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Abstrak

Helicobacter pylori (dale H. pylori) je spirdlni, gramnegativni, neinvadujici bakterie,
ktera kolonizuje zaludecni sliznici ¢lovéka. Od ostatnich patogennich bakterii se odliSuje
vysokou produkei ureazy, kterd ji umoziuje ptezivat v kyselém prostfedi zaludku. Infekce
H. pylori se vyskytuje celosvétové, v Ceské republice je udavana prevalence v populaci asi
41,7 %. V détském veéku byva prevalence nizkd, v dospélosti se zvySuje o 1 %/ rok (véku
populace).

Infekce H. pylori je spojena se vznikem chronické gastritidy, peptického viedu
zaludku a duodena, karcinomu zaludku a MALT-lymfomu. Etiologie téchto onemocnéni je
multifaktoridlni, H. pylori neni sice jejich jedinou pfi€inou, ale ma v jejich patogenezi
dominantni postaveni. Za hlavni faktory virulence, které¢ podminuji uspesnost této bakterie
jako patogena, jsou povazovany vakuolizacni cytotoxin VacA, s cytotoxinem asociovany
protein CagA a produkce uredzy.

Diagnostika infekce H. pylori je zalozena bud’ na pfimém prokdzani pfitomnosti
infek¢niho agens, nebo na nepifimém pritkazu protilatek proti bakteridlnim antigentim, které
jsou pifitomné v séru pacienta. Pfimé metody se déli podle toho, zda jsou spojeny
s endoskopickym vySetfenim a bioptickym odbérem vzorku Zalude¢ni sliznice, na invazivni
(tj. rychly uredzovy test, mikroskopické nebo kultivacni vysetfeni) a neinvazivni (dechovy
test a prikaz ptitomnosti specifického antigenu HpSA ve stolici). Na rozhrani mezi metodami
invazivnimi a neinvazivnimi stoji molekularni techniky (PCR), které se pouzivaji predevsim
ve vyzkumu a epidemiologii a dovoluji prokéazat ptitomnost H. pylori nejen v biologickém
materialu odebraném pacientovi, ale i v zevnim prostiedi (napt. ve vode¢).

U skupiny 20 pacientti s diagnézou viedové choroby duodena, ktera byla potvrzena
mikroskopicky, kultiva¢né a uredzovym testem, jsem sledovala status CagA proteinu a jeho
vztah ke genotypu cagA a typizaci genu vacA. U 19 z celkového poctu 20 izolovanych kment
H. pylori byla metodou imunoblotu prokdzana piitomnost CagA proteinu. VSechny kmeny
byly podrobeny analyze genli vacA a cagA metodou PCR a nasledné hybridizaci. Pfitomnost
genu cagA se zjistila u 18 kmenid H. pylori a v této skupiné pacientii s viedovou chorobou
duodena byl nejCastéji nalezen genotyp vacAslaml a vacAslam2, ktery je spojovan s vetsi
virulenci tzv. ulcerogennich kment. U kmeni s t€émito genotypy se také ve vSech piipadech
prokézala pritomnost CagA proteinu i cagA genu.



Abstract

Helicobacter pylori (hereinafter referred to as H. pylori) is a spiral, gram-negative,
non-invasive bacterium, which colonizes the human gastric mucosa. Unlike other pathogenic
bacteria it produces high amounts of an enzyme urease, which enables H. pylori
to survive in the acid environment of the stomach. H. pylori infection occurs all over
the world, in the Czech Republic its prevalence in the population is about 41,7 %.
In children the prevalence of H. pylori is usually low, in the adults it increases by 1 %
per year (of the population age).

H. pylori infection is associated with chronic gastritis, peptic - gastric and duodenal
ulcer, stomach cancer and MALT-lymphoma. These conditions have multifactor aetiology,
and although H. pylori is not the only etiological factor, it plays dominant role in their
pathogenesis. The main virulence factors responsible for the success of this bacterium
as a pathogen include: vacuolating cytotoxin VacA, cytotoxin-associated CagA protein and
urease production.

A diagnosis of H. pylori infection can be confirmed either directly — through
the identification of the infectious agent, or indirectly — through determination of antibodies
against bacterial antigens in the patient’s serum. There are two groups of direct diagnostic
methods: invasive ones — associated with endoscopic examination and biopsy of gastric
mucosa (rapid urease test, microscopic examination or cultivation) and non-invasive (breath
test and detection of specific HpSA antigen in the stools). In between invasive and
non-invasive diagnostic methods there are molecular techniques (PCR), which are used
particularly in research and epidemiology and allow diagnosis of H. pylori not only
in biological material collected from the patient, but also in the outer environment (e.g.
in water).

In a group of 20 patients with a diagnosis of duodenal ulcer disease confirmed
microscopically, by cultivation and urease test I investigated the level of CagA protein and its
relationship to cagA genotype and typing of the vacA gene. In 19 out of total amount
of 20 isolated strains of H. pylori an immunoblot method has shown the presence of the CagA
protein. All the strains were analyzed for the presence of vacA and cagA genes using a PCR
method with a subsequent hybridization. The presence of cagA gene has been observed
in 18 strains of H. pylori and in the investigated group of patients with duodenal ulcer disease
the most frequent genotypes were: vacAslaml genotype and vacAslam2, which is related to
higher virulence of so-called ulcerogenic strains. In all strains with these genotypes
the presence of CagA protein and cagA gene has been confirmed.
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1.Uvod

Infekce Helicobacter pylori (dale H. pylori) je v soufasné dobé po infekci
Streptococcus mutans, kterd se podili na vzniku zubniho kazu, druhou nejrozsifenéjsi na svété
[5]. Klinicky obraz onemocnéni, kterd jsou H. pylori vyvolana, je velmi pestry. Byla
prokézéana souvislost mezi tuto infekci a fadou chorob gastrointestinalniho traktu. Potvrzen
byl kauzalni vztah mezi H. pylori a chronickou aktivni antralni gastritidou, peptickymi viedy
zaludku a duodena, karcinomem zaludku a MALT lymfomem [3]. Ve spojitosti s karcinomem
zaludku byl H. pylori, jako jedina bakterie, oznaCen na podzim roku 1994 Svétovou
zdravotnickou organizaci (WHO) za kancerogen I. tfidy [10]. Vliv H. pylori na hostitelsky
organismus ziejmé neni omezen pouze na mista, ktera osidluje, ale mize plisobit i systémove
a proto je v poslednich letech rovnéz zkouman jeho vztah k nékterym extradigestivnim
chorobam, napf. idiopatické trombocytopenické purpute, ischemické chorobé srdecni,
revmatoidni artritidé nebo retardaci rastu u déti [4]. Problematika chorob s H. pylori
spojovanych je zarovenn komplikovana skute¢nosti, Ze etiologie vétSiny z nich je
multifaktoridlni.

Infekce H. pylori nepiedstavuje pro svého hostitele bezprostiedni ohroZeni na zivote,
u mnoha pacientli je dokonce asymptomaticka. Na druhou stranu perzistujici infekce mtize
vést k pozdéjs§imu vzniku zdvaznych onemocnéni nebo po dlouhd 1éta negativné ovliviiovat
kvalitu pacientova zivota. Zanedbatelné jist¢ nejsou ani finan¢ni ndklady na opakovana
vySetteni  zdravotnich obtizi vyvolanych touto bakterii a na casto dlouhodobou
symptomatickou farmakoterapii.

Efektivni 1écbé onemocnéni vzdy musi piedchazet nejen spravné provedend, ale
1 spravné interpretovana diagnostika. Ve své bakalaiské praci jsem se proto vénovala analyze
metod, které se pro diagnostiku infekce H. pylori pouzivaji. Jejich spektrum je pomérné
Siroké. Vybér metody zavisi predev§im na ucelu, za jakym ma byt pouzita: nékteré z metod
jsou vhodné&j8i pro vySetfeni pacienta pii prvnim podezieni na infekci H. pylori, jiné
pro kontrolu spésnosti jeji eradikace nebo pro populacni screening. Nemalé rozdily jsou
rovnéz ve slozitosti provedeni jednotlivych testl, narocich na pfistrojové vybaveni a s tim
souvisi i rizné finanéni naklady. Cést diagnostickych metod je spojena s nutnosti
endoskopického vysetfeni, které sice miize byt pacienty vnimano negativné, ale pfinasi také
fadu dulezitych informaci pro podporu diagnézy.

V praktické ¢asti této prace demonstruji na konkrétnich vysledcich vySetfeni pacientl
s viedovou chorobou duodena, Ze v nékterych piipadech ani pouziti modernich metod
s vysokou specificitou a senzitivitou nemusi, bez kontextu s vysledky dalSich vySetieni, vést
k jednoznacnému diagnostickému zavéru. U této skupiny pacienti byly pii endoskopii
odebrany vzorky zaludecni sliznice, které byly vySetfeny mikroskopicky, kultivaéné a
ureazovym testem. Metodou imunoblotu byl u nich hodnocen status proteinu CagA a
pro zjisténi genotypu cagA a typizaci vacA genu byla pouzita metoda PCR. U jednotlivych
pacientli jsem pak sledovala zavislost fenotypového projevu CagA proteinu na genotypu cagA
a jeho vztah k typizaci vacA genu.
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2. Historie

H. pylori byl poprvé izolovan v roce 1982 ze vzorku zalude¢ni sliznice pacienta
s chronickou gastritidou. O jeho objev se zaslouzili gastroenterolog Barry J. Marshall a
patolog Robin Warren z Royal Perth Hospital v Australii. Oba Iékati se v€novali vyzkumu
bakteridlni kolonizace zaludku a navézali tim na star$i prace jinych autort. Pfitomnost
bakterii v zaludku nejen lidi, ale i n€kterych druhti Zivoc€ichi, byla jiz pfed objevem H. pylori
nékolikrat popsana. S ohledem na absolutni viru v baktericidni ucinek zalude¢ni kyseliny,
byly tyto néalezy vétSinou myln¢€ povazovéany za pouhou bakteridlni kontaminaci a odbornou
vefejnosti bagatelizovany. K nediivéie v existenci nového mikroorganismu rovnéz piispély
opakované neuspéchy ve snaze o jeho kultivaci.

Az Barrymu Marshallovi se podafilo po predchozich 34 neuspéSnych biopsiich
ziskat kolonii bakterii, a to hlavné diky prodlouZzeni doby kultivace z obvyklych 2 na 5 dni
[3]. Z kolonie izoloval mikroorganismy, které byly nejprve, kvuli zdanlivé podobnosti
s rodem Campylobacter, nazvany Campylobacter-like organisms (CLO). Dalsi vyzkumy vSak
prokazaly, Ze mezi timto rodem a novou bakterii existuji velmi podstatné rozdily, a tak byla
upravena nejen jeji klasifikace, ale 1 pojmenovani. Teprve vroce 1989 byla, na zakladé
analyzy 16S rRNA, zafazena do samostatného bakterialniho rodu a ziskala sviij nyné&jsi nazev.

Zprava Marshalla a Warrena o uspésné kultivaci nové bakterie spolu s hypotézou,
Ze tento patogen by mohl u infikovanych osob vyvolavat gastritidu nebo viedovou chorobu,
byla publikovana poprvé vroce 1983 v Casopisu Lancet. O rok pozdé€ji se jim podaftilo
odvaznym experimentem na jednom znich prokazat, ze jejich domnénka byla spravna.
Za objev vyznamu H. pylori v etiologii gastritidy a viedové choroby se Barry J. Marshall a
Robin Warren stali v roce 2005 nositeli Nobelovy ceny za fyziologii a 1ékarstvi [33].
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3. Epidemiologie infekce H. pylori

Infekce H. pylori patii mezi celosvétové nejrozsifencjsi. Rozdily ve frekvenci jejiho
vyskytu jsou mezi rozvojovymi a vyspeélymi zemémi a v rdmci jedné geografické oblasti také
mezi riznymi socioekonomickymi, etnickymi a vékovymi skupinami.

Z vysledkt séroepidemiologickych studii vyplyva, Ze v rozvojovych zemich zacina
stoupat pocet déti nakazenych infekci H. pylori pfiblizné¢ od druhého roku véku a okolo 20 let
je infikovéno jiz 80-90 % populace [24]. Lze ptedpokladat, Ze toto hrozivé cCislo je disledkem
pievazujiciho feko-ordlniho zplisobu ptenosu infekce v téchto oblastech a piimo souvisi
s kontaminaci vodnich zdroju.

Ve vyspélych zemich je naopak vyskyt infekce H. pylori v détském véku nizky a
ke zvySovani prevalence dochazi az ve stfednim véku, kdy se jeji hodnoty pohybuji mezi 20 a
40 % [3]. Patrné se ale v tomto v€ku nejednd ve vétsi mife o nové vzniklé piipady, ale jde
o pretrvavajici nelécenou infekci H. pylori ziskanou jiz v détstvi, které tito jedinci prozili
v horSich socioekonomickych podminkach. Ve vyspélych zemich ptevazuje oro-oralni zptsob
prenosu a i zde prevalence infekce uzce souvisi s hygienickymi a socioekonomickymi
podminkami v rodin€. S castéjSim vyskytem se proto setkdvame tam, kde Zzije vice lidi
v tésném kontaktu, a to zejména v rodindch s vétSim poctem malych déti nebo omezenym
pristupem k teplé vodé. Pii pienosu infekce H. pylori v détskych kolektivech hraji zfeyme
vyznamnou roli endemie gastroenteritidy doprovdzené zvracenim a prijmy, které neziidka
nebyvaji léCeny kauzalné€ a tyto déti pak mohou byt zdrojem infekce pro své okoli [24].

Dlouhou dobu nebyly k dispozici vysledky zadné studie o prevalenci infekce
H.pylori v Ceské republice. Pfedpokladalo se, Ze stejné tak jako v ostatnich
postkomunistickych zemich vychodni Evropy bude i u nas vyskyt vys$i nez v zemich
vyspélych. Odhady prevalence H. pylori v nasi populaci vychéazely ze sérologickych vysetfeni
protilatek proti H. pylori u darcii krve a pohybovaly se az okolo 70 % [7].

V roce 2000 byla ve spolupraci Fakultni nemocnice a Lékarské fakulty Univerzity
Karlovy v Hradci Kralové provedena multicentricka prospektivni studie, kterd méla za cil
zjistit prevalenci infekce H. pylori v nasi republice vySetfenim vzorku neselektované populace
[12]. Studie probihala ve spolupréci s praktickymi lékati od listopadu roku 2000 do Cervence
2001. Celkem bylo vysetfeno 2 509 osob, ztoho bylo 1 234 muzi a 1 275 zen ve véku
od 4 do 100 let. Vékovy pramér ve skupiné muza byl 41 let, u zen 39 let. Pacienti byli
vySetieni dechovym testem s pouzitim mocoviny se znacenym uhlikem a analyza vzorkl se
provadéla metodou pomérové hmotnostni spektrometrie na pfistroji Analytical Precision
které vychézely ze sérologickych vysetteni darct krve. Vysledky této studie i u nas potvrdily
vzestup prevalence s rostoucim vékem a nezjistily vyraznéjsi rozdily v poctu infikovanych
H. pylori mezi muzi (42,5 %) a zenami (40,8 %). Velky rozdil hodnot mezi odhadovanou
(70 %) a skutecné zjist€nou prevalenci (41,7 %) si lze vysvétlit tim, Ze ze statistického
hlediska darci krve nepiedstavuji reprezentativni vybérovy soubor. Moznost darovat krev je
limitovana vékem, zdravotnim stavem 1 zivotnim stylem (napf. rizikovym chovéanim,
kontaktem s infikovanymi, apod.) a neodrazi tak strukturu celé populace. Tito darci navic
pochazeli spise z nizSich socioekonomickych vrstev, kde se da vyssi prevalence infekce
H. pylori ocekavat [5]. Také pouziti sérologického vySetfeni pro zjisténi prevalence této
infekce v populaci je sporné, protoze ptitomnost protildtek nemusi indikovat akutni infekci
a protilatky se mohou v séru vyskytovat i fadu mésict po Uspésné eradikaci bakterie, nékdy
dokonce celozivotné.
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4. Faktory virulence H. pylori

O tom, zda infekce H. pylori vyvold u svého hostitele onemocnéni a jaky bude jeho
charakter, rozhoduje tada faktorti jak na stran¢ makroorganismu, tak na stran¢ bakterie.
Jednotlivé kmeny H. pylori se v zavislosti na genotypu lisi svoji virulenci, ktera mize kolisat
vlivem prostiedi 1 v rdmci jednoho kmene. H. pylori vykazuje v tomto sméru ve srovnani
s jinymi bakteriemi mimotadnou variabilitu.

H. pylori je nesporulujici, gramnegativni, spiralovitd nebo zahnutd #ycka, ktera je
dlouhd 2,5-5 um a $iroka 0,5-1,0 um [24]. V podminkach prostfedi pro existenci nepiiznivych
muze reverzibilné prechazet do tzv. kokoidni formy. Bakterie se pritom ohne do tvaru pismene
U nebo V azmenSenim povrchu snizi vlastni metabolickou aktivitu. Hlavnim impulsem
pro tuto preménu jsou zmény teploty a pH. I vtomto stavu si zachovava svoji virulenci,
ztraci ale schopnost déleni a jeji kultivace se komplikuje. Je mozné, ze prechod do kokoidni
formy umoziuje bakterii odolavat antimikrobialni 1écbé. Otazkou dalSiho vyzkumu zGstava,
zda se pravé v kokoidni formé nepiendsi na cloveéka. Prechod do této formy rovnéz
znesnadnuje izolaci H. pylori ze vzorkli odebranych mimo zaludek (napft. z vody) a omezuje ji
na pouziti slozitych a nédkladnych laboratornich technik (napi. PCR).

H. pylori je neinvadujici bakterie, kterd Zije pod hlenovou vrstvou zaludec¢ni sliznice
pievazné v antralni oblasti zaludku [30]. Penetraci do hlubSich etdzi této vrstvy se dostava
do mist s vy$§im pH a chrani se tak pfed agresivnim plsobenim Zalude¢ni kyseliny. Tento
pohyb ji umoziuje spiralni tvar v kombinaci s polarni lokalizaci biciku a pravdépodobné
také produkce mucindz, které hlenovou vrstvu Stépi. Biciky jsou v poctu 4-6 lokalizovany
vetSinou unipoldrné, méné Casto bipolarné. Byly identifikovany 1 bakterie druhu H. pylori,
kterym bi¢iky zcela chybély. Biciky jsou terminaln¢ palickovité rozSifené a kryté
dvojvrstevnym fosfolipidovym obalem, ktery plynule pfechdzi v zevni membranu bakterialni
bunécné stény. Toto usporadani chrani proteinové podjednotky biciki (flageliny FlaA a FlaB)
pied denaturaci v kyselém prostiedi zaludku [13].

Zcela zasadni vyznam pro schopnost H. pylori ptfezivat v kyselém prostiedi zaludku
ma produkce uredzy. Bakterie s mutaci, které tento enzym neprodukuji, virulentni nejsou.
Uredza je produkovéna z povrchu bakterie do prostiedi a metabolizuje mocovinu na oxid
uhlicity a amoniak. Amoniak vytvari optimdlni podminky pro preziti bakterie neutralizaci
zalude¢ni HCl v jejim okoli. Uredza je aktivni jen do okamziku dosazeni pH optima (6,9-8,5),
potom se jeji produkce snizuje a bakterie se tak chrani pfed negativnim piisobenim
alkalického pH. Samotny enzym 1 vznikajici amoniak pisobi na Zzalude¢ni sliznici
cytopaticky. Ureaza je metaloenzym s molekulovou hmotnosti 550 kDa [13]. Je tvofen dvéma
podjednotkami: lehkou podjednotkou UreA a téZkou podjednotkou UreB, kazdou v Sesti
kopiich. Lehké podjednotka s molekulovou hmotnosti 29 kDa (oznacovana také jako antigen
p29) je vysoce specifickd pro H. pylori a lze ji proto vyuzit v diagnostice. Tézkéa podjednotka
ureazy s molekulovou hmotnosti 66 kDa (antigen p66) je specificka i pro jiné uredza-pozitivni
bakterie. Mlize proto byt pfi¢inou zkiizené reaktivity pifi diagnostice a z ni plynouci fale$né
pozitivity vysSetfeni, ale pfesto se v testovacich setech vyuziva. lonty niklu, které enzym
obsahuje, jsou do bakterie transportovany pomoci proteinu NixA, ktery je kodovan genem
nixA. Vlastni inkorporace kovovych ionti do neaktivni apouredzy je pravdépodobné
zprostfedkovana proteiny UreE, F, G, H a 1. Ty jsou koédovany uredzovym genovym
clusterem, ktery obsahuje jesté geny ureC a D se zatim neznamou funkeci.
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Dlouhodobou perzistenci v mikroaerofilnim prostiedi umoznuji H. pylori adheziny,
kterymi se tyCkovité i kokoidni formy vazi na povrchové receptory epitelidlnich bunck
zaludku. Adheze je tkanové specifickd a bakterie se vaZze pouze na receptory hlenovych
bunék. V mistech zaludecni sliznice, ktera jsou postizena intestinalni metaplazii, nikdy
H. pylori nenalezneme. Naopak pii ektopii zalude¢ni tkané (napf. v duodenu, Meckelové
divertiklu nebo v jicnu), je nalez H. pylori na téchto mistech mozny [3]. Tato vazba je
povazovana rovnéz za druhové specifickou a predpokldda se pouze u Cloveéka a primati.
V poslednich letech byl ale nékolikrat popsan pienos H. pylori i z jinych zZivo¢iSnych druha
na clovéka, a to nejcastéji z ko¢ek nebo psitt [13]. Pokud se pfesnéjSimi diagnostickymi
metodami (napt. metodou PCR) neprokéze, ze se v téchto ptipadech jednalo o jiné druhy rodu
Helicobacter, zptisobujici klinicky stejné onemocnéni jako H. pylori, bude mozna nutné nazor
o druhové specificité adhezinti revidovat. Nejvyznamnéj$im adhezinem je fibrilarni
glykoprotein, ktery vaze bakterii na mikrovilli. Nékteré jiné typy adhezinli zprosttedkovavaji
vazbu H. pylori na kolagen nebo fibronektin. Z etiopatogenetického hlediska je zajimavy
adhezin BabA. Prostfednictvim ného se H. pylori mize vazat na krevné skupinové antigeny
Lewis b, které¢ jsou exprimovany na povrchu epitelidlnich bunék zaludku u lidi s krevni
skupinou 0. Existence tohoto adhezinu by mohla byt vysvétlenim Castéjsiho vyskytu viedové
choroby duodena u pacientti s krevni skupinou 0 nez u pacientti s jinou krevni skupinou.

Pro dlouhodobou perzistenci v infikovaném organismu je pro bakterii dulezita
schopnost c¢elit aktivit¢ imunitniho systému hostitele. Hned v poc¢atecnich fazich infekce je
tato bakterie chranéna pfed pisobenim nespecifickych imunitnich mechanisml (zejména
fagocytozy) vlastni produkei enzymu kataldzy. V pozdéjsi tazi, kdy uz je stimulovana tvorba
specifickych protilatek, se H. pylori chrani produkci proteinaz, které st€pi molekuly
imunoglobulint hostitele. Enzymaticka aktivita bakterialni alkoholdehydrogenazy davéa vznik
acetaldehydu, ktery rovnéz piisobi na infikovany organismus cytotoxicky.

Jednim z prvnich popsanych faktorti virulence u druhu H. pylori byl vakuolizacni
cytotoxin, oznacovany jako VacA. Tento polypeptid je vazan na povrchu bakterie, piisobi jen
na malou vzdélenost a zptisobuje v epitelovych bunkéch zaludku tvorbu vakuol. Vakuolizace
bunck spolu s produkci amoniaku snizuje schopnost zalude¢ni sliznice produkovat mucin a
tim se zvySuje riziko posSkozeni epitelidlnich bunc¢k kyselinou chlorovodikovou. Syntéza
vakuoliza¢niho cytotoxinu je kdédovana genem vacA, ktery je pfitomen u vSech kmend —
cytotoxickych i necytotoxickych. Gen vacA s velikosti 3 kb a mozaikovou strukturou ma dveé
variabilni oblasti. Prvni oblast koduje signalni peptid a vyskytuje se v subtypech sla, slb, slc
a s2, druha stfedni oblast ma dva alelické typy m1 a m2 s podtypy m2a a m2b. Ob¢ oblasti se
mohou mezi sebou rizn¢ kombinovat. Existuje pravdépodobné souvislost mezi strukturou
vacA genu a produkci vakuoliza¢niho cytotoxinu. Kmeny s genotypy sIlml a slm2 maji
vysokou az stfedni cytotoxicitu, kmeny s2m2 neprodukuji zadny cytotoxin nebo jen malé
mnozstvi [21]. Exprese aktivniho cytotoxinu byva prokazovana asi u 55 % Cerstvé
izolovanych kmenti a je ukazatelem virulence kmene H. pylori. VétSina cytotoxickych kment
ale disponuje 1 jinymi faktory, které se na jejich virulenci podileji. Kmeny H. pylori izolované
v ruznych geografickych oblastech se lisi zastoupenim jednotlivych alel genu vacA a tim také
toxicitou. Napf. kmeny izolované v Ciné jsou vice toxické nez napt. v USA [24].

Do glutamatracemazového genu je inzerovany lokus o velikosti 40 kbp, ktery se
nazyva cag PAI — ostriivek patogenity. Neni piitomen u vSech kmentt H. pylori. Obsahuje
31 genll a markerem jeho ptitomnosti je protein CagA — s cytotoxinem asociovany protein
o hmotnosti 128 kDa. Tento protein byl pivodné nazyvan markerem virulence H. pylori a
doneddvna byl povazovan za netoxicky. Na zdkladé¢ nové¢jSich vyzkumi bylo zjiSténo,
ze pomoci transportniho systému typu IV je translokovan do epitelialni bunky zaludku [20].
Zde dochazi za soucasné¢ defosforylace bunéénych proteinii k jeho tyrosin-fosforylaci.
Dusledkem tohoto procesu jsou zmény v cytoskeletu epitelidlni buiiky zaludku. Mikrovilli se
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vyhlazuji a vytvoii se vybézek, na ktery H. pylori adheruje. Frekvence vyskytu CagA proteinu
je zavisla na pohlavi a Castéji se vyskytuje u muza. Pfitomnost tohoto proteinu u infikujiciho
kmene odpovida ptitomnosti anti-CagA IgG protilatek v séru pacienta, jednd se tedy o silny
imunogen. Kmeny, které lokus cag-PAI obsahuji (tzv. kmeny I. tfidy), jsou virulentnéjsi
nez kmeny, kterym tento lokus chybi. Kmeny s timto lokusem jsou také castéji nalézany
u pacientii s viedovou chorobou a karcinomem zaludku nez u pacientii s gastritidou. Gen
cagA je pritomen pouze u casti kmenil a existuje ve vice variantach. Jejich zastoupeni se lisi
podle geografického pivodu kmene. Kmeny izolované v Evropé, USA a Australii jsou
vétSinou cagAl, ve vychodni Asii cagA2 a byly nalezeny i dal$i varianty [18]. V ramci
srovnavacich studii byly izolovany kmeny produkujici zaroven vakuoliza¢ni cytotoxin i CagA
protein. Oba proteiny soucasné byly nalezeny u pacienti s viedovou chorobou duodena a
oznaceny jako kmeny ulcerogenni. U pacienti s chronickou gastritidou bez znamek viedu
byly izolovany kmeny, u kterych byla produkce obou téchto proteinti velmi nizkéd nebo nulova
[24].

Tak jako ostatni gramnegativni bakterie, ma i H. pylori v povrchové vrstvé zevni
membrany obsazen [lipopolysacharidovy komplex (LPS). LPS gramnegativnich bakterii
vyvolava v infikovaném organismu aktivaci komplementu alternativni cestou a tim usnadiuje
fagocytozu bakterie. Stimulaci B-lymfocyti urychluje produkci imunoglobulini a také
aktivuje makrofagy a vyvolava pyrogenni reakci [1]. LPS je u H. pylori biologicky aktivni
az po svém uvolnéni ze zevni membrany, ke kterému dochazi po rozpadu bakterie. Zda se,
ze jeho biologicka aktivita je niz$i nez u jinych gramnegativnich bakterii a to muize byt
divodem uspésnosti H. pylori jako dlouhodobého patogena. Pro tento LPS je navic
specifické, ze usnadnuje prinik H. pylori mezi epitelidlni buiiky a jeho vazbu na laminin.
U nekterych kment nese LPS povrchové antigeny podobné krevné skupinovym antigeniim
Lewis x a Lewis y, které jsou fyziologicky exprimovany na povrchu parietalnich bunck. Je
otazkou, zda jsou tyto antigeny LPS pficinou toho, Ze imunitni systém hostitele H. pylori
toleruje, nebo naopak navozuji tvorbu autoprotilatek proti bunkam vlastni zalude¢ni sliznice
[8].

H. pylori rovnéz syntetizuje oligomer, ktery je tvofeny 10-12 kopiemi polypeptidu
o molekulové hmotnosti 17 kDa a ktery se nazyva neutrofily aktivujici protein — NAP. Svoji
aktivitou podporuje rozvoj zanétlivé reakce a pfedmétem dalSich vyzkum se stava jeho tiloha
pii vzniku chorob gastrointestinalniho traktu.

Pted nékolika lety byl objeven gen iceAd (induced by contact with epithelium) tvoteny
alelami iceAl a iceA2, u kterého se nyni zkouma jeho mozna souvislost s viedovou chorobou
[28].

H. pylori indukuje uvolilovani interleukinu 8 v bunikdch zaludecni sliznice produkei
proteinl oipA (outer inflammatory protein) a HSP 60 (heat shock protein - protein teplotniho
Soku). Interleukin 8 plsobi prostfednictvim aktivace neutrofili jako mediator zanétu a
pfispiva tim k dal$imu poskozeni sliznice zaludku [13].

Na erytrocyty, na buinky bukalni sliznice a laminin se nespecificky vaze protein
o molekulové hmotnosti 19,6 kDa vdzajici Zelezo.

V souvislosti s poSkozovanim bunék se zkouma u H. pylori také produkce fosfolipaz.
Fosfolipazy A a C se podileji hydrolyzou mastnych kyselin v membréanach slizni¢nich bun¢k
zaludku na jejich destrukci a zplsobuji uvolnéni cytotoxického lysolecitinu z lecitinu
obsazeného ve zZluc¢i. Prokazana byla i existence sfingomyelinazy C [24].
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5. Metody prikazy infekce H. pylori

V soucasné dobé je k dispozici relativné Siroké spektrum metod pro diagnostiku
infekce H. pylori. Pii pouziti pfimych metod se prokazuje pfitomnost vlastniho infekéniho
agens, nepiimymi metodami se prokazuji protilatky proti antigenim H. pylori v séru pacienta.

Jednotlivé metody detekce H. pylori se 1isi svoji specificitou a senzitivitou, ucelem,
za kterym byvaji nejcastéji pouzity, naroky na technické vybaveni, dostupnosti
pro praktického Iékafe, vytéznosti a v neposledni tadé také naroky na Cas a financ¢ni
prostfedky. Jiné zplsoby vysetieni jsou vhodné k prokdzani pfitomnosti infekce H. pylori
u zatim neléceného pacienta se symptomy onemocnéni, jiné naopak ke kontrole tispéSnosti
eradikace. Sva specifika ma volba diagnostické metody pro screeningové vySetfeni nebo
u détskych pacienti.

Na pfitomnost infekce H. pylori maji byt vySetfovany pouze ty osoby, které budou
v ptipad¢ pozitivniho vysledku 1éCeny. K potvrzeni piitomnosti této infekce je dostacujici
pozitivita jediného testu. Doporucuje se, aby negativni vysledek vysetfeni byl potvrzen
dvéma na sob& nezavislymi testy, protoze senzitivita ani specificita bézné¢ uzivanych testt
neni stoprocentni [24].

5.1 Pfimé metody

Piimé metody, kterymi se zjiStuje pfitomnost infekéniho agens ve vzorku, se podle
zpisobu ziskavani vzorku dé€li na invazivni a neinvazivni. Pfi pouziti invazivnich metod se
vySetfuje biopticky vzorek, ktery je odebran ze zalude¢ni sliznice pacienta v prubéhu
endoskopického vySetfeni. Neinvazivni metody odbér biotického vzorku nevyzaduji a
pritomnost infekce H. pylori se zjistuje analyzou pacientova dechu nebo stolice.

5.1.1 Pfimé metody invazivni

Invazivni metody jsou spojeny s urcitym rizikem pro pacienta (a tim vlastn€ i pro
1¢ékare), které vyplyvd z nutnosti podstoupit endoskopické vySetfeni a biopsii vzorku
zalude¢ni sliznice. Komplikaci mtize byt lacerace nebo dokonce perforace stény organu,
reflektoricky vyvolany kolapsovy stav, ale nejCastéji se vyskytuji potize spojené
s premedikaci vySetfovaného. Naopak vétsi krvaceni v souvislosti s mnohocetnou biopsii je
spiSe vyjimecné a vétSinou je dusledkem poruchy hemokoagulace u pacienta [6].
Pti endoskopickému vySetifeni lze rovnéz makroskopicky prohlédnout zaludecni sliznici,
zhotovit fotodokumentaci nalezu a odebrat vzorek tkan¢ pro histologické vysetieni. To jsou
vSe faktory, které mohou vyznamné podpofit diagndézu nebo odhalit dosud latentni zavazné
onemocnéni a mohou tedy byt pro pacienta velkym ptinosem.

S invazivnimi metodami je ovSem spojeno i riziko iatrogenniho pienosu infekce,
kterému lze ptedejit pouze peclivou dekontaminaci endoskopti a vSech nastrojii pouzivanych
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pfi endoskopii a jejich naslednou fyzikalni nebo chemickou dezinfekci. Zdrojem falesné
pozitivnich vysledkli, a tedy chybné stanovené diagndzy, se také miiZze stat bakteridlni
kontaminace vzorku v dobé mezi jeho odbérem a vysetienim.

Pii spravné provedeném odbéru vzorku Zzalude¢ni sliznice jsou metody spojené
s endoskopii a biopsii vysoce spolehlivé pro diagnostiku i pro kontrolu eradikace. Biopsie se
provadi specidlnimi bioptickymi klestémi v misté maximalniho patologického nalezu.

Distribuce H. pylori na zalude¢ni sliznici vétSinou neni rovnomérna, primarné
kolonizuje oblast Zalude¢niho antra a pyloru, teprve pozdéji osidluje i télo a fundus. Tuto
skute¢nost je nutné pti odbéru respektovat, aby se vyloucila falesna negativita vysetfeni. Proto
se doporucuje odebirat 2-3 vzorky sliznice v antralni oblasti a minimalné 1 vzorek v corpus
ventriculi. U endoskopicky nejistého nalezu je vhodné odebrat vice nez 6 vzorkll z mista
pti karcinomu zaludku) ulozeny az v submukoéze, proto se provadi v rdmci endoskopie také
vySetfeni hlubSich vrstev zalude¢ni stény a v indikovanych ptipadech makrobiopsie
polypektomickou klickou.

Falesnou negativitu vySetfeni mize zpusobit také uzivani antibiotik nebo 1ékt, které
jsou podéavany k potlaceni kyselé Zalude¢ni sekrece a musi byt proto z 1é€by vysazeny alesponi
14 dni pred vySetienim.

5.1.1.1Rychly ureazovy test

Principem rychlého uredzového testu je zména zabarveni acidobazického indikatoru,
ktera provazi rozklad mocoviny na amoniak a oxid uhli¢ity, pii pfitomnosti bakteridlni uredzy
ve vySetfovaném vzorku Zalude¢ni sliznice. Sama zalude¢ni sliznice totiZz Zadnou uredzu
neprodukuje, takze pozitivita testu u pacienta jasn¢ ukazuje na infekci uredza-pozitivni
bakterii. H. pylori uvoliiuje uredzu ze svého povrchu ve velkém mnozstvi, protoze mu
zvySenim pH v jeho okoli umoziuje preziti v kyselém zalude¢nim prostfedi. Tento enzym
hydrolyzuje v zaludku pfitomnou mocovinu na amoniak a amid kyseliny uhli¢ité, ktery se
znovu rozkldda na amoniak a kyselinu uhli¢itou. Ve vodném prostiedi vznikd z amoniaku
hydroxid amonny, ktery zpisobi zvyseni pH.

Komercné vyrabéné uredzové testy obsahuji substrat (mocovinu) a acidobazicky
indikator (napf. fenolovou Cerveil) a mivaji formu gelu, do kterého se vzorek zatlaci nebo to
mohou byt zkumavky s médiem. Rychlym uredzovym testem se pak pifitomnost H. pylori
ve vySetfovaném vzorku, ktery byl ziskan biopsii zalude¢ni sliznice, projevi zménou barvy
acidobazického indikatoru. Pouzijeme-li fenolovou cerven je pozitivni vysledek testu
indikovan ¢ervenym zbarvenim, zluté zbarveni znamend nepiitomnost bakterie [24].

Tento jednoduchy test je nejcastéji pouzivanym pti detekci H. pylori ve vzorcich
zalude¢ni sliznice odebranych pfi biopsii a je také nejméné financné ndkladny. Test je snadno
dostupny, Ize ho pouzit pfimo v gastroenterologické ordinaci a jeho velkou ptednosti je rychlé
ziskani vysledku i bez konzultace s mikrobiologem. Pii husté kolonizaci sliznice H. pylori se
pozitivita testu projevi béhem nékolika malo minut, standardné se odecita po 2 hodinach. To
umozni celkové zkraceni Casu potiebného pro stanoveni spravné diagnézy a rychlé zahéjeni
ucinné terapie. Za definitivné negativni je povazovan vysledek vysetieni, pfi kterém nedojde
ke zméné zbarveni do 24 hodin.

Specificita a senzitivita rychlého uredzového testu se pohybuje okolo 90 % [16].
Pti krvaceni do gastrointestinalniho traktu se ale jeho senzitivita vyznamné snizuje. Falesna
pozitivita testu mulze byt podminénd kontaminaci vzorku jinymi ureédza-pozitivnimi
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bakteriemi. FaleSnou negativitu mize zpuasobit chyba pti odbéru vzorku. Vyskyt H. pylori
ve sliznici je Casto lokdlni a tuto chybu lze eliminovat odbérem vétsiho poctu vzorklh z mist
s maximem makroskopickych zmén, aby se pravdépodobnost jeho zachytu zvysila.
U pacientii, ktefi jsou léCeni inhibitory protonové pumpy nebo antagonisty Hj-receptort,
muze dojit k presunu H. pylori z oblasti antra do corpus ventriculi a do zalude¢niho fundu,
proto se doporucuje odebrat pii biopsii vzorky také z téchto mist.

Variantou rychlého uredzového testu se posledni dobou stdva imunologicky rychly
uredzovy test (IRUT), ktery vyuziva specifickych protilatek proti ureaze H. pylori a eliminuje
tak moznost zktizené reaktivity s jinymi uredza-pozitivnimi bakteriemi, pii zachovani
rychlosti a piesnosti plivodniho testu [10].

Rychly uredzovy test je velmi vhodny pro detekci H. pylori pfi prvnim podezieni
na jim vyvolanou infekci. To, Ze je spojen s nutnosti biopsie Zalude¢ni sliznice sice
predstavuje pro pacienta urcity diskomfort, na druhou stranu ma pti spravném odbéru vzorki
velkou vytéznost.

Po skonceni farmakoterapie infekce H. pylori se endoskopie znovu provadi jen
v odiivodnénych piipadech, a proto ani rychly uredzovy test se ke kontrole uspesnosti jeho
eradikace ve vétsi mife nepouziva. Pro tento i¢el jsou vhodnéjsi globalni testy (napt. dechovy
test), které jsou neinvazivni a odrazeji situaci v celém organismu.

Pro nékteré skupiny osob (napf. v rodindch s vysokym vyskytem karcinomu zaludku)
by tento test mohl byt uzitecny i pro screeningové vySetfeni uz proto, ze je spojen
s endoskopii a makroskopickym hodnocenim stavu zalude¢ni sliznice, ale pro testovani
vétsiho vzorku populace si ho Ize ze stejného diivodu jen tézko predstavit.

5.1.1.2 Mikroskopické vysSetreni

Mikroskopické vysetfeni je velmi rychlou, levnou a spolehlivou metodou detekce
H. pylori. Biopticky vzorek se pro mikroskopické vySetfeni homogenizuje, rozetie se
na podlozni sklicko a po zaschnuti se fixuje. Barvi se podle Grama nebo metodou Giemsa-
Romanowski. Velmi 0¢inna je impregnace stiibrem podle Warthina-Starryho, ale identifikace
bakterie je dobra i pifi barveni hematoxylin-eozinem [24]. Senzitivita a specificita tohoto
vySetieni se blizi 90 % a je ovlivnéna pouZitym typem barveni [16].

Pii mikroskopickém hodnoceni preparatu je tfeba mit na zieteli nerovnomérnou
distribuci H. pylori na sliznici a vzorek prohlédnout s velkou peclivosti. Tato gramnegativni
bakterie mé pod mikroskopem typicky zahnuty tvar, nékdy pfipomina leticiho ptaka. Jeho
identifikace miize byt ztizena pfitomnosti nezralych nebo rozpadajicich se forem,
pred eradikaci také pfitomnosti kokoidnich forem nebo rovnych tycek a méné casto také
pfitomnosti jinych bakterii nebo kvasinek. Hodnoceni je tedy do urCit¢é miry zdvislé
na zkusenostech a peclivosti vysettujiciho [13].

Pti hodnoceni vzorku mikroskopickym vySetfenim je mozné rovnéz piiblizné
stanoveni gradingu (tj. odhad mnozstvi bakterii H. pylori ve sliznici). Jako mirnou
oznacujeme piitomnost malo ¢etnych bakterii na méné€ nez 1/3 povrchu sliznice. Tezky stupen
predstavuje souvisla vrstva bakterii na vice nez 2/3 povrchu a stiedni stupen se nachazi mezi
stupném mirnym a tézkym [24].

Mikroskopicky lze rovnéz vysSetfit stéry zalude¢ni sliznice, které se ziskavaji
pti endoskopickém vySetieni setienim hlenové vrstvy sliznice kartdickem a nevyzaduji tedy

ey

biopsii. H. pylori je neinvadujici bakterie zijici pravé v hlenové vrstvé, proto jsou jeho
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mnozstvi ziskand stérem hlenu véEétsi nez pii biopsii a test je proto citlivejsi.
Pti mikroskopickém vySetieni bioptovaného vzorku je ale mozné posoudit i1 stupenn zanétu
sliznice a odhalit dalsi morfologické zmény ve tkani.

Mikroskopické vySetieni Zzalude¢ni sliznice mlze odhalit zdvazna onemocnéni
zaludku, kterd se nemusi pifi pouhém endoskopickém vySetfeni manifestovat zietelnymi
makroskopickymi zménami a mohou tak byt snadno piehlédnuta. V tom také vidim hlavni
pfednost mikroskopie pfed rychlym uredzovym testem v indikaci pro screeningové vysetieni
u vybranych skupin osob. Vysledek rychlého uredazového testu se da hodnotit snadnéji,
mikroskopické vySetteni vyzaduje vetsi zkuSenost a trpélivost, ale podava vice informaci
k podpoieni diagnozy. Ob¢ metody vykazuji piiblizn€¢ stejnou hodnotu specificity a
senzitivity, ob& vyzaduji ziskani vzorku endoskopicky a proto bych moznost jejich pouziti
v jednotlivych indikacich hodnotila obdobn¢.

5.1.1.3 Kultivaéni vysetreni

Kultivace H. pylori se fadi mezi nejpiesnéjsi zplisoby vySetteni, ale je také velmi
narocna a draha. Provadéji ho pouze nckteré laboratofe a rozhodné nepatii mezi rutinné
pouzivané metody. Umoznuje podrobngjsi stanoveni infikujictho kmene a vyuziti nachazi
hlavné ve vyzkumu a v epidemiologii.

Vzorek Zzalude¢ni sliznice odebrany pii endoskopii se po homogenizaci ockuje
na specialni tuhé kultivaéni piidy. Jejich zakladem je agar, obohaceny konskou nebo berani
krvi a konskym nebo telecim sérem. Do agaru se pfidavaji komeréné ptipravované rastové
faktory, smés antibiotik, kterd potlacuji rast jinych bakterii eventudlné kontaminujicich
vzorek a amfotericin B proti kontaminaci plisnémi [24].

H. pylori je kultivacné velmi naro¢né bakterie, kterd vyzaduje mikroaerofilni prostiedi
ve smesi 5 % O,, 10 % CO; a 85 % Ny, Vlastni kultivace pak probiha v anaerostatu pfi teploté
37 °C, pH 5,5 a vysoké vlhkosti po dobu 4-7 dnii. Po uplynuti této doby lze na povrchu pady
spatfit drobné, okrouhlé, Sedé, lesklé kolonie a nékteré kmeny vytvéieji i tzkou zoénu
hemolyzy [1]. Identifikace baktérii se provadi biochemickymi testy (zjiStuje se tvorba ureazy,
katalazy a oxidazy), molekuldrnimi a genetickymi metodami (napt. PCR) a vyuzitim
imunologickych technik (pomoci monoklonalnich a polyklonalnich protilatek).

Specificita kultiva¢niho vySetfeni je témét 100 %, senzitivita 80-90 % [16]. Citlivost
této metody je zavisld na zkuSenosti zpracovatele a hlavné na zachdzeni s odebranym
materidlem béhem transportu.

Kultivace se pro svou laboratorni naro¢nost a finan¢ni naklady nehodi pro zakladni
diagnostiku infekce H. pylori ani pro kontrolu jeji eradikace. Rutinné¢ se neprovadi nikde
na svété, ale je velmi vhodna pro testovani citlivosti bakterie na antibiotika po selhani 1 nebo
2 lécebnych kur a k typizaci mikroorganismu.
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5.1.2 Pfimé metody neinvazivni

Vysledky pfimych neinvazivnich metod odrazeji situaci v celém organismu a nejsou
limitovany nerovnomérnou distribuci H. pylori na Zalude¢ni sliznici. Pacienty je jisté
vnimano pozitivné, ze nejsou spojeny s diskomfortem endoskopického vysetieni. Lze je
s vyhodou pouzit i u malych déti. Nevyhodou mize byt jejich omezend dostupnost
v nékterych regionech nebo vyssi cena.

5.1.2.1 Dechové testy

Funk¢ni dechové testy pro gastroenterologii byly objeveny jiz v 50. letech 20. stoleti a
v klinické praxi se zagaly vyuzivat asi o 20 let pozdg&ji. V Ceské republice se pouzivaji od zafi
1997 a dosud nejvétsi zkuSenosti maji s touto metodou ve Fakultni nemocnici v Hradci
Kralové [11]. Evropska spolecnost pro studium Helicobacter pylori (ddle EHPSG) oznacila
na Maastrichtském jednani v roce 2000 dechovy test, spolu s testem na stanoveni antigenu
ve stolici (HpSA), metodou volby v diagnostice infekce H. pylori [27].

Dechové testy pro diagnostiku infekce H. pylori jsou zaloZzeny na peroralnim podani
definovan¢ho mnozstvi izotopem znafené urey pacientovi. Je-li pacient nositelem této
infekce, je urea v jeho Zaludku hydrolyzovana bakteridlni uredzou na amoniak a izotopem
znaCeny oxid uhlicity, ktery je krvi pfenesen do plic a jeho mnozstvi je méfitelné
ve vydechovaném vzduchu.

Zpocatku byl ke znadeni urey pouzivan radioaktivni izotop uhliku '*C. S ohledem
na ionizujici zafeni mohla byt tato metoda provadéna pouze na specializovanych pracovistich
a nemohl byt pouzivan u gravidnich Zen ani u déti. Pfestoze davka ionizujiciho zafeni byla
maléd (jeho polocas rozpadu je 5 730 let), v fadé¢ zemi se z radiologickych a hygienickych
divodii od jeho klinického pouziti upousti.

Od 80. let minulého stoleti se v dechovych testech zacal pouZzivat neradioaktivni
izotop °C, ktery je stabilni a v p¥irods i v lidském téle se b&Zn& vyskytuje. Tento izotop byl
Evropskou unii doporu¢en k vyuziti v oblasti diagnostiky i klinického vyzkumu [11].

Pomér mezi mnozstvim vydechovaného izotopem znaceného *CO, a '>CO,, ktery je
ve vydechu fyziologicky pfitomen, se zjisStuje metodou hmotnostni spektrometrie,
infracervené spektrofotometrie nebo metodou vyuzivajici laser a vztahuje se k plynu
referen¢nimu'. Méfeni se provadi ve vzorcich dechu odebranych pfed podanim znatené urey
a 30 minut po ném. Rozdil téchto dvou hodnot se oznacuje jako tzv. ,,0 excess* a vysledek
testu je povazovan za pozitivni, pokud je rozdil pomérti mezi vzorkem odebranym v ¢ase Tj
a Ty vetsi nez 5 %eo.

Dechové testy maji specificitu 93-99 % a senzitivitu 90-95 % [16] a jsou metodou
volby v ptipadech, kdy neni indikovdno endoskopické vySetteni. Tyto testy jsou globalni,
odrazi tedy situaci v celém organismu a jejich vysledek neni ovlivnén nerovnomeérnou
distribuci H. pylori na sliznici zaludku. Pozitivni vysledek indikuje aktivni infekei H. pylori a
proto jsou dechové testy spolehlivé pouzitelné pro diagnostiku. Velmi se hodi také
pro kontrolu efektu eradikace H. pylori a pro pacienta neptedstavuji zddnou zatéz. Vysledek
testu mize byt faleSn¢ negativni 4-6 tydnti po ukonceni 1éCby inhibitory protonové pumpy,

! Referenéni plyn — kultivaci rozsivek ziskany superéisty CO, s piesné definovanym obsahem '*C a ">C
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antibiotiky nebo preparaty vizmutu a doporucuje se tedy pouzivat dechovy test az za 4 tydny
po této terapii. Tyden pied vySetienim se doporucuje vysadit 1écbu antagonisty Hj-receptort.
Vysledek téchto testi ovlivituje také motilita Zaludku, jeho anatomie a pfipadné poruchy jeho
vyprazdinovani a proto se provadi nalacno. Dechovy test se da kdykoliv opakovat a bez rizika
pouzit i u déti a pti gravidite. Je vhodny pro vysetfeni velkych populacnich skupin a v praxi se
vyuziva pii hodnoceni vysledka epidemiologickych studii [12].

[ u nds jsou dostupné komercni soupravy dechovych testli k jednoduchému odbéru
vzorkli v domécich podminkach. Takto ziskané vzorky se pak ve specidlni zkumavce zasilaji
k vyhodnoceni do laboratofe. Zkumavky nevyzaduji zadné zvlastni skladovaci podminky,
stanoveni je reprodukovatelné 1 po n¢kolika tydnech a test je ekologicky.

Dechové testy sice vyzaduji velké investice do pfistrojové techniky, na druhou stranu
pii pouziti automatickych analyzatorti je mozné najednou vysettit stovky vzorki a vysledek je
dostupny v fadech minut [11].

5.1.2.2 Prikaz pritomnosti specifického antigenu HpSA ve stolici

HpSA (Helicobacter pylori stool antigen) je somaticky antigen, ktery se nachdzi
ve stolici osob infikovanych H. pylori a opét vymizi do 4 tydnl po jeho eradikaci. Testy
pro prokazani pfitomnosti antigenu HpSA jsou zaloZeny na jeho reakci s polyklonalnimi nebo
monoklondlnimi protilatkami. Vznikly komplex antigen-protildtka l1ze detekovat nckterou
z imunologickych technik. Nejcastéji se pouziva metoda ELISA nebo novéji
imunochromatograficky test. Tento zpasob diagnostiky infekce H. pylori neni narocny
na pfistrojové vybaveni. Pfi pouZziti imunochromatografického testu je evaluace mozna
bez laboratorni techniky béhem nékolika minut ptimo v ordinaci, vysledky metody ELISA lze
vyhodnotit fotometricky. Specificita a senzitivita této metody je srovnatelnd s dechovymi
testy [24] a nejvice zavisi prave na zpusobu detekce komplexu antigen-protilatka.

Tato metoda diagnostiky infekce H. pylori je pro pacienta z hlediska odbéru vzorku
nenaro¢na, ackoliv je nutno manipulovat s infek¢nim biologickym materidlem. Laboratot
obvykle poskytne pacientovi odbérovou nddobku s plastovym jadrem v podob¢ 1zicky, kterou
je vzorek odebran a znovu uzavien do nadobky. Hodnoceni vzorku se provadi v laboratofi a
po zmrazeni ho Ize skladovat po dobu n¢kolika mésicti [32].

Pouziti této metody zéachytu infekce H. pylori je zplsobem =ziskavani vzorku
pro testovani zejména vhodné v pediatrii, kde se také s aplikaci této metodiky zacinalo.
U dospélych ji lze pouzit jako dopliikovou metodu u pacienti s chronickou gastritidou,
viedovou chorobou gastroduodena, karcinomem Zaludku a nékterych dalSich onemocnénich,
pii nejednoznacném vysledku sérologického vySetieni. Prikazem ptfitomnosti specifického
antigenu ve stolici je také mozné monitorovat Uispés$nost eradikace této infekce.

Vzhledem ke skuteCnosti, ze se jednd o neinvazivni, globalni, levnou a snadno
dostupnou metodu, je velmi vhodnd pro screeningové vySetfeni nebo pro pouziti
v epidemiologickych studiich. V roce 2001 byla ve spolupraci Détské kliniky Fakultni
nemocnice a Lékarské fakulty Univerzity Karlovy v Plzni s Oddé¢lenim sérologie
Mikrobiologického ustavu Fakultni nemocnice Plzen zjiStovdna pfitomnost antigenu
H. pylori ve stolici u skupiny 93 déti [29]. Ve skupin€ bylo 42 chlapcii a 51 divek ve véku
od dvou do osmnacti let. VSem byl endoskopicky odebran vzorek antralni a korporalni
sliznice Zaludku a proveden prikaz ptfitomnosti H. pylori v odebranych vzorcich
histologickym vySetienim a uredzovym testem. Soucasti studie bylo vySetfeni pfitomnosti
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antigenu HpStAR” ve stolici a provedeni sérologie IgG. Vysledky HpStAR byly ode&itany
spektrofotometricky a vysledky sérologickych vySetfeni se stanovovaly pomoci
diagnostického setu pro prikaz HpSA, u kterého nebyla zndma specificita, senzitivita a
vhodnost pouziti u déti. Pozitivita infekce H. pylori byla prokazdna u 26 déti (27,9 %),
u67déti (72,1 %) byl vysledek vySetteni hodnocen negativné. U testu pro vySetfeni
ptitomnosti antigenu HpStAR ve stolici byla zjiSténa senzitivita 96,1 % a specificita 98,5 % a
tyto hodnoty ho fadi mezi testy velmi spolehlivé pro diagnostiku infekce H. pylori
1 pro monitorovani uspéchu farmakoterapie. Vysledky sérologickych vySetfeni IgG byly
o néco méné€ povzbudivé, zjisténa senzitivita byla 88,5 % a specificita 70,2 %. Z vysledkil
ro¢ni srovnavaci studie vyplyva, ze test pro vysetfeni pfitomnosti antigenu HpStAR ve stolici
je mozné u déti doporucit a je vhodnym doplikem diagnostiky i monitorovani tspéchu
eradikace.

5.1.3 Ostatni metody

Na rozhrani mezi metodami invazivnimi a neinvazivnimi stoji ostatni pfimé metody.
Patfi mezi né predev§im molekularni techniky, které jsou zalozené na principu detekce
cilového fragmentu DNA H. pylori po jeho amplifikaci. Prokazuje se jimi pfitomnost
infekéniho agens, ale kromé vzorkii ziskanych biopsii umoziuji vySetfeni pfitomnosti
H. pylori 1 ve vzorcich zevniho prostfedi (napf. ve vod¢) nebo ve vzorcich silné
kontaminovanych jinymi bakteriemi nebo materidlem (napf. ve stolici nebo ve slinach). Tyto
metody jsou velmi technicky naro¢né, finan¢né nakladné a rozhodné se nepouzivaji k rutinni
diagnostice. Vyznacuji se vysokou specificitou a senzitivitou a uplatiiuji se zejména
ve vyzkumu a v epidemiologii. S jejich vyuzitim neziskame cely hledany organismus, tak
jako je tomu napf. u kultivace, ale nalezem fragmentu DNA bakterie, ktery je pro ni
specificky a odliSuje ji od jinych mikroorganismti, prokdzeme jeji piitomnost.

5.1.3.1 PCR

Nejcastéji pouzivanou molekularni technikou, kterd se v soucasnosti pouziva
pro zjistovani pfitomnosti H. pylori, je metoda PCR (polymerase chain reaction,
polymerazova fetézova reakce). Byla vyvinuta v roce 1983 v laboratofich Cetus Corporation
v Emeryville v Kalifornii a je zalozena na detekci vybraného fragmentu bakteridlni DNA
po jeho enzymatické amplifikaci (namnozeni) [23].

Vlastni reakéni cyklus probiha v cykléru v amplifika¢nich zkumavkach, které se
naplni roztokem obsahujicim DNA izolovanou ze vzorku a reakéni smési. Reakéni smés
obsahuje vhodng zvolené primery’, deoxynukleotidtrifosfaty (dATP, dTTP, dCTP a dGTP),
termostabilni DNA-dependentni DNA-polymerazu (napt. Taq DNA polymerazu izolovanou
z bakterie Thermus aquaticus) a pufr s obsahem hotecnatych iontt. Jako cilové fragmenty

* HpStAR — metoda stanoveni piitomnosti specifického antigenu HpSA ve stolici zaloZend na jeho
reakci s monoklonalnimi protilatkami

? primer (Gesky o¢ko) — jednofetézcova in vitro syntetizovana sekvence DNA, ktera je komplementérni
k DNA cilového fragmentu
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pro amplifikaci se vyuzivaji cca 20—100 bazi dlouhé sekvence DNA, které jsou druhové nebo
rodové specifické a maji nizkou pravdépodobnost vzniku bodovych mutaci. V piipadé
H. pylori jde nejcastéji o sekvence DNA kodujici geny pro tvorbu ureazy, gen cagA, vacA
nebo iceA. Specifické primery, které¢ jsou pii metodé¢ PCR pouzity, jsou komplementarni
k obéma antiparalelnim vlakntim DNA, ale nemély by byt komplementarni k sobé navzajem.

PCR probihd ve tfech casové a teplotné odliSnych fazich. Jednotlivé faze jsou
iniciovany pouze zménou teploty a doba jejich trvani je zavisla na délce amplifikovanych
usekti DNA. Deoxyribonukleova kyselina H. pylori izolovana z vySetfovaného vzorku se
nejprve denaturuje pii teploté 94 °C. Vodikové mustky mezi komplementarnimi purinovymi a
pyrimidinovymi bazemi obou vldken DNA se rozrusi, dojde k rozvolnéni dvousroubovice a
vzniknou dvé jednofetézcové (matricové) DNA. Béhem druhé (anelacni) faze, provazené
fizenym ochlazenim na 52-60°C, dochazi k nasednuti (anelaci) specifického primeru
na komplementarni sekvenci matricové DNA. V prub¢hu treti (elongacni, polymeracni) faze
je pfi teplot€¢ 72°C na zdkladé¢ komplementarity bazi syntetizovano nové vldkno DNA
od 3" konce primeru. Po jednom cyklu PCR dé4 puvodni dvouietézcova DNA vznik dvéma
amplikontim, z nichz kazdy ma jedno vldkno pivodni DNA a jedno nov¢ syntetizované. Pocet
amplikont po kazdém cyklu exponencialné roste a ptiblizné po 30 cyklech (tj. pfi teoretickém
potu amplikoni 2°°) je koncentrace hledaného fragmentu dostate¢na, aby mohl byt
spolehlivé detekovan bud’ elektroforézou nebo pomoci hybridiza¢nich sond.

Metodou PCR je mozné jasn¢ prokdzat ptitomnost H. pylori nejen ve vzorcich
zaludecni sliznice odebranych pii biopsii, ale 1 v jiném biologickém materidlu (napf.
ve slinach nebo stolici). Lze ji aplikovat i pro identifikaci této bakterie v zevnim prostredi,
které¢ obsahuje 1 mnoho jinych mikroorganismii. Pro tuto metodu je postacujici mnozstvi
templatové* DNA mezi 1 a 500 ng a je mozné ji proto pouzit i kdy? je ve vzorku genetického
materialu malo [23]. V literatufe se uvadi, ze senzitivita této metody je 95-99 % a specificita
99-100 % [16].

Metoda PCR neni pro svou technickou a ekonomickou naro¢nost rutinni diagnostickou
metodou. Dala by se pouzit v primarni diagnostice i pro kontrolu uspésnosti eradikace
pii vySetfovani bioptickych vzorkli Zalude¢ni sliznice, ale mame v téchto indikacich
k dispozici tadu jinych, jednodussich, levnéjsich a zaroven rychlejSich metod (napft. rychly
ureazovy test k primdrni diagnostice nebo dechové testy pro kontrolu po ukonceni
farmakoterapie). Nelze ji pouZzit pro stanoveni citlivosti H. pylori na antimikrobialni 1écbu,
protoze metodou amplifikace neziskdme celé bakterie, ale jen fragmenty jeji DNA. Uziti
nachazi hlavné ve vyzkumu a epidemiologii, napt. pro detekci kontaminace pitné vody nebo
pro poddruhovou identifikaci H. pylori.

5.2 Nepfimé metody - sérologické

Zaludeéni sliznice reaguje na kolonizaci H. pylori vétSinou zandtem, ktery je
provazeny lokalni i systémovou imunitni reakei s tvorbou specifickych protilatek IgG, IgA a
IgM. Samotna imunitni reakce organismu sice k eliminaci této bakterie nestaci, ale lze ji
vyuzit k rozpoznani infekce v ptipadech, kdy je kontraindikovano invazivni vysSetieni.
Principem sérologickych metod je tedy detekce specifickych protilatek proti H. pylori v séru
pacienta.

* templat — jednovlaknova molekula DNA, ktera vznika denaturaci dvouvlaknové DNA a slouZi jako
matrice pro replikaci
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Vysledek sérologickych testll je vzdy nutno interpretovat v kontextu s ostatnimi
vySetfenimi, se symptomy onemocnéni a klinickym néalezem. Pozitivita téchto testli nemusi
vzdy indikovat akutni infekci gastrointestindlniho traktu, protoze protilatky proti H. pylori
mohou byt pfitomny v séru pacienta i nékolik mésicti nebo let po uspésné farmakoterapii
[16]. Negativni vysledek znamend, Ze v séru neni detekovatelné mnozstvi protilatek a k tomu
muze dojit také v ¢asné fazi infekce, nejen pii jeji nepfitomnosti. FaleSné negativni mtize byt
vysledek testu rovnéz u imunokompromitovanych pacientli, u déti nebo u starych lidi.

Sérologické vySetfeni specifickych protildtek proti H. pylori piredstavuje
pro praktického lékatre nejlevnéjsi, nejjednodussi a také snadno dostupny zpisob detekovani
této infekce. Krevni vzorek se pro sérologické vysetfeni odebira asepticky ze zily a sérum se
pfipravuje béznou laboratorni technikou. Pro odbér vzorku neni nutné pfedchozi lacnéni, ale
siln¢ lipemicka séra mohou vést k chybnému vysledku. Také pii pouziti hemolyzovanych
nebo mikrobidlné kontaminovanych sér nebo pii nedodrzeni pracovniho postupu mohou byt
vysledky nejednoznacné.

V sérologickych testech pro diagnostiku infekce H. pylori se obvykle vySetiuji
protilatky tfidy IgG. Protilatky tfidy IgM mohou byt detekovatelné v Casnych stadiich aktivni
infekce. Hladiny protilatek tfidy IgG a IgA stoupaji v pribéhu infekce a pokud neni
eradikovana zastavaji vysoké. Po ispésné eradikaci H. pylori antimikrobialni terapii dochéazi
k pozvolnému poklesu hladin obou téchto tfid protilatek. Na polovi¢ni hodnoty svého maxima
z doby akutni infekce se ale dostavaji az cca po pil roce od ukonceni farmakoterapie [26].
Specifické protilatky proti H. pylori jsou detekovatelné i v moci a slinach pacienta [24].

Existuje mnoho imunologickych a sérologickych technik, kterymi se daji protilatky
proti H. pylori v séru stanovit, napt. hemaglutinace, imunofluorescence, fixace komplementu,
bakteridlni aglutinace, latexové testy, imunoblot a tada dalSich. Nejcastéji pouzivanou je
bezpochyby metoda ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay). Jde o nekompetitivni
imunochemickou metodu, kterda ma obvykle ,sendvicové uspotradani. Vhodny antigen
H. pylori je zakotven na pevné fazi, napt. plastikové mikrotitracni desticce. Po inkubaci a
odstranéni nenavazané¢ho antigenu promytim, se piidava vysetfované nafedéné sérum.
Vznikly imunokomplex je potom detekovan sekunddrnim enzymem znacenou protilatkou
proti lidskému imunoglobulinu a vysledek se hodnoti denzitometricky. Tato metoda
umoznuje detekci 1 velmi malych mnozstvi protilatek ve vzorku, je rychlé a relativné levna.
Jeho specificita a senzitivita je velmi zavisla na volbé antigenu H. pylori, ktery je zakotven
napevné fazi. VySetieni je technicky nenarocné, snadno dostupné a vysledek je
reprodukovatelny jednoduchym zptisobem.

Vysledky sérologickych vysSetfeni ziskanych z rGznych laboratoii mohou byt nékdy
srovnatelné pouze kvalitativné, protoze jednotlivd pracovisté mohou pouzivat k vyjadieni
vysledki téchto testli odlisné zplisoby (napf. index, titr, jednotky nebo absorbanci).

Specificita sérologickych testli se pohybuje okolo 90 %, senzitivita je 80-90 % [16].
Aby specificita a senzitivita tohoto vySetieni byla co nejvyssi, je poteba v testu pouzit takové
antigeny H. pylori, které jsou spole¢né pro vSechny kmeny této bakterie a zaroven je u nich
mala pravdépodobnost, ze by doslo ke zkiizené reakci protilatek proti t€émto antigeniim
s antigeny jinych mikroorganismil.

Podle specificity mizeme rozdé¢lit antigeny H. pylori na:

vysoce specifické — antigeny s molekulovou hmotnosti 26, 29, 95 a 120 kDa
druhové specifické — antigeny o molekulové hmotnosti 19 a 30 kDa
pravdépodobné specifické — antigeny s molekulovou hmotnosti 17 a 33 kDa
nespecifické — antigeny o molekulové hmotnosti 13, 41, 50, 54, 57, 66, 67 a 75
kDa
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Pro sérologickd vysSetfeni je tedy vhodné vybirat antigeny H. pylori s vysokou
specifitou, které jsou charakteristické pro tohoto patogena a vyrazné¢ ho odlisuji od ostatnich
bakterii. UGelné je pouziti napf. antigenu s molekulovou hmotnosti 120 kDa (odpovida
proteinu CagA), 95 kDa (indikuje pfitomnost vakuoliza¢niho cytotoxinu) nebo 29 kDa
(ukazuje na nalez lehké podjednotky uredzy). Naopak antigen o molekulové hmotnosti
66 kDa, ktery je asociovan s tézkou podjednotkou uredzy, obsahuji i jiné¢ uredza-pozitivni
bakterie a mize tedy byt pfi¢inou zkiizené reaktivity mezi H. pylori a touto skupinou
mikroorganismi. Nebo napf. antigen s molekulovou hmotnosti 54 kDa, odpovidajici
bilkoving flagelinu, je charakteristicky pro bakterie opatfené biciky a mohl by se stat rovnéz
pric¢inou fale$né pozitivity vysetfeni.

K dispozici pro ambulantni diagnostiku jsou také tzv. rychlé testy na bazi sérologie
nebo plné krve po jejim kapildrnim odbéru. Vysledek 1ze odecist béhem nékolika malo minut,
ale tyto testy maji niz8i specificitu a senzitivitu v porovnani s metodou ELISA.

Sérologie je pro svoji neinvazivitu, relativné nizkou cenu a snadné provedeni vhodna
pro vySetfeni vétSich vzorkl populace, zejména v ramci epidemiologickych studii. Lze ji
pouzit rovnéz pro vyhledavani H. pylori v rodinach pacientti s komplikovanym pribéhem
chorob, které jsou s touto infekci asociovany. Miize byt indikovana také jako screening
rizikovych nemocnych, napf. u pacienti po transplantaci ledvin, u kterych infekce H. pylori
zvySuje riziko vzniku peptického viedu s krvacenim. Dlouhodobou analyzou kinetiky hladin
protilatek proti H. pylori u jednotlivych pacientli je mozné posuzovat efekt antimikrobialni
terapie. Pro ¢asnou kontrolu ucinnosti eradikacni 1écby ale sérologické testy pfili§ vhodné
nejsou, nebot’ hladiny protilatek proti antigenim H. pylori mohou klesat jen pozvolna a byt
tak pticinou falesné¢ pozitivnich vysledk.

6. Terapie infekce H. pylori

Evropskd spolecnost pro studium problematiky H. pylori (EHPSG — European
Helicobacter Pylori Study Group), zalozena roku 1987 v Copenhagenu, uspotadala v roce
1996 v Maastrichtu konferenci, ktera se zabyvala terapii infekce H. pylori, upravenim
pravidel 1écby a doporucenim vhodnych terapeutickych postupti [16]. Indikace k 1écbé byly
rozdéleny podle stupné diagnostické zavaznosti do 3 kategorii:

e absolutni - o 1écbé neni pochyb (zaludecni a duodendlni viedy, anamnéza
peptického viedu, symptomaticka erozivni duodenitida, MALT lymfom
s nizkym stupném malignity, gastritida s t¢Zkou abnormalitou, stav po resekci
zaludku pro karcinom, M. Ménétriere )

e relativni - pfimy uzitek terapie nelze prokazat, ale 1ze ho predpokladat (rodinna
anamnéza viedové choroby nebo karcinomu zaludku, stav po operaci zaludku
pro jakoukoliv benigni chorobu, atrofickd gastritida a intestinalni metaplazie,
erozivni  gastritida, neviedovd gastropatie pfi uzivani nesteroidnich
antirevmatik, hyperplastické polypy)
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e kontroverzni - terapii nelze jednozna¢né doporucit, pfimy pozitivni efekt nebyl
prokdzan a nelze ho ani predpokladat (prevence karcinomu zaludku,
dlouhodoba 1écba inhibitory protonové pumpy, funkéni dyspepsie, Zollinger-
Ellisontiv syndrom, infekce tzv. ulcerogennimi kmeny - vacAl a iceAl,
asymptomatické osoby, extradigestivni onemocnéni — ischemickd choroba
srde¢ni, chronicka urtika, hypertenze, atd.).

Lze predpokladat, ze tyto indikace budou jesté revidovany v souvislosti s rozsifovanim
znalosti o vztahu mezi infekei H. pylori a n€kterymi chorobami.

21. a 22. zatfi 2000 byly vysledky této konference ptrehodnoceny a shrnuty
v Maastrichtském konsenzu 2, ve kterém byly indikace k eradikaci rozdéleny na silné
doporucené, doporucené a nejisté [27]. Eradikace H. pylori smi byt provadéna jen
po potvrzeni této infekce jednou diagnostickou metodou. Vysledky tohoto konsenzu nejsou
prijimany odborniky v oboru gastroenterologie bez vyhrad. Obecné je piijimano doporuceni
detekce uredzové aktivity dechovym testem a antigenu HpSA ve vzorku stolice jako metod
primarni diagnostiky a k ovéreni efektu eradikacni terapie. V ramci Evropské unie ale tento
konsenzus nardzi na rozdily v dostupnosti diagnostickych testi a gastroskopie a také
na odlis$nosti ve financovani a organizaci zdravotni péce v jednotlivych statech.

Schémat terapie infekce H. pylori je dnes jiZ velmi mnoho a zdaleka ptesahuji téma
této prace. Dulezité je pripomenout, ze po spravné stanovené diagndze této infekce mame
k dispozici u¢innou eradikacni terapii a po ni nasleduje i uzdraveni nemocného. Pro uspéch
1é¢by je nutna rovnéz compliance pacienta, protoze musi pravidelné po rizn¢ dlouhou dobu
uzivat vétsi mnozstvi tablet a farmakoterapie miize byt provazena i n¢kterymi nezadoucimi
ucinky (napt. gastrointestinalnimi obtizemi nebo alergickymi reakcemi). Stale Castéji také
dochazi ke vzniku rezistence na pouzivand antibiotika. U pacientii, u kterych pokus
o eradikaci selhal, je ale mozné na zakladé¢ nového kultivaéniho vySetfeni a stanoveni
citlivosti na ATB zvolit jiné 1é¢ebné schéma.

7.1 Pavod kment H. pylori

V praktické ¢asti moji bakalarské prace jsem pracovala s 20 kmeny H. pylori, které
byly ziskany od pacientl s diagnézou viedové choroby duodena. Tato diagnoza u nich byla
stanovena na  zadklad¢  endoskopického  nalezu.  Pacienti  byli  vySetfovani
na gastroenterologickych oddé€lenich Interni a Chirurgické kliniky Fakultni nemocnice Motol
v letech 2000-2002. Od vsech byly biopsii ziskany vzorky duodendlni sliznice, které byly
podrobeny mikrobiologickému vySetfeni. Ve vzorcich byl u vSech kmenii H. pylori stanoven
metodou PCR genotyp cagA a vacA a metodou imunoblotu byl zjistén fenotypovy projev
CagA proteinu.
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7.2 Material a metody

7.2.1 Biopsie

Bioptické vzorky od vSech osob v souboru byly standardné odebirany vzdy z velké a
malé kurvatury antra a téla Zaludku. K endoskopii byly pouzity fibroendoskopy firmy
Olympus s progradni optikou (Q20, XQ20). Vzorky pro mikrobiologicka vySetfeni byly
ukladany do transportniho média a urychlené pfedavany do laboratotfe. Do 2 hodin po odbéru
byly zpracovany homogenizaci a vySetfeny mikroskopicky, kultiva¢né a uredzovym testem.

7.2.2 Kultivace

Kultivaéni vysetieni bylo provadéno v mikroaerobnim prostiedi (Anaerocult C firmy
Merck) pii teploté 37 °C po dobu 4—7 dni. Kultiva¢ni pidy byly piipravovany z Columbia
agaru obohaceného 4-10 % koniské krve a 7 % koniského séra. K zakladu, ktery byl zahraty
na 80 °C, byla pfidana obohacovadla A a F (Dulab). Kultivaci byly ziskany jednotlivé kmeny
H. pylori. Jejich identifikace se opirala o mikroskopickou morfologii bakterii, o hodnoceni
vzhledu kolonii a prikaz enzymové aktivity uredzy, katalazy a oxiddzy. Bakteridlni kmeny
byly pasazovany na tuhych kultivac¢nich ptidach a pteoCkovany vzdy po 3—4 dnech inkubace
pti 37 °C v mikroaerobnim prostiedi. PasaZovanim bylo ziskdno dostatecné mnoZstvi vlhké
masy pro dalsi vysetfeni.

7.2.3 Metody elektroforézy a imunoblotu

7.2.3.1 Priprava proteinovych extraktu

Kmeny byly po pasazovani suspendovany ve vzorkovém pufru (0,0625 M Tris-HCI
obsahujicim 2 % SDS, 5 % 2-merkaptoethanolu a 10 % glycerolu) v poméru 0,1 g vlhké masy
v 1 ml. Suspenze byla zahtata (100 °C/10 min.) a centrifugovana (14 000 g/30 min.).
Supernatanty byly rozdéleny po 50 ul a uchovany do pouziti pii teploté -18 °C.
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7.2.3.2 SDS-PAGE

Elektroforéza na polyakrylamidovém gelu s dodecylsulfaitem sodnym (SDS-PAGE,
sodium dodecyl sulfat polyakrylamidova gelova elektroforéza) byla provedena metodou
popsanou Laemmlim a standardizovanou Jackmanem, Academic Press, London,
1985: s. 115-128, ve vertikdlnim usporadani v gradientovych gelech s 5 % ostficim gelem
(linedrni gradient 5-20 %) o velikosti 150x150x1 mm. Vzorky byly nanaseny po 20 pl
do 10 stop/gel  soucasné¢ s proteinovymi markery (Sigma, MW-SDS-6H; HW a
LW Pharmacia). Po prob&hl¢ elektroforéze byly gely barveny Coomassie Brilliant Blue R 250
nebo byl proveden elektroforeticky pienos na nitrocelulézovou membranu. Elektroforéza
probihala 3—4 hod, pfi konstantnim proudu 100 mA.

7.2.3.3 Imunoblot

Pienos rozdélenych proteinovych slozek na nitrocelulézovou membranu (Serva
NC 45) byl proveden v Tris-glycinovém pufru (25 mM Tris, 190 mM Glycin, 20 % Methanol
resp. 50 mM Tris, 380 mM Glycin, 0,1 % SDS, 20 % Methanol) pfi konstantnim napé&ti
55 V/14 hod. Nitrocelul6zova membrana byla dale blokovana (PBS, 3 % Tween 20; 60 min.,
pti 20 °C), inkubovana s primarni protilatkou (1: 200 v 0,05 % Tween 20/PBS; 60 min., 20 °C
nebo 10 hod., 4 °C) a po promyti s praseci protilatkou konjugovanou s peroxidazou (1: 1 000;
SwAHU/IgG Px, USOL; 60 min., 20 °C). Detekce peroxidizové aktivity byla provedena
3,3’- diaminobenzidinem (6 mg 3,3’- diaminobenzidine, Lachema Brno, v 10 ml 50 mM Tris,
pH 7,6; 10 ul 30 % H»0y).

7.2.3.4 Detekce CagA proteint

Po elektroforetickém rozdéleni volnych proteini kment H. pylori v gradientovém
gelu a pfenosu na nitrocelulozovou membranu byla pifitomnost proteini velikosti
odpovidajicich CagA proteiniim sledovana pomoci sér detekujicich tento protein a ovéienych
imunoblotem (BAG-Pylori-Blot, BAG Med. AG ) a ELISA testem (Helicobacter
p120 ELISA, VIVA diagnostika). Pfitomnost CagA proteinu u kmene byla hodnocena
kvalitativné (CagA+ a CagA— kmen) a semikvantitativné — intenzita reakce v imunoblotu a
tedy intenzita produkce CagA proteinu u CagA+ kment byla hodnocena stupnici 0.5, 1, 2, 3.
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7.2.3.5 PCR a typizace pomoci zachytnych hybridizaénich sond

Izolace DNA ze vzorku byla provedena lyza¢nim roztokem Amplicor respiratory
specimen preparation kit (Roche Diagnostics) s proteindzou K pii teplot¢ 60 °C po dobu
30 minut (100 pl suspenze bakteridlni kultury pfipravené z 1 klicky a 400 pl roztoku).
Optimalizace pH byla provedena pfidanim 100 pl neutralizacniho roztoku z téZe soupravy.
Kazdy vzorek byl centrifugovan po dobu 5 spii 12 000 otdckach/minutu k zajisténi
sedimentace pevnych zbytkd. Z kazdého vzorku byly odebrany 3 aliquoty po 50 pl
pro 3 razné amplifikacni reakce:

e Amplifikace 1: primery HEPYcagA AF+, HEPY cagA AR- (20), profil Hold
50 C/5 min, 2x (95 C/30 s, 55 C/20 s, 72 C/30 s), 35x (90 C/30 s, 60 C/20 s,
72 C/30 s), Hold 72 C/5 min

e Amplifikace 2: primery HEPY vacAm HPMGF, HEPY vacAm MRI (20),
profil Hold 50 C/5 min, 40x (94 C/45 s, 55 C/45 s, 72 C/1 min), Hold
72 C/5 min

o Amplifikace 3: primery HEPY vacAs VA1F, HEPY vacAs VAIR (20), profil
shodny s amplifikaci 2

Primery pouzité pii amplifikac¢nich reakcich jsou uvedené v tabulce €. 1.

Tabulka €.1: Primery pouzité pri amplifika¢nich reakcich

Gen Popis Pocet Poradi nukleotidi
(alela) bazi

cag Al | Hepy cagA AF(+) 24 |5'-TTG ACC AAC AAC CAC AAA CCG AAG — 3
Hepy cagA AR(-) 22 | 5-CTT CCC TTA ATT GCG AGA TTC C - 3

vac As | Hepy vacAs VAIF(+) 21 | 5'- ATG GAA ATA CAA CAAACACAC-3
Hepy vacAs VAIR(-) 19 | 5'-CTG CTT GAA TGC GCC AAA C -3’

vac Am | Hepy vacAmHPMGF(+) 21 [5'-CAG AGC CACTTT CAA TAA CGA -3’
Hepy vacAm MR1(-) 19 | 5'-TGA GCT TGT TGA TAT TGA C - 3’

Amplifikaéni reagencie v mnozstvi 50 pul PCR ELISA DIG LABELING™"® (Roche
Molecular Biochemicals, kat. ¢. 1835297), polymeraza Taq DNA polymerase T. aquaticus
BM, recombinant E. coli 5 j./ml (Roche Molecular Biochemicals, kat. ¢. 1146165). Vlastni
PCR probihala v cyklérech PERKIN-ELMER 2400. Ovéfeni mnozstvi amplikont
po skoncené amplifikaci bylo provedeno submersni elektroforézou v 1 % agaroze.
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Typizace vacA a cagA genl byla provadéna pomoci biotinylovanych specifickych
hybridiza¢nich sond HEPY cagAprol, HEPY vacA P1Sla, HEPY vacA P2s1B, HEPY
vacA P2S2, HEPY vacAm P1MI1, HEPY vacAm P1M2 (20). K imobilizaci biotinylovanych
zachytnych hybridizac¢nich sond bylo vyuzity polystyrenové stripové mikrodesticky pokryté
streptavidinem (Roche Molecular Biochemicals). Zachycené jednotetézcové amplikony byly,
po predchozi denaturaci ds-produktu, prokazovany komeréni soupravou PCR ELISA DIG
Detection (Roche Molecular Biochemicals, kat. ¢. 1636111). Vysledky reakce byly odecitany
na optickém denzitometru Dynatech MRX pii vlnové délce 405 nm. Hybridizacni sondy
pouzité pii typizaci vacA a cagA genl jsou uvedené v tabulce ¢.2.

Tabulka ¢.2: Hybridiza¢ni sondy pouZité pro genotypizaci

Gen |Zn. Popis Pocet Poradi nukleotidi
bazi

cag A I | Hepy cagA prol-BIO 20 | 5'- GTT GAT AAC GCT GTC GCT TC - 3’
vacAsla | II |Hepy vacA P1S1a-BIO 20 5'- GGA GCA TTG GTC AGC ATC AC -3’
vacAsla | III | MOD2-2/Hepy vacAPS1a-BIO 20 | 5'- GGA GCA TTA GTC AGC ATC AC - 3’
vacAslb | IV | Hepy vacA P2S1b-BIO 19 |5'-GTT TTA GCA GGA GCG TTG A - 3’
vacAs2 V | Hepy vacA P2S2-BIO 20 | 5'-GAT CCC ATA CAC AGC GAG AG - 3’
vacAml | VI |Hepy vac AmPIM1-BIO 19 |5-TTG ATA CGG GTA ATG GTG G - 3’
vacAm2 | VII | Hepy vac AmP1M2-BIO 21  |5'- ACG AAT TTA AGA GTG AAT GGC - 3’

7.3 Vysledky a diskuse

Ve sledované skupiné 20 pacientli s viedovou chorobou duodena bylo 13 muzi (tj.
65 % z celkového poctu pacientil) a 7 Zen (35 %) ve véku od 23 do 87 let. Primérny vek
pacientd byl 48,5 roku, a to 44,6 roku ve skupiné¢ muzi a 55,6 roku ve skupin¢ zen. Diagn6za
viedové choroby duodena byla u vSech pacientl potvrzena endoskopickym vySetfenim.

Pti endoskopii byly vSem pacientim biopticky odebrany vzorky antralni a korporalni
sliznice Zaludku pro mikrobiologické vySetfeni (mikroskopie, kultivace a uredzovy test).
Identifikace H. pylori byla podlozena mikroskopickou morfologii této bakterie, hodnocenim
vzhledu jejich kolonii na kultiva¢nich pidach a prokdzdnim enzymové aktivity ureazy,
katalazy a oxidazy.

Z kmenit H. pylori, které¢ byly ziskdny kultivaci bioptického materidlu, byly
pfipraveny proteinové extrakty. Po jejich elektroforetickém rozdéleni metodou SDS-PAGE
byla u vSech kmenii H. pylori zjiStovana metodou imunoblotu pfitomnost CagA proteinu.
Soucasné byl také kazdy kmen podroben analyze vacA a cagA gent pomoci metody PCR a
nasledné hybridizace. Vysledky téchto testli u vSech pacientt jsou uvedeny v tabulce €. 3.
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Tabulka ¢.3 Vysledky stanoveni proteinu CagA a vySetieni genotypu cagA a vacA
u pacientii s viedovou chorobou duodena

Cislo Pohlavi Vék CagA genotyp genotyp genotyp
pacienta cagA vacAs vacAm

1 zena 73 3 1 sla, s2 m2
2 zena 87 3 1 sla m?2
3 muz 37 3 1 sla ml
4 zena 53 3 1 sla m2
5 muz 79 3 1 sla,s2 m2
6 zena 67 0 0 s2 m?2
7 muz 33 3 1 sla ml
8 zena 35 3 1 sla,slb,s2 ml
9 muz 74 3 1 sla m?2
10 muz 37 3 1 sla ml
11 muz 53 3 1 sla m2
12 muz 38 3 1 sla ml
13 zena 35 3 1 slb m?2
14 muz 23 3 1 s2 m?2
15 muz 23 3 1 slb ml
16 muz 23 3 1 sla ml
17 muz 38 3 1 sla ml
18 muz 68 1 1 slb m?2
19 muz 54 0,5 1 sla ml
20 zena 39 3 0 sla,s2 m?2

Legenda: CagA - semikvantitativni hodnoceni intenzity produkce (stupnice 0,5, 1, 2, 3)
genotyp cagA - kvalitativni hodnoceni pritomnosti (1) nebo nepritomnosti
(0)genu cagA
genotyp vacAs a vacAm — vysledek typizace vacAs a vacAm alel

Ptitomnost CagA proteinu u kmeni H. pylori, izolovanych od jednotlivych pacienti
s viedovou chorobou duodena, byla posuzovana kvalitativné: CagA protein byl pfitomen
(kmen H. pylori CagA+) nebo nebyl ptfitomen (kmen H. pylori CagA-). Intenzita reakce
v imunoblotu a tedy intenzita produkce CagA proteinu se hodnotila semikvantitativné
na stupnici 0,5 (velmi nizké intenzita), 1, 2 az 3 (vysoka intenzita).

Pritomnost CagA proteinu se prokazala u 19 z 20 kmen, tzn. u 95 % pacientil z této
skupiny, 5 % kmeni (1 ptipad) bylo CagA negativnich (Graf ¢.1). V této sledované skupiné
byly u muzi s viedovou chorobou duodena nalezeny pouze CagA pozitivni kmeny H. pylori
(100 %). Ve stejné skupin¢ u zen byl 1 kmen CagA negativni (14 %) a 86 % kment
(6 ptipadit) CagA pozitivnich (Graf ¢.2).

Pfi semikvantitativnim  hodnoceni byla intenzita produkce CagA proteinu
v 17 ptipadech z 19 CagA pozitivnich kment klasifikovdna stupném 3, a to ve vSech
6 ptipadech ptitomnosti tohoto kmene u Zen a také u 11 muzi. Ve skupiné muzi tedy bylo
stupném 3 hodnoceno 84,6 % piipadi CagA pozitivnich kment, u jednoho muze (7,7 %) byl
CagA pozitivni status klasifikovan stupném 1 a stupen 0,5 byl nalezen rovnéz jen u jednoho
muze (7,7 %).
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Graf ¢.1: Zastoupeni CagA pozitivnich a CagA negativnich
kment H. pylori
u pacientt s viredovou chorobou duodena

CagA-
5%

CagA+
95 %

Graf ¢.2: Zastoupeni CagA pozitivnich a CagA negativnich
kment H. pylori u Zen s viedovou chorobou duodena

CagA-
14 %
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29



Monika Moravcova Diagnostika infekce Helicobacter pylori

Velké procentudlni zastoupeni CagA pozitivnich kmenid v této sledované skuping
pacientd dobie koresponduje i s udaji v odborné literatufe uvadéjicimi, ze tzv. ulcerogenni
kmeny, které byvaji izolovany od pacientl s duodendlnimi viedy, produkuji soucasné
vakuolizaéni cytotoxin (viz dale) i s cytotoxinem asociovany protein CagA [24].

Kmen H. pylori izolovany u Zeny s ¢islem pacienta 6, kterd jako jedinad ve skupiné
pacientd nebyla CagA pozitivni, nebyl ani nositelem genu cagA. Tento gen ma pouze Cast
kment H. pylori a jeho pfitomnost je spojovéana s cytotoxicitou kmene a vznikem klinicky
naslednou hybridizaci zjiStén genotyp vacAs2m?2, ktery je spojovan s mensi toxicitou kmene
H. pylori a nizkou nebo zadnou produkci vakuoliza¢niho cytotoxinu. Kmen H. pylori u této
pacientky tedy miizeme povazovat za méné virulentni. Viedovd choroba duodena je ale
onemocnéni s multifaktorialni etiologii, na jehoz vzniku se kromé infekce H. pylori mohou
podilet endokrinni vlivy (napt. Zollinger-Ellisonliv syndrom nebo hyperparathyreoza),
uzivani 1ékt (Casto nesteroidni antirevmatika nebo kortikosteroidy) nebo tfeba jaterni
onemocnéni. Protoze viedu jejichZ pficina zistava trvale neodhalena je velmi malo, méla by
se dalsi vysetieni u této pacientky ubirat pravé timto smérem.

U vSech 20 kmenii H. pylori byla provedena detekce genu cagA amplifikaci pomoci
PCR a naslednou hybridizaci se sondami. Gen cagA byl prokazan u 18 kment H. pylori
z 20 testovanych, tedy u 90 % z celkového poctu ptipadi (Graf €.3). U dvou kment
identifikovan nebyl (10 %). Gen cagA byl nalezen u vSech pacienti — muzi (100 %) a
ve vSech 13 ptipadech se fenotypovy projev CagA proteinu shodoval s genotypem cagA genu.
Gen cagA nebyl zjistén u dvou pacientek (28,6 %, Graf ¢. 4), pfipad pacientky ¢. 6 je
podrobné komentovan vyse.

Graf ¢.3: Zastoupeni cagA genotypu u pacientii s viedovou
chorobou duodena

cagA negativni
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U pacientky ¢. 20 byl metodou imunoblotu prokdzan CagA pozitivni fenotyp, ale
gen cagA pomoci molekuldrnich technik nalezen nebyl. Vysvétlenim této situace by mohlo
byt, Ze metodou SDS-PAGE byla ziskdna a metodou imunoblotu pak prokazana proteinova
slozka stejné délky jako protein CagA, ale ve skutecnosti se jednalo o protein odlisny. Kdyby
ale vznikla u genu cagA bodova mutace, napi. substituce, a to zejména na 3. pozici
nukleotidu, mohlo by, vzhledem k degeneraci genetického kodu, dojit pii genem fizené
syntéze polypeptidového fetézce k zatazeni stejné aminokyseliny a byl by tak vytvaien
stejny produkt jako pfed mutaci, tedy protein CagA. Mutovany gen cagA se substituovanym
nukleotidem by byl ale pro primery i hybridiza¢ni sondy ,,necitelny* a nemohlo by dojit
k jejich navazani. Vznikla by tedy pfesn¢ situace jako u pacientky ¢. 20, tzn. prokazani
syntézy proteinu pii soucasné ,,nepiitomnosti‘“ genu, ktery jeho syntézu fidi. K mutaci mohlo
dojit 1 u primerd nebo hybridizacnich sond, protoze v obou piipadech je jejich schopnost
prokédzat dany gen zavisla na neporusené sekvenci nukleotidi. MozZnou pfi¢inou této situace
se mohlo stat také poskozeni genu cagA v priibéhu pasdzovani kmeni na kultivaénich ptidach
a k jeho zachytu hybridiza¢nimi sondami by potom rovnéz nedoslo.

Graf ¢.4: Zastoupeni kmenii H. pylori s cagA
pozitivnim genotypem u Zen

cagA negativni

genotyp
29 %

cagA pozitivni

genotyp
71 %

U kmenti H. pylori ziskanych od pacientl byl rovnéz zjistovan genotyp vacA. U alely
vacAs byl 11x prokazan genotyp vacAsla (55 %), 3x genotyp vacAslb (15 %), 2x genotyp
vacAs2 (10 %) a ve 4 pripadech byl genotyp smiseny (20 %) — z toho 3x byl nalezen genotyp
vacAsla/s2 (15 %) a jednou genotyp vacAsla/s1b/s2 (5 %) (Graf €. 5).
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Graf ¢.5: Zastoupeni genotypti vacAs kmenii H. pylori u pacienti
s viedovou chorobou duodena
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Pro alelu vacAs byl u vySetfovanych muzi nalezen genotyp vacAsla 9x (69,2 %),
genotyp vacAslb ve dvou pfipadech (15,4 %), jednou genotyp vacAs2 (7,7 %) a smiSeny
genotyp vacAsla/s2 rovnéz v jednom piipadé (7,7 %) (Graf €. 6).

Graf ¢.6: Zastoupeni genotypii vacAs kmeni H. pylori u muza
s viredovou chorobou duodena
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s2 8%

slb
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U alely vacAs byl ve skupiné¢ Zen prokézan ve dvou piipadech genotyp vacAsla
(28,6 %), jednou genotyp vacAslb (14,3 %), v jednom piipadé byl zjistén genotyp vacAs2
(14,3 %) a 3x byl nalezen genotyp smiSeny (42,9 %) — z toho 2x vacAsla/s2 (28,6 %) a
jednou vacAsla/s1b/s2 (14,3% ) (Graf €.7).

Graf ¢.7: Zastoupeni genotypi vacAs kmena H.
pylori
u Zzen s viedovou chorobou duodena

sla/s1lb/s2
14 %

sla

sla/s2
29 %

14 %

U alely vacAm byl ve sledované skupiné pacientd s viedovou chorobou duodena
9x prokazan genotyp vacAml (45 %) a 11x genotyp vacAm?2 (55%) (Graf ¢.8).

Ve skupiné muzi byl u alely vacAm 8x nalezen genotyp vacAml (61,5 %) a
5x genotyp vacAm2 (38,5 %) (Graf €. 9).

U Zen byl u alely vacAm jednou zjistén genotyp vacAml (14,3 %) a v Sesti ptipadech
genotyp vacAm?2 (85,7 %) (Graf ¢. 10).
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Graf ¢.8: Zastoupeni genotypti vacAm kmenii H. pylori
u pacientii s viredovou chorobou duodena

ml
45 %

55%

Graf ¢.9: Zastoupeni genotypi vacAm kmenu H. pylori
u muzi s viedovou chorobou duodena
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Graf ¢.10: Zastoupeni genotypti vacAm kmenu H.
pylori u Zen s viredovou chorobou duodena

14 %

86 %

V odborné literatuie, ktera se vénuje problematice H. pylori, se uvadi, ze s vysokou
az stfedni cytotoxicitou jsou spojeny kmeny s genotypem vacAslml nebo vacAslm2 [21].
Kmeny s genotypem vacAsl jsou vétSinou cagA pozitivni a jejich vyskyt byva v Evropé,
proto také oznaCovany jako kmeny ulcerogenni. Kmeny H. pylori s genotypem vacAs2m?2
nejsou spojovany s produkei cytotoxinu, nebo jen malého mnozstvi.

Pti sledovani vztahu mezi fenotypovym projevem CagA proteinu s genotypem cagA a
typizaci vacA genu jsem zjistila, Ze ve skupiné 20 pacientd s diagnézou viedové choroby
duodena se nejcastéji vyskytoval genotyp vacAslaml a to celkem sedmkrat (35 %) a byl
ve vSech piipadech spojen s produkci CagA proteinu i piitomnosti cagA genu (pacienti €. 3, 7,
10, 12,16, 17 a 19).

Ve 4 piipadech (tj. u 20 % pacientd z celkového poctu) byl nalezen genotyp
vacAslam2 a kmeny H. pylori s timto genotypem byly rovnéZz soucasné¢ CagA pozitivni a
mély prokazanu ptitomnost cagA genu (pacienti €. 2,4,9 a 11).

Ve tiech ptipadech (15 %) byl zjistén smiSeny genotyp vacAsla/s2m2, ktery byl
ve vSech ptipadech spojen s pozitivitou CagA fenotypového projevu a ve dvou piipadech
(pacienti €. 1 a 5) 1 s ndlezem genu cagA. V jednom pfipad¢ byla u kmene H. pylori s timto
genotypem prokdzdna produkce proteinu CagA a zaroven nepfitomnost cagA genu. Jde
o ptipad pacientky €. 20, ktery je podrobné¢ komentovan vyse.

U pacientil ¢. 13 a 18, tedy v 10 % z celkového poctu pacientt, byl zjistén genotyp
vacAs1bm2, ktery byl v obou ptipadech spojen s ptitomnosti proteinu CagA i genu cagA.

Ve dvou ptipadech (10 %) byl nalezen genotyp vacAs2m?2. U pacienta ¢. 14 byla
pii tomto genotypu prokézana jak pfitomnost proteinu CagA, tak i genu cagA. U pacientky
¢. 6 nebyl nalezen ani protein CagA ani gen cagA a to odpovida teorii, ze genotyp vacAs2m?2
je spojen s nizkou nebo nulovou produkci cytotoxinu a kmeny s timto genotypem byvaji
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oznacovany jako neulcerogenni. Viedovd choroba duodena byla potvrzena u této Zeny
endoskopickym vySetfenim, ale protoze se jednd onemocnéni s multifaktoridlni etiologii,
podilely se u ni na jeho vzniku zfejmé ve vétsi mife jiné okolnosti, nez pfitomnost
ulcerogenniho kmene H. pylori.

U pacientky €. 8 (tzn. u 5 % z celkového poctu piipadit) byl zjistén smiSeny genotyp
vacAsla/slb/s2ml, ktery byl spojen s produkci proteinu CagA 1 pifitomnosti genu cagA.
U pacienta ¢. 15 (5 %) byl izolovan kmen H. pylori s genotypem vacAslbml, ktery byl
rovnéz CagA pozitivni a mé¢l gen cagA.

Pro tuto skupinu 20 pacienti se mi podafilo prokazat, ze diagnoéza viedové choroby
duodena je spojena s kmeny H. pylori, které jsou vice virulentni a nesou genotyp vacAslml
nebo vacAslm?2 pii soucasné produkci proteinu CagA a piitomnosti genu cagA. Na druhou
stranu je tieba vzit v vahu, ze nosi¢stvi ulcerogenniho kmene H. pylori je sice dominantnim,
ale nikoliv jedinym faktorem, ktery podmifnuje vznik viedové choroby duodena a soubor
20 pacientt je piili§ maly na to, aby se z n¢j daly d€lat obecné zavéry.
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8. Zavér

Metod spolehlivé diagnostikujicich infekci H. pylori mame dnes k dispozici celou
fadu. VSechny maji sva pozitiva i negativa a o zadné metodé nelze fici, Ze je univerzalné
pouzitelnd v kazdé indikaci. VSechny zminéné zplsoby vySetfeni se ale vyznacuji solidni
senzitivitou a specificitou. Volba metody musi byt vzdy individudlni podle cile vySetieni, jeho
dostupnosti 1 schopnosti a ochoty pacienta spolupracovat. U kazdé z pouzivanych metod je
také nutné pocitat s urcitou pravdépodobnosti falesné pozitivity ¢i negativity a proto je
vhodné navzijem je kombinovat a vysledky hodnotit v souladu s vysledky ostatnich
klinickych vySetfeni.

Pro diagnostiku infekce H. pylori se ukazuje jako nejvhodnéjsi kombinace
neinvazivniho dechového testu a vySetieni vzorkti ziskanych biopsii zalude¢ni sliznice
pii endoskopii. U déti a pacientli mladSich 45 let se v soucasnosti dava pfi prvnim objeveni
dyspeptickych potizi prednost vySetfeni pfitomnosti H. pylori dechovym testem.
Pravdépodobnost nalezu maligniho onemocnéni pii endoskopickém vySetfeni je v této vékové
kategorii mala a neinvazivita dechového testu zvySuje pravdépodobnost, ze pacient podstoupi
vySetfeni (a tedy i 1écbu) v obdobi, kdy je jeho onemocnéni jesté malo zavazné, ma dobrou
progndézu a je snadnéji 1éCitelné pii mensSich finan¢nich nakladech.

Ve sledované skupiné pacientli se mi podaftilo prokazat, ze viedova choroba duodena
je u nich spojena s pritomnosti vice virulentnich kmena H. pylori s genotypem vacAslaml a
vacAslam2 a ten byl ve vSech pfipadech provédzen také piitomnosti cagA genu a produkci
CagA proteinu. Tento nélez koreluje s publikovanymi teoriemi, ale pii tomto hodnoceni je
nutné vzit v vahu, ze sledovana skupina méla pouze 20 jedinct. Viedova choroba duodena je
multifaktoridlné podminéné onemocnéni a pii jeho vzniku u téchto pacientd mohly sehrat
svoji roli 1 jiné pfiCiny, nez pfitomnost ulcerogenniho kmene H. pylori, tyto faktory jsem ale
neméla moznost hodnotit.

Nadé¢ji pro budoucnost by, u onemocnéni podminénych infekci H. pylori, mohla byt
projektovana vakcina. Z podrobného studia faktort patogenity se pro vyvoj ockovaci latky
zdaji byt perspektivni zejména protilatky proti bakteridlni uredze. Experimentalni vakcinace
u zvitat je zatim Uspésna, ale nelze odhadnout v jakém casovém horizontu bude pfipravena
ockovaci latka pro vyuziti v humanni medicing.
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