguji jako
imunosupresivni terapie. Tento typ 1é¢by se uplatiiuje u pacientd s tézkou formou
choroby, kterym hrozi proktokolektomie, nebo v téch ptipadech, kdy pacient nereaguje

na lé¢bu imunosupresivy a kortikoidy. Ehrmann et Kone¢ny (10)

2.12 Funk¢ni onemocnéni

2.12.1 Syndrom drazdivého tra¢niku

Funkéni travici poruchy jsou patologické stavy, které se projevuji travicimi

obtizemi bez prokazatelné morfologické nebo biochemické pticiny. Zavada (38)

Syndrom drézdivého tra¢niku se téZ oznacuje jako dolni funkéni dyspepsie.
Symptomy syndromu drazdivého tracniku I1ze definovat jako alespoil 12 tydni (ne nutné
v kuse) trvajici pocity tlaku a plnosti v dolni poloviné bficha. Tyto tlaky jsou zmirnény
nebo mohou uplné vymizet pii defekaci. Jejich vznik je mozné spojit se zménou
frekvence a charakteru stolice. Typické je stfidani zacpy s prijmem. Dale pak pocity
nutkani k defekaci, pocit plnosti a nedokonalého vyprazdnéni spojené kiecemi v bfiSe,

meteorismus, flatulence, bolesti bficha — nejCastéjsi ptiznak.

Spoustécim mechanismem rozvoje potizi mize byt stressova situace. Dale je
vyskyt obtizi spiSe individualni. Mohou se vyskytnout v zavislosti na rocnim obdobi
nebo se zavislosti na pfijmu potravy ¢i jiné specifické ¢innosti. Svymi pfiznaky mohou
imitovat celou fadu zavaZznych organickych onemocnéni. Mezi alarmujici ptiznaky
vzniku patfi néstup obtizi ve véku nad 50 let, jejich setrvala progrese, teplota, vahovy

ubytek, pfimés krve ¢i hnisu na stolici ¢i dehydratace. Lukas (25)

Diagnostika  syndromu  drazdivého traéniku je vzhledem K pestré
symptomatologii Sirokym diferencialné diagnostickym problémem. Dle piiznaku je

mozné syndrom nespravné identifikovat jako kolorektalni karcinom, onemocnéni
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tlustého stfeva, idiopatické stievni zancty a celé spektrum infekénich onemocnéni.
Z tohoto diivodu mé diagnosticka strategie funk¢nich poruch dvé slozky. Tou prvni je
shrnuti  charakteristickych projevh onemocnéni. Druhou strategii je pomoci

vySetfovacich postupti vyloucit zminéna organickd onemocnéni. Zavada (38)

Lécba syndromu drazdivého tracniku je dlouhodobd, obtizna a casto bez
uspéchu. Patii kni dikladné seznameni pacienta Sonemocnénim, vyvarovani se
spoustécimu faktoru, zlepSeni zivotospravy, individualni dietni rezim. Dale se 1éCba déli
vhledem Kk charakteru stolice. Pii dominanci prijmu se provadi test s vylou¢enim
laktézy v potravé, mohou se podat antidiarotika a potravy se pfidava vladknina. Pfi
dominanci zacpy se zavadéji rezimova opatieni. Do téch lze zaradit dostatecnou
hydrataci, vlakninu v potravé, u té¢zkych forem je nutné podani laxativa. Pii velkych

bolestech bficha az kiecich se doporucuje podani spasmolytik. Lukas (25)
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2.13 Metody stanoveni

Ke stanoveni fekalniho kalprotektinu 1ze v dnes$ni dobé€ vyuzit fadu komercné
vyrabénych testli. Pro kvalitativni stanoveni jsou na trhu rychlé imunochromatické testy
a stanoveni kvantitativni jsou dostupné soupravy ELISA. Dale pak také testy na
principu sendvicové imunoanalyzy na testovacich kazetkach vyznacujici se svou
rychlosti. Metody pro kvantitativni stanoveni umoziuji selektivni stanoveni
kalprotektinu diky jeho reakci s vysoce specifickou protildtkou. Test probihd na
mikrotitra¢ni destiCce, kterou je tato specificka protilatka potazena. Po kontaktu vznika
sendvicovy komplex, do kterého tedy spadd navazana protilatka na pevné fazi, antigen a
protilatka znacend enzymem. Na desticku je pridan substrat, ktery umozni spusténi
enzymové reakce. Na konci reakce je zmétfena absorbance produktu. Méii se z diivodu
pfimé tméry méfené absorbance produktu s mnozstvim kalprotektinu ve vzorku.
Vysetfeni pomoci ELISA testl je finan¢né vyhodné, tedy alespon pro laboratofe, které
maji dostatecny pocet vzorkil. Vice vyuzivané jsou testy na kazetkach. Jsou sice drazsi,
ale vyhodu maji ve své rychlosti. Rychla dispozice vysledku umoziuje jejich pouziti i
vrezimu statim. BUHLMANN Quantum Blue® Calprotectin Ascites (6),
Karaskova et Proskova (31)

Vzorky se odebiraji do ¢istych zkumavek a skladuji se v chladnicce za teploty
2 — 8 °C. Maximalni doba uloZeni v chladni¢ce je 7 dni. Vzorek lze skladovat i delsi
dobu, ale je potfeba ho zmrazit pii teploté < - 20 °C. Vzorky vydrzi stabilni po dobu
ttech mésicl. Velmi dilezité je odebrani vzorku bez chemickych nebo biologickych

ptidavka. Karaskova et Proskova (31), Fagerhol (11)
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3 Prakticka éast

3.1 Cile prace

Cilem mé prace bylo osvojeni si identifikacnich metod H. pylori a kalprotektinu
vyuzivajicich se v dneSni dobé v ramci laboratorni praxe. Dalsim mym cilem bylo

osvojeni si zakladni interpretace vysledkt t€chto metod.

3.2 Hypotéza a vyzkumna otazka
Hypotéza: Vyskyt H. pylori bude zavisly na ro¢nim obdobi.

Vyzkumna otdzka: Jak Casta je frekvence vyskytu pozitivnich hodnot hladiny

kalprotektinu ve stolici za rok 2014?

3.3 Charakteristika zkoumaného souboru

Vysetfeni na prukaz Helicobactera pylori a stanoveni hladiny kalprotektinu ve
vzorcich stolice jsem provadéla v laboratoti Stafila spol s.r.o. Do laboratofe jsem
dochézela po dobu 3 mésict, vZdy kdyZ dany material pfisel k vySetieni. Vzorky jsem
tedy sbirala a zpracovavala od 7. 10. 2014 do 20. 12. 2014, dokud jsem nenasbirala od
obou 25 vzorkl. Vzorky pro vysetfeni pfitomnosti H. pylori jsem méla nasbirané diive,
chodily totiz svySsi frekvenci neZ material na stanoveni hladiny kalprotektinu.
Nejcastéji jsem v obou piipadech vySetfovala material od détskych pacientt, kdy
vzorky Kk vySetfeni posilali pediatii z jihoCeského kraje. Nejvyssi procento
vySetiovanych vzorki bylo od pacienti z pediatrické ordinace v Tieboni od
prof. MUDr. Veleminského, CSc., dr. h. c.
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3.4 Odbér a transport vzorki

Odbér vzorku pro obé vySetfeni provadi pacient sam, vzdy je vSak predem
lékafem poucen o spravném odbéru. Pii odbéru vzorku pro vySetieni pfitomnosti
H. pylori v organismu pacient sebira nahodny vzorek stolice na ¢isty suchy pruh papiru
nebo do Cist¢é a suché nadoby. Dilezité je, aby pacient vzorky nenafedil vodou
Z toalety. Dale pacient odsroubuje a vyjme odbérovou ty¢inku z odbérové nadobky, tu
ziskd od svého lékare. Odbérova naddobka obsahuje roztok k uchovani vzorku. Poté
pacient odebere z nékolika mist stolice vzorek a odbérovou tyCinku zasune zpét do
nadobky. Zde prace pacienta kon¢i a vzorek se dostdva do rukou kvalifikovaného
zdravotnického persondlu, ktery vzorek transportuje do laboratofe. M¢l by byt
zpracovan co nejdiive, maximalni doba ulozeni je dva dny. Vzorek by mél byt
skladovan a transportovan ve vzduchotésné nadob¢ pii teplot¢ 2 — 8 °C. Kratkodobé

vystaveni teplotdam do 30 °C vzorek neovlivni.

Pfi odbéru vzorku pro stanoveni hladiny kalprotektinu je postup stejny, jen

pacient odebira vzorek do odbérové lahvicky bez jakéhokoli roztoku.

Pokud neni pacient schopny odbéru stolice do sbérné nadobky sdm, mize donést
vzorek stolice v ¢isté suché nadobé a vzorky do sbémé nadobky odebere personal

ordinace nebo laboratore.
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Obr 1: Navod ke spravnému odbéru vzorku

zdroj - DIMA H. pylori (9)
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3.5 Pouzité metody a techniky

3.5.1 DIMA H. pylori test

DIMA H. pylori test je rychly kvalitativni test neinvazivniho charakteru. Je
zalozen na principu imunochromatografické metody a slouzi k prikazu antigenu
Helicobacter pylori ve vzorku stolice. Test probihd na testovaci desticce. Ta ma na
svém povrchu jamku pro aplikaci vzorku a reakéni zonu s testovaci — T a kontrolni
zonou - C. Zminéna reakéni zona je pfimo na membrang, kde test probiha. Pfi testovani
se vyuziva specifické monoklonalni protilatky proti antigenu H. pylori. Jedna
z protilatek je nanesena na membranu, tam tvofi linii. Druha protilatka je konjugovana
s ¢asteCkami koloidniho zlata, to zptsobi jeji obarveni do ¢ervené barvy. Pokud je tedy
ve vzorku pfitomen antigen H. pylori, vytvoti komplex s ¢ervené obarvenou protilatkou.
Roztok poté pomoci vzlindni prochazi membranou, kde je komplex zachycen
protilatkou nanesenou na membrané€. Nasledné se objevi Cervena linie v testovaci zon¢ -
T. Pokud se tedy objevi ¢ervena linie prave v této zong, je test pozitivni — ve vzorku byl
detekovan antigen proti H. pylori. Kontrolni zéna — C je interni kontrolou kvality
provedeni testu. Na rozdil od vysledkové linie v T — zdné se kontrolni linie vytvofi
nezavisle na pfitomnosti antigenu H. pylori. Vytvofeni kontrolni linie ukazuje, Ze test
byl proveden spravné a doslo ke spravnému vzlinani na membrané. Kontrolni linie se

musi objevit pfi kazdém platném testu.

Testovaci souprava musi byt uloZena v chladu pfi teplot¢ 2 — 8 °C nebo pfi
laboratorni teploté v maximech do 30 °C. UloZeni probiha v originalnim obalu vzdy jen

po dobu skladovatelnosti.
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Kontrolni prouzek Prouzek vysiedku testu
viditelny u véech platnych testi viditeiny jen u pozitivnich &vzorku

Jamka na vzorek
pro umistani materialu vzorku

Obr 2: Nazorny popis detekéni desticky

zdroj - DIMA H. pylori (9)

3.5.2 Postup analyzy

1. Pted provedenym testem si celou testovaci sadu vyndam z originalniho obalu
a nasadim si ochranné rukavice. Pro kazdého vySetiovaného pacienta
pfipravim a popiSu jednu testovaci desticku, kazdy mé své osobni ¢islo
pridélené¢ systémem LIS. V laboratofi Stafila jsou testovaci kazety
uchovavany pii pokojové teploté, proto neni potifeba je pied pouzitim
temperovat.

2. Odbérovou nadobku oznacim stejné jako testovaci destiCku pacienta. Tu poté
promichavam tak dlouho, dokud se vzorek Uplné nerozmélni v extracnim
roztoku.

3. Odsroubuji bily uzavér a odlomim Spi¢ku pod nim. Tu odlomuji smérem od
sebe, aby nedoslo k potfisnéni jejim obsahem.

4. Svisle nakapu ti1 kapky roztoku (pfiblizn€ 120 pl) do aplikacni jamky na
testovaci desticce.

5. Nakapany roztok necham vzlinat z aplika¢ni jamky pies membranu do
reakéni zony. Po 10 minutach odectu vysledek. Siln€ pozitivni vysledek

muzu odecist uz diive. Nejpozdeji vSak mohu odecitat po 20 minutach.
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Je mozné, ze beéhem pribehu testu membrana v reakéni zoné zezloutne. To
Vv dtsledku zabarveni stolice. Pokud zeZloutnuti nebrani v odecitani vysledku, tak neni

na Skodu.

3.5.3 Interpretace vysledki

Pozitivni vysledek testu pozndm dle dvou rtizovocervenych barevnych zon.
Z nichz jedna se objevi v kontrolni a druhd v testovaci zoné. Barevna entenzita neni

vzdy stejna, ve vétSin€ piipadl se v odstinech lisi.

Negativni vysledek znaci pouze jedna zobrazena rizovocervena linie v kontrolni zon¢ —

C. V testovaci zo6n€ nesmi byt pfitomen ani slabé riizova linie.

Neplatny je test pokud se barevna linie neobjevi nikde, tedy ani v kontrolni zéné. V tom

ptipadé je nutné test opakovat.
Fale$n¢€ negativni vysledek

Pokud pted vysetfenim pacient uziva preparaty obsahujici bizmut, mize dojit
ke zkresleni vysledku. Vychazi falesné negativni vysledek a to ztoho duvodu, ze
bizmut potlac¢uje H. pylori. V tomto pfipadé je nutné provést test znovu nejméné dva

tydny po ukoncenti terapie.
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Obr 3: Zobrazeni vysledki na detekéni desticce

zdroj - DIMA H. pylori (9)

Obr 4: Detekéni desti¢ka a nddobka s extrakénim roztokem

zdroj — DIMA H. pylori (9)
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3.54 BUHLMANN Quantum Blue® Calprotectin Ascites

Tento test byl vytvofen k selektivnimu méieni antigenu kalprotektinu pomoci
sendvi¢ové imunoanalyzy. Testovani probiha na testovaci desti¢ce, ze které vysledek
¢te reader. Na destiCce se nachazi reakéni oblast s membranou, kterd je potazena
monoklonalnimi capture protilatkami (mAb). Tyto protilatky jsou vysoce specifické pro
kalprotektin. Sekundarni monoklonalni detekéni protilatky konjugované na Castice
koloidniho zlata jsou naneseny na podlozku uvolnujici konjugat a uvolni se do
reakéniho systému po piidani extrahovaného a natfedén¢ho vzorku stolice. Zlaty
konjugat kalprotektin/anti — kalprotektin se navaze na anti — kalprotektinové protilatky
pfitomné na testovaci linii. Zbyvajici volny anti — kalprotektinovy zlaty konjugat se
navaze na kozi antimysi protilaitky navdzané na kontrolni linii. Intenzita signalu
testovaci linie a kontrolni linie je kvantitativné zméfena pomoci BUHLMANN

Quantum Blue® readeru.

Reagencie pouzivané pii stanoveni kalprotektinu jsou stabilni pii teplote

2 - 8 °C, uchovavaji se tedy v chladni¢ce maximalné po dobu expirace.

3.5.5 Postup analyzy

1. Vyndam reagencie z chladnicky a necham je temperovat na pokojovou
teplotu 18 — 28 °C.

2. PopiSu si extrakéni nadobky a zkumavky na fedéni cislem pacienta
piidélenym od LISu. Detekéni desticku prozatim nevyndavam z originalniho
obalu. Tu vyndam az tésné pted jejim vlozenim do readeru. Mohlo by dojit
k jejimu znehodnoceni naptiklad navlhnuti.

3. Oteviu extrakéni nadobku a Stétinkou opatrné naberu z odbérové nadobky

vzorky stolice, ty odebiram z vice mist. Poté nadobku s extratnim roztokem
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peclivé uzaviu a promichavam tak dlouho, dokud nejsou vSechny casteCky
nabraného vzorku stolice ze $tétinky opadany a rozm¢&lnény v roztoku.

4. Necham nadobku s obsahem odstat, dokud se nerozpusténé ¢astecky vzorku
neusadi u dna.

5. Pipetuji 20 pl vzorku 300 pl extrakéniho pufru do ptfipravenych popsanych
zkumavek. Necham 10 minut odstat.

6. Mezitim si nastavim dle naAvodu BUHLMANN Quantum Blue® reader pro
stanoveni kalprotektinu. Nastavuji metodu s internim Casovacem —
<CAL 720 >. Ptistroji chvili trva, nez se nastavi a je ptipraven k pouZziti.

7. Vyndam testovaci desticku z ochranného obalu a popiSu ji pacientovym
Cislem.

8. Po uplynuti ¢ekaci doby nepipetuji 60 pl vzorku ze zkumavky do aplikaéni
jamky na testovaci desticce.

9. Pockam chvilku, az kapalina vzlind alespont ke kontrolni zoné a vlozim
desticku do pfistroje.

10. Poté uz ptipraveny a nastaveny pfistroj jen uzaviu a zapnu stavitkem enter.

11. Analyza trva presné 720 vtefin poté reader zpracuje vysledek a zobrazi ho na

displeji.

3.5.6 Interpretace vysledki

Pro platny vysledek testu, musi byt v kazdém ptipad¢ viditelnd kontrolni fada -
C. Ta je pouzita pouze jako funk¢ni kontrola testu a nemtize byt pouzita pro interpretaci
vysledku testovaci fady - T. Pokud neni testovaci fada - T detekovatelna po 12 minutach
inkubace pfitomna koncentrace kalprotektinu ve vzorcich stolice je pod detekénim

limitem.

V ptipad¢€ Ze je testovaci fada zjistitelna po 12 minutach inkubace, koncentrace

kalprotektinu pfitomna ve vzorku je vypocitana readrem Quantum Blue® Reader.
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Pokud je po ubéhlé dob¢ inkubace zjistitelnd pouze testovaci tfada, vysledek
testu je neplatny a test musi byt opakovan. Opakovani testu plati i v pfipadé¢
nepfitomnosti pruhu zaroven ani v kontrolni ani v testovaci fadé. Soubézné s testem
vypoctu koncentrace piitomného kalprotektinu je provedena dalSi kontrola platnosti
kontrolni fady. Kdyby se stalo, Ze intenzita signalu kontrolni fady je pod Sarzové

specifickym prahem po 12 minutach inkubace, vysledek testu je také neplatny.
Vysledné hodnoty

<50 pg/g negativni vysledek

51 — 200 pg/g pozitivni vysledek

> 300 pg/g pti téchto vysledcich je nutné dovysetfeni zkoumaného vzorku,
protoze vysledek je prili§ vysoky na to, aby byl zméfen touto metodou. Vzorek se znovu
fedi extrakénim pufrem v tomto piipad€ 20 pl vzorku a 3000 pl extrakéniho pufru. Na
Quantum Blue® Readeru nastavujeme metodu BUHLMANN Quantum Blue High
Range calprotectin <CHR 900 > Po 10 minutach pipetujeme 80 ul do aplika¢ni jamky

na testovaci desti¢ce. Cekame, az se na displeji po zpracovani objevi vysledek.
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Obr 5: Mozné vysledky testu

zdroj - BUHLMANN Quantum Blue® Calprotectin (6)

Vysvétlivky:

Obrazek A - pokud neni testovaci fada (T) detekovatelna po 12 minutach

inkubace, ptitomna koncentrace kalprotektinu ve vzorcichje pod detekénim limitem.

Obrazek B - pokud je testovaci fada (T) zjistitelnd po 12 minutach inkubace,
koncentrace Kkalprotektinu piitomna ve vzorku je stanovena BUHLMANN Quantum

Blue® Calprotectin readrem.

Obrazek C — v ptipad¢ kdy je zjistitelnd pouze testovaci fada (T) po 12 minutach
inkubace, vysledek testu je povazovan za neplatny a test pro stanoveni hladiny

kalprotektinuje nutné opakovat pomoci dalsi testovaci kazety.

Obrazek D - pokud neni po méfené dobé zjistitelnd ani kontrolni fada (C) ani testovaci
fada (T), vysledek testu je neplatny a test je nutno opakovat za pouziti nové testovaci

sady.
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4  Vysledky

4.1 Helicobacter pylori

Za rok 2014 se v laboratofi Stafila spol s.r.o. vySetiilo 147 vzorkd metodou
DIMA H. pylori test. Z toho 25 vzorkd v obdobi od 7. 10. 2014 do 10. 11. 2014 jsem
vysetiovala ja sama. Vzhledem k velikosti laboratofe bylo vySetfovanych vzorki méné
nez v jinych vétSich laboratofich. Za cely rok bylo zjisténo celkem 35 pozitivnich

vzorkua.

Tabulka 1: Pocet pozitivnich a negativnich nélezii ze souboru vzorki za rok 2014

Meésic Pozitivni Negativni Vysledky
vysledky vysledky celkem
Leden 6 10 16
Unor 1 5 6
Brezen 1 12 13
Duben 6 13 19
Kvéten 4 8 12
Cerven 3 7 10
Cervenec 2 4 6
Srpen 0 6 6
Zari 1 14 15
Rijen 2 20 22
Listopad 6 10 16
Prosinec 3 3 6
Celkovy pocet 35 112 147

43



Tabulka 2: Mnou vysetfované vzorky

7.10.2014 2005 R10.4
7.10.2014 2000 R10.1
9.10.2014 2001 R10.4
9.10.2014 2006 R10.3
9.10.2014 2001 R10.4
10.10.2014 | 1952 K25.9
13.10.2014 | 2005 R10.4
14.10.2014 | 1996 R10.1
15.10.2014 | 2005 R10.1
17.10.2014 | 1999 R10.4
17.10.2014 | 2000 R10.4
21.10.2014 | 1997 R10.1
22.10.2014 | 1999 R10.4
22.10.2014 | 2005 R10.4
22.10.2014 | 2000 R10.4
23.10.2014 | 2009 R10.4
30.10.2014 | 1973 K299
30.10.2014 | 1997 R10.4
30.10.2014 | 2001 R10.4
30.10.2014 | 1997 R10.4
1.11.2014 2007 Z000
5.11.2014 1962 Z038
5.11.2014 2003 R10.4
5.11.2014 2001 R10.4
10.11.2014 | 1998 R10.4

Za dobu mého piisobeni v laboratofi jsem vysettila 25 vzorkli metodou DIMA
H. pylori test. Ztoho 4 vzorky jsem prokazala pozitivni, na obrazku jsou znaceny

¢ervenou barvou.
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Tabulka 3: Vysvétleni zkratek diagn6z vySetfovanych pacientil

R10.1 bolest umisténd v horni ¢asti bficha
R69 neznama a neurcena piicina nemocnosti
R10.4 jind a neurcita biisni bolest

K25.9 zaludec¢ni vied

R10.3 bolest umisténa v dolni ¢asti bficha
R39 cystitida

K59.1 funk¢ni prijem

K299 gastroduodenitida

Z000 celkové 1ékarské vysetieni

Z038 pozorovani pro podezieni na jiné onemocnéni
K50.8 jina Crohnova nemoc

A090 jina nespecificka gastroenteritida

Z039 pozorovani pro podezieni na nemoc
K529 neinfekcni gastroenteritida a kolitida
K30 Dyspepsie

Tyto diagnézy se vyskytovaly u vSech testovanych pacientii na prakaz Helicobacter pylori ve
vzorku stolice. Nejcastéji byla 1ékafi uvadéna diagnéza R10.4 — tedy jina a neurcitd bii$ni bolest. Pii
stanovovani hladiny kalprotektinu byly u pacientti, kterym byly odebrany vzorky, zaznamenany stejné

druhy diagnoz.
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Za rok 2014 bylo v laboratofi mikrobiologie Stafila spol s.r.o0. v Ceskych
Bud¢jovicich celkem 35 pozitivnich vzorkl testovanych na prikaz infekce H. pylori.
Z tohoto celkového poctu se 13 ptipadi infekce vyskytlo v jarnich mésicich, pouze 3
ptipady infekce v letnich mésicich, 11 pfipadl infekce bylo prokazano na podzim a 8
pripadu infekce se vyskytlo v zimnich mésicich. Jaro se tedy na celkovém poctu podilelo

37 %, 1éto pouze 9 %, podzim 31 %a zima 23 %.

Graf 1: Cetnost vyskytu infekce H. pylori dle roénich obdobi

Cetnost vyskytu infekce H. pylori dle roénich
obdobi

Cetnosti

v

Jaro Léto Podzim Zima

Rocni obdobi

Nejvice pozitivnich vysledkl vyskytu infekce bylo zaznamenano na jafe a na podzim.
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Stanoveni hypotézy
Hypotéza: Vyskyt Helicobacter pylori bude zavisly na roénim obdobi.

Vzhledem k nizkym cetnostem v nékterych mésicich jsem data seskupila do

4 ro¢nich obdobi a analyzovala tuto tabulku.

Tabulka 4: Analyzované vysledky

Obdobi Pozitivni vysledky Negativni vysledky
Zima 8 27
(21.12.2014 - 20.3.2014)
Jaro 13 28
(20.3.2014 — 21.6.2014)
Léto 3 24
(21.6.2014 — 23.9.2014)
Podzim 11 33
(23.9.2014 - 21.12.2014)

Vysledek analyzy:

Chi-square (chi kvadrat test) = 3,862
P value (dosazena hladina vyznamnosti) = 0,2768

0< 0.05

Vysledek statistické analyzy hypotézu vyvratil. Aby byla potvrzena, musela by
dosazena hladina vyznamnosti byt a< 0.05. Vysledek mého testu je 0,2768.

Hypotéza tedy neplati, je vyvracena.
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4.2 Stanoveni hladiny fekalniho kalprotektinu

Za rok 2014 bylo v laboratoti Stafila spol s.r.o. vySetteno celkem 82 vzorku ke
stanoveni hladiny kalprotektinu ve vzorku stolice. VySetieni probihalo pomoci metody
BUHLMANN Quantum Blue® Calprotectin Ascites. Sama jsem se zli¢astnila vySetfeni
celkem 25 vzorkd v obdobi 7. 10. 2014 do 20. 12. 2014. Hodnoty vysledkii pro
stanoveni zanétlivého markeru jsou rozdéleny do 3 skupin. Prvni skupinou jsou
vysledky, které BUHLMANN Quantum Blue® Calprotectin reader zhodnotil jako
negativni, tedy hodnoty <50 pg/g. Téch je stanoveno z celkového poétu 47. Druhou
skupinou jsou vysledky pozitivni — tedy od 51 pg/g do 200 pg/g, téch reader vyhodnotil
za cely rok 25. Nejméné zastoupenou tieti skupinu tvoii vysledky siln€ pozitivni a to 10
diagnostikovanych vzorkti. Negativni vzorky se tedy podilely 38 %, pozitivni 48 % a

siln€ pozitivni 12 %.

Graf 2: Cetnost stanoveni hladiny kalprotektinu

Cetnost stanoveni hladiny kalprotektinu
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Je nutné neopomenout podstatu prediktivni hodnoty negativniho vysledku testu.
Ten je velmi dulezity z davodu vypovédi o tom, ze se V téle pacienta nevyskytuje zadny
zanét. Toho zjisténi je podstatné pro stanoveni dalSiho 1éCebného postupu pacienta a
uchrani ho napiiklad pted invazivnim kolposkopickym vysetienim. Na druhou stranu
pozitivni vysledek neznamena v kazdém ptipadé vyskyt IBD nebo Syndromu
drazdivého tra¢niku u pacienta, kterému byl vzorek odebran. Muze byt ukazatelem
jakéhokoli zanétu v téle, kolorektalniho karcinomu nebo jiné patologie, ktera ma
souvislost se zvySenym vylu¢ovanim leukocytt do stfevniho lumen. V kazdém piipadé

musi 1ékar pozitivni hodnotu hladiny kalprotektinu fesit.
Stanoveni odpovédi na vyzkumnou otazku:

Jak Casta je frekvence vyskytu pozitivnich hodnot hladiny kalprotektinu ve
stolici za rok 2014?

Tabulka 5: Frekvence vyskytu pozitivnich hodnot kalprotektinu

Frekvence vyskytu poz. hodnot
Vysledek Cetnosti Procentuelné
Negativni 47 57,32 %
Pozitivni 25 30,49 %
Velmi 10 12,20 % 42,68 %
pozitivni
Celkem 82 100 %

Po analyzovani této tabulky jsem dosla k vysledku: Frekvence vyskytu

pozitivnich hodnot hladiny kalprotektinu ve vzorku stolice za rok 2014 je 42,68 %.
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Tabulka 6: Mnou vysetfované vzorky pro stanoveni kalprotektinu

7.10.2014 | 2013 R10.4
7.10.2014 | 2005 R39
17.10.2014 | 2010 R69
22.10.2014 | 1999 R10.4
22.10.2014 | 2001 K59.1
24.10.2014 | 2007 2000
30.10.2014 | 1973 K299
4112014 | 1947 K50.8
6.11.2014 | 2002 R10.1
7.11.2014 | 1995 R10.4
7.11.2014 | 1997 R10.4
7.11.2014 | 1995 2000
10.11.2014 | 2004 R10.4
| BB | 12.11.2014| 2006 R10.4
<30pg/g | 12.11.2014 | 2008 R10.4
<30pg/g | 24.11.2014 | 2003 R10.4
40 pg/g | 24.11.2014 | 2002 R10.4
<30pg/g | 24.11.2014 | 1934 A090
| ESOMEE | 1122014 | 1963 R10.4
<30pg/g | 1.12.2014 | 2012 R10.4
<30pg/g | 4.12.2014 | 2002 Z039
| PESNBE | 4122014 | 1995 R10.4
31pg/g | 11.12.2014 | 2011 K529
| OB | 16.12.2014 | 1997 R10.4
<30pg/g |20.12.2014 | 2001 R10.4
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5 Diskuse

Cilem mé bakalarské prace bylo osvojeni si zakladnich identifika¢nich metod
Helicobactera pylori a kalprotektinu v ramci laboratorni praxe. Druhym mym cilem
bylo osvojeni si zakladni interpretaci vysledkd pouzitych metod. Téchto cilti jsem
dosahla praxi v laboratofi Stafila spol s.r.0. Do laboratoie jsem dochéazela pravidelné po
dobu tfi mésict, pokazdé kdyz pfiSel k vySetieni vzorek stolice na prukaz H. pylori,
nebo stanoveni hladiny fekalniho kalprotektinu. Po dobu mého puisobeni jsem
vlastnoruéné zpracovala 25 vzorki stolice na prikaz patogena i stanoveni zanétlivého
markeru. K vysSetfeni pfitomnoti H. pylori ve vzorku stolice jsem pouzivala metodu,
pomoci které vysetiuji vzorky v této laboratofi. Jedna se o metodu DIMA H. pylori test.
DIMA H. pylori (9) Ke stanoveni hodnot kalprotektinu jsem pouzivala metodu
BUHLMANN Quantum Blue® Calprotectin Ascites. BUHLMANN Quantum Blue (6)
Vysetfeni jsem vzdy provadéla pod odbornym dohledem MUDr. Cihlové a laborantek

mikrobiologického pracoviste.

Na zacatku zpracovani mé bakalarské prace jsem stanovila jednu hypotézu -
Vyskyt Helicobactera pylori je zavisly na roénim obdobi. Stanovenou hypotézu jsem
vSak vyvratila. V laboratofi Stafila spol s.r.o. jsem seskupila vysledky vSech
stanovovanych vzorki vySetfenim DIMA H. pylori test za rok 2014. DIMA H. pylori
(9) Vzorki se za cely rok 2014 vySetiilo 142. Z toho 35 vzorkd bylo stanoveno
pozitivnimi. Rozd¢lila jsem si vySetiované vzorky dle ro¢nich obdobi. A z celkového poctu
vSech pozitivnich vysledki jsem pomoci statistickych metod vytvoftila ¢etnost vyskytu H.
pylori v riznych ro¢nich obdobich. Z celku 35 pozitivnich vysledka se 13 piipadt infekce
vyskytlo v jarnich mésicich, pouze 3 pfipady infekce v letnich mésicich, 11 ptipadi
infekce bylo prokazano na podzim a 8§ piipadl infekce se vyskytlo v zimnich mésicich.
Jaro se tedy na celkovém poctu podilelo 37 %, 1éto pouze 9 %, podzim 31 %a zima 23
%. Analyzovala jsem tabulku pomoci chi — kvadrat testu s vysledkem 3,862. Dosazena
hladina vyznamnosti vy$la 0,2768. K potvrzeni hypotézy by muselo byt dodrzeno

pravidlo o< 0,05. (o0 — dosazend hladina vyznamnosti). Na zdkladé tohoto vysledku
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muzu fici, ze je hypotéza vyvracena. V literatufe je uvedeno, ze obtize u viedové
choroby zpusobené patogenem H. pylori pifichazeji obvykle ve dvou obdobich v roce
(ptiblizn€ na jafe a na podzim). U nejCastéji se vyskytujicich sekundéarnich vied po
nesteroidnich antirevmaticich sezonni zavislost nebyva vyznacena. Fri¢ et Jirasek (13)
Vyvracenim mé hypotézy jsem se tedy shodla s nazory publikovanymi v odborné préci.
Fri¢ et Jirasek (13) Nemohu vSak tvrdit, Ze mé statistické zpracovani pomoci chi —
kvadrat testu bylo piesné. Duvodem je velmi maly pocet analyzovanych dat.

Stanovila jsem si také jednu vyzkumnou otazku. Jak casta je frekvence vyskytu
pozitivnich hodnot kalprotektinu ve vzorku stolice za rok 2014? Za rok 2014 bylo
Vv laboratofi Stafila spol s.r.o. vySetieno celkem 82 vzorkli na stanoveni hladiny
kalprotektinu ve vzorku stolice. Vysetieni probihalo pomoci metody BUHLMANN
Quantum Blue® Calprotectin Ascites. BUHLMANN Quantum Blue (6) Hodnoty
vysledkt pro stanoveni zadnétlivého markeru jsou rozdéleny do 3 skupin. Prvni skupinou
jsou vysledky, které BUHLMANN Quantum Blue® Calprotectin reader BUHLMANN
Quantum Blue (6) zhodnotil jako negativni, tedy hodnoty <50 pg/g. Téch je stanoveno
z celkového poctu 47. Druhou skupinou jsou vysledky pozitivni — tedy od 51 pg/g do
200 pg/g, téch bylo vyhodnoceno za cely rok 25. Nejméné zastoupenou tteti skupinu
tvoti vysledky siln¢ pozitivni a to 10 diagnostikovanych vzorkl. Negativni vzorky se
tedy podilely 57,32 %, pozitivni 30,49 % a siln€ pozitivni 12,20 %. Na zakladé téchto
vysledkli mohu odpovédét na vyzkumnou otdzku. Frekvence vyskytu vSech pozitivnich
hodnot kalprotektinu ve vzorku je 42,68 %. Vysledek jsem vypocetla pomoci statistické
metody vypoctu cCetnosti stanoveni hladiny kalprotektinu. Déle jsem statisticky
vypocetla medidn naméfenych hodnot. Ten byl vzhledem ke vSem vysledkiim za cely
rok 2014 38,5. Vysledek vypocteného medianu mohu porovnat s vysledky prizkumu
provadéného v gastroenterologické ambulance détské kliniky FN Olomouc. Proskova et
Karaskova (31) Ty uvadi, ze od prosince roku 2012 do ¢ervna roku 2013 bylo na
oddéleni gastroenterologické ambulance vySetfeno 40 détskych pacienti. Medidn
zméfenych hodnot fekalniho kalprotektinu byl 134 pg/g. Proskova et Karaskova (31)
Rozdil mezi mediany je pomérné velky. Pficinou rozdilu bude nejspisSe fakt, Ze do

laboratoie Stafila spol s.r.o. chodi vzorky od pacientii s riiznych oddé€leni s rtiznymi
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potizemi a diagnézami. Srovnavany vyzkum = zahrnuje pouze pacienty
gastroenterologické ambulance, kteii maji vétsi predpoklad vyskytu zanétu zpiisobujici

zvySenou hladinu kalprotektinu. Proskova et Karaskova (31)
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6 Zavér

V laboratofti Stafila spol s.r.o. bylo za rok 2014 vySetteno celkem 142 vzorkd na
stanoveni piitomnosti Helicobactera pylori. Z toho pozitivnich vzorki bylo stanoveno
35. Nejvétsi procento vyskytu patogenu bylo na jafe 37% a na podzim 31 %. Dle mych
statistickych vypocti byla stanovena hypotéza vyvracena a nebyla prokazana zavislost

vyskytu H. pylori na ro¢nim obdobi.

DalSim vySetfovanym byl zanétlivy marker kalprotektin. V roce 2014 v
laboratofi Stafila spol s.r.o. bylo vysetfeno celkem 82 vzorkl na stanoveni hladiny
kalprotektinu ve vzorku stolice. Prvni nejpocetnéjsi tvoii vysledky, které jsou
vyhodnoceny jako negativni, tedy hodnoty <50 pg/g. Stanoveno bylo z celkového poctu
47 negativnich piipadi. Druhou skupinou jsou vysledky pozitivni — tedy od 51 pg/g
do 200 pg/g, téch bylo za cely rok 2014 vyhodnoceno 25. Nejméné zastoupenou tieti
skupinu tvoti vysledky silné pozitivni a to 10 diagnostikovanych vzorkl. Negativni
vzorky se tedy podilely 38 %, pozitivni 48 % a siln€ pozitivni 12 %. Frekvence vyskytu

pozitivnich hodnot kalprotektinu za cely rok 2014 ve vzorcich stolice je 42,68 %.

V navazné diplomové praci by bylo zajimavé vySettit vSechny vzorky pozitivni
na H. pylori jesté na stanoveni hladiny kalprotektinu a poté zhodnotit vysledky. Tento

poznatek bych rada dale rozvijela v ramci svého magisterského studia.
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