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Abstrakt 
 
 
Helicobacter pylori (dále H. pylori) je spirální, gramnegativní, neinvadující bakterie, 

která kolonizuje žaludeční sliznici člověka. Od ostatních patogenních bakterií se odlišuje 
vysokou produkcí ureázy, která jí umožňuje přežívat v kyselém prostředí žaludku. Infekce 
H. pylori se vyskytuje celosvětově, v České republice je udávaná prevalence v populaci asi 
41,7 %. V dětském věku bývá prevalence nízká, v dospělosti se zvyšuje o 1 %/ rok (věku 
populace). 

Infekce H. pylori je spojena se vznikem chronické gastritidy, peptického vředu 
žaludku a duodena, karcinomu žaludku a MALT-lymfomu. Etiologie těchto onemocnění je 
multifaktoriální, H. pylori není sice jejich jedinou příčinou, ale má v jejich patogenezi 
dominantní postavení. Za hlavní faktory virulence, které podmiňují úspěšnost této bakterie 
jako patogena, jsou považovány vakuolizační cytotoxin VacA, s cytotoxinem asociovaný 
protein CagA a produkce ureázy.  

Diagnostika infekce H. pylori je založena buď na přímém prokázání přítomnosti 
infekčního agens, nebo na nepřímém průkazu protilátek proti bakteriálním antigenům, které 
jsou přítomné v séru pacienta. Přímé metody se dělí podle toho, zda jsou spojeny 
s endoskopickým vyšetřením a bioptickým odběrem vzorku žaludeční sliznice, na invazivní 
(tj. rychlý ureázový test, mikroskopické nebo kultivační vyšetření) a neinvazivní (dechový 
test a průkaz přítomnosti specifického antigenu HpSA ve stolici). Na rozhraní mezi metodami 
invazivními a neinvazivními stojí molekulární techniky (PCR), které se používají především 
ve výzkumu a epidemiologii a dovolují prokázat přítomnost H. pylori nejen v biologickém 
materiálu odebraném pacientovi, ale i v zevním prostředí (např. ve vodě). 

U skupiny 20 pacientů s diagnózou vředové choroby duodena, která byla potvrzena 
mikroskopicky, kultivačně a ureázovým testem, jsem sledovala status CagA proteinu a jeho 
vztah ke genotypu cagA a typizaci genu vacA. U 19 z celkového počtu 20 izolovaných kmenů 
H. pylori byla metodou imunoblotu prokázána přítomnost CagA proteinu. Všechny kmeny 
byly podrobeny analýze genů vacA a cagA metodou PCR a následné hybridizaci. Přítomnost 
genu cagA se zjistila u 18 kmenů H. pylori a v této skupině pacientů s vředovou chorobou 
duodena byl nejčastěji nalezen genotyp vacAs1am1 a vacAs1am2, který je spojován s větší 
virulencí tzv. ulcerogenních kmenů. U kmenů s těmito genotypy se také ve všech případech 
prokázala přítomnost 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: vacAs1am1 genotype and vacAs1am2, 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.Úvod 
 
 

Infekce Helicobacter pylori (dále H. pylori) je v současné době po infekci 
Streptococcus mutans, která se podílí na vzniku zubního kazu, druhou nejrozšířenější na světě 
[5]. Klinický obraz onemocnění, která jsou H. pylori vyvolána, je velmi pestrý. Byla 
prokázána souvislost mezi tuto infekcí a řadou chorob  gastrointestinálního traktu. Potvrzen 
byl kauzální vztah mezi H. pylori a chronickou aktivní antrální gastritidou, peptickými vředy 
žaludku a duodena, karcinomem žaludku a MALT lymfomem [3]. Ve spojitosti s karcinomem 
žaludku byl H. pylori, jako jediná bakterie, označen na podzim roku 1994 Světovou 
zdravotnickou organizací (WHO) za kancerogen I. třídy [10]. Vliv H. pylori na hostitelský 
organismus zřejmě není omezen pouze na místa, která osidluje, ale může působit i systémově 
a proto je v posledních letech rovněž zkoumán jeho vztah k některým extradigestivním 
chorobám, např. idiopatické trombocytopenické purpuře,  ischemické chorobě srdeční, 
revmatoidní artritidě nebo retardaci růstu u dětí [4]. Problematika chorob s H. pylori 
spojovaných je zároveň komplikována skutečností, že etiologie většiny z nich je 
multifaktoriální.  

 Infekce H. pylori nepředstavuje pro svého hostitele bezprostřední ohrožení na životě, 
u mnoha pacientů je dokonce asymptomatická. Na druhou stranu perzistující infekce může 
vést k pozdějšímu vzniku závažných onemocnění nebo po dlouhá léta negativně ovlivňovat 
kvalitu pacientova života. Zanedbatelné jistě nejsou ani finanční náklady na opakovaná 
vyšetření  zdravotních obtíží vyvolaných touto bakterií a na často dlouhodobou 
symptomatickou farmakoterapii.       

Efektivní léčbě onemocnění vždy musí předcházet nejen správně provedená, ale 
i správně interpretovaná diagnostika. Ve své bakalářské práci jsem se proto věnovala analýze 
metod, které se pro  diagnostiku infekce H. pylori používají. Jejich spektrum je poměrně 
široké. Výběr metody závisí především na účelu, za jakým má být použita: některé z metod 
jsou vhodnější pro vyšetření pacienta při prvním podezření na infekci H. pylori, jiné 
pro kontrolu úspěšnosti její eradikace nebo pro populační screening. Nemalé rozdíly jsou 
rovněž ve složitosti provedení jednotlivých testů, nárocích na přístrojové vybavení a s tím 
souvisí i různé finanční náklady. Část diagnostických metod je spojena s nutností 
endoskopického vyšetření, které sice může být pacienty vnímáno negativně, ale přináší také 
řadu důležitých informací pro podporu diagnózy.      

V praktické části této práce demonstruji na konkrétních výsledcích vyšetření pacientů 
s vředovou chorobou duodena, že v některých případech ani použití moderních metod 
s vysokou specificitou a senzitivitou nemusí, bez kontextu s výsledky dalších vyšetření, vést 
k jednoznačnému diagnostickému závěru. U této skupiny pacientů byly při endoskopii 
odebrány vzorky žaludeční sliznice, které byly vyšetřeny mikroskopicky, kultivačně a 
ureázovým testem. Metodou imunoblotu byl u nich hodnocen status proteinu CagA a 
pro zjištění genotypu cagA a typizaci vacA genu byla použita metoda PCR. U jednotlivých 
pacientů jsem pak sledovala závislost fenotypového projevu CagA proteinu na genotypu cagA 
a jeho vztah k typizaci vacA genu. 
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2. Historie 
 
 

H. pylori byl  poprvé izolován v roce 1982 ze vzorku žaludeční sliznice pacienta 
s chronickou gastritidou. O jeho objev se zasloužili  gastroenterolog Barry J. Marshall a 
patolog Robin Warren z Royal Perth Hospital v Austrálii.  Oba lékaři se věnovali výzkumu 
bakteriální kolonizace žaludku a navázali tím na starší práce jiných autorů. Přítomnost 
bakterií v žaludku nejen lidí, ale i některých druhů živočichů, byla již před objevem H. pylori 
několikrát popsána. S ohledem na absolutní víru v baktericidní účinek žaludeční kyseliny, 
byly tyto nálezy většinou mylně považovány za pouhou bakteriální kontaminaci a odbornou 
veřejností bagatelizovány. K nedůvěře v existenci nového mikroorganismu rovněž přispěly 
opakované neúspěchy ve snaze o jeho kultivaci. 

 Až Barrymu Marshallovi se podařilo po předchozích 34 neúspěšných biopsiích   
získat kolonii bakterií, a to hlavně díky prodloužení doby kultivace z obvyklých 2 na 5 dní 
[3]. Z kolonie izoloval mikroorganismy, které byly nejprve, kvůli zdánlivé podobnosti 
s rodem Campylobacter, nazvány Campylobacter-like organisms (CLO). Další výzkumy však 
prokázaly, že mezi tímto rodem a novou bakterií existují velmi podstatné rozdíly, a tak byla 
upravena nejen její klasifikace, ale i pojmenování. Teprve v roce 1989 byla, na základě 
analýzy 16S rRNA, zařazena do samostatného bakteriálního rodu a získala svůj nynější název. 

 Zpráva Marshalla a Warrena o úspěšné kultivaci nové bakterie spolu s  hypotézou, 
že tento patogen by mohl u infikovaných osob vyvolávat gastritidu nebo vředovou chorobu, 
byla publikována poprvé v roce 1983 v časopisu Lancet. O rok později se jim podařilo 
odvážným experimentem na jednom z nich prokázat, že jejich domněnka byla správná. 
Za objev významu H. pylori v etiologii gastritidy a vředové choroby se Barry J. Marshall a 
Robin Warren stali v roce 2005 nositeli Nobelovy ceny za fyziologii a lékařství [33]. 
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3. Epidemiologie infekce H. pylori 
 
 

Infekce H. pylori patří mezi celosvětově nejrozšířenější. Rozdíly ve frekvenci jejího 
výskytu jsou mezi rozvojovými a vyspělými zeměmi a v rámci  jedné geografické oblasti také 
mezi různými socioekonomickými, etnickými a věkovými skupinami. 

 Z výsledků séroepidemiologických studií vyplývá, že v rozvojových zemích začíná 
stoupat počet dětí nakažených infekcí H. pylori přibližně od druhého roku věku a okolo 20 let 
je infikováno již 80-90 % populace [24]. Lze předpokládat, že toto hrozivé číslo je důsledkem 
převažujícího feko-orálního způsobu přenosu infekce v těchto oblastech a přímo souvisí 
s kontaminací vodních zdrojů.  

Ve vyspělých zemích je naopak výskyt infekce H. pylori v dětském věku nízký a 
ke zvyšování prevalence dochází až ve středním věku, kdy se její hodnoty pohybují mezi 20 a  
40 % [3]. Patrně se ale v tomto věku nejedná ve větší míře o nově vzniklé případy, ale jde 
o přetrvávající neléčenou infekci H. pylori získanou již v dětství, které tito jedinci prožili 
v horších socioekonomických podmínkách. Ve vyspělých zemích převažuje oro-orální způsob 
přenosu a i zde prevalence infekce úzce souvisí s hygienickými a socioekonomickými 
podmínkami v rodině. S častějším výskytem se proto setkáváme tam, kde žije více lidí 
v těsném kontaktu, a to zejména v rodinách s větším počtem malých dětí nebo omezeným 
přístupem k teplé vodě. Při přenosu infekce H. pylori v dětských kolektivech hrají zřejmě 
významnou roli endemie gastroenteritidy doprovázené zvracením a průjmy, které nezřídka 
nebývají léčeny kauzálně a tyto děti pak mohou být zdrojem infekce pro své okolí [24]. 

Dlouhou dobu nebyly k dispozici výsledky žádné studie o prevalenci infekce  
H. pylori v České republice. Předpokládalo se, že stejně tak jako v ostatních 
postkomunistických zemích východní Evropy bude i u nás výskyt vyšší než v zemích 
vyspělých. Odhady prevalence H. pylori v naší populaci vycházely ze sérologických vyšetření 
protilátek proti H. pylori u dárců krve a pohybovaly se až okolo 70 % [7].                                             

V roce 2000 byla ve spolupráci Fakultní nemocnice a Lékařské fakulty Univerzity 
Karlovy v Hradci Králové provedena multicentrická prospektivní studie, která měla za cíl 
zjistit prevalenci infekce H. pylori v naší republice vyšetřením vzorku neselektované populace 
[12]. Studie probíhala ve spolupráci s praktickými lékaři od listopadu roku 2000 do července 
2001.  Celkem bylo vyšetřeno 2 509 osob, z toho bylo 1 234 mužů a 1 275 žen ve věku 
od  4  do 100 let. Věkový průměr ve skupině mužů byl 41 let, u žen 39 let. Pacienti byli 
vyšetřeni dechovým testem s použitím močoviny se značeným uhlíkem a analýza vzorků se 
prováděla metodou poměrové hmotnostní spektrometrie na přístroji Analytical Precision 
AP2003. Zjištěná prevalence byla 41,7 %, a to jsou výsledky výrazně optimističtější než ty, 
které vycházely ze sérologických vyšetření dárců krve. Výsledky této studie i u nás potvrdily 
vzestup prevalence s rostoucím věkem a nezjistily výraznější rozdíly v počtu infikovaných 
H. pylori mezi muži (42,5 %) a ženami (40,8 %). Velký rozdíl hodnot mezi  odhadovanou 
(70 %) a skutečně zjištěnou prevalencí (41,7 %) si lze vysvětlit tím, že ze statistického 
hlediska dárci krve nepředstavují reprezentativní výběrový soubor. Možnost darovat krev je 
limitována věkem, zdravotním stavem i životním stylem (např. rizikovým chováním, 
kontaktem s infikovanými, apod.) a neodráží tak strukturu celé populace. Tito dárci navíc 
pocházeli spíše z nižších socioekonomických vrstev, kde se dá vyšší prevalence infekce 
H. pylori očekávat [5]. Také použití sérologického vyšetření pro zjištění prevalence této 
infekce v populaci je sporné, protože přítomnost protilátek nemusí indikovat akutní infekci 
a protilátky se mohou v séru vyskytovat i řadu měsíců po úspěšné eradikaci bakterie, někdy 
dokonce celoživotně.  



Monika Moravcová  Diagnostika infekce Helicobacter pylori 
 
 

 10 
 

 
 

 
4. Faktory virulence H. pylori 

 
 

O tom, zda infekce H. pylori vyvolá u svého hostitele onemocnění a jaký bude jeho 
charakter, rozhoduje řada faktorů jak na straně makroorganismu, tak na straně bakterie. 
Jednotlivé kmeny H. pylori se v závislosti na genotypu liší svojí virulencí, která může  kolísat 
vlivem prostředí i v rámci jednoho kmene. H. pylori vykazuje v tomto směru ve srovnání 
s jinými bakteriemi  mimořádnou variabilitu.  

H. pylori je nesporulující, gramnegativní, spirálovitá nebo zahnutá tyčka, která je  
dlouhá 2,5-5 μm a široká 0,5-1,0 μm [24]. V podmínkách prostředí pro existenci nepříznivých 
může reverzibilně přecházet do tzv. kokoidní formy. Bakterie se přitom ohne do tvaru písmene 
U nebo V a zmenšením povrchu sníží vlastní metabolickou aktivitu. Hlavním impulsem 
pro tuto přeměnu jsou změny teploty a pH. I v tomto stavu si zachovává svoji virulenci,  
ztrácí ale schopnost dělení a její kultivace se komplikuje. Je možné, že přechod do kokoidní  
formy umožňuje bakterii odolávat antimikrobiální léčbě. Otázkou dalšího výzkumu zůstává, 
zda se právě v kokoidní formě nepřenáší na člověka. Přechod do této formy rovněž 
znesnadňuje izolaci H. pylori ze vzorků odebraných mimo žaludek (např. z vody) a omezuje ji 
na použití složitých a nákladných laboratorních technik (např. PCR). 

H. pylori je neinvadující bakterie, která žije pod hlenovou vrstvou žaludeční sliznice 
převážně v antrální oblasti žaludku [30]. Penetrací do hlubších etáží této vrstvy se dostává 
do míst s vyšším pH a chrání se tak před agresivním působením žaludeční kyseliny. Tento 
pohyb jí umožňuje spirální tvar v kombinaci s polární lokalizací bičíků a  pravděpodobně 
také produkce   mucináz, které  hlenovou vrstvu štěpí. Bičíky jsou v počtu 4-6 lokalizovány 
většinou unipolárně, méně často bipolárně. Byly identifikovány i bakterie druhu H. pylori, 
kterým bičíky zcela chyběly. Bičíky jsou terminálně paličkovitě rozšířené a kryté 
dvojvrstevným fosfolipidovým obalem, který plynule přechází v zevní membránu bakteriální 
buněčné stěny. Toto uspořádání chrání proteinové podjednotky bičíků (flageliny FlaA a FlaB) 
před denaturací v kyselém prostředí žaludku [13]. 

 Zcela zásadní význam pro schopnost H. pylori přežívat v kyselém prostředí žaludku 
má produkce ureázy. Bakterie s mutací, které tento enzym neprodukují, virulentní nejsou. 
Ureáza je produkována z povrchu bakterie do prostředí a metabolizuje močovinu na oxid 
uhličitý a amoniak. Amoniak vytváří optimální podmínky pro přežití bakterie neutralizací 
žaludeční HCl v jejím okolí. Ureáza je aktivní jen do okamžiku dosažení pH optima (6,9-8,5), 
potom se její produkce snižuje a bakterie se tak chrání před negativním působením 
alkalického pH. Samotný enzym i vznikající amoniak působí na žaludeční sliznici 
cytopaticky. Ureáza je metaloenzym s molekulovou hmotností 550 kDa [13]. Je tvořen dvěma 
podjednotkami: lehkou podjednotkou UreA a těžkou podjednotkou UreB, každou v šesti 
kopiích. Lehká podjednotka  s molekulovou hmotností 29 kDa (označovaná  také jako antigen 
p29) je vysoce specifická pro H. pylori a lze ji proto využít v diagnostice. Těžká podjednotka 
ureázy s molekulovou hmotností 66 kDa (antigen p66) je specifická i pro jiné ureáza-pozitivní 
bakterie. Může proto být příčinou zkřížené reaktivity při diagnostice a z ní plynoucí  falešné 
pozitivity vyšetření, ale přesto se v testovacích setech využívá. Ionty niklu, které enzym 
obsahuje, jsou do bakterie transportovány pomocí proteinu NixA, který je kódován genem 
nixA. Vlastní inkorporace kovových iontů do neaktivní apoureázy je pravděpodobně 
zprostředkována proteiny UreE, F, G, H a I. Ty jsou kódovány ureázovým genovým 
clusterem, který obsahuje ještě geny ureC a D se zatím neznámou funkcí.  
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Dlouhodobou perzistenci v mikroaerofilním prostředí umožňují H. pylori adheziny, 
kterými se tyčkovité i kokoidní formy váží na povrchové receptory epiteliálních buněk 
žaludku. Adheze je tkáňově specifická a bakterie se váže pouze na receptory hlenových 
buněk. V místech žaludeční sliznice, která jsou postižena  intestinální metaplazií, nikdy 
H. pylori nenalezneme. Naopak při ektopii žaludeční tkáně (např. v duodenu, Meckelově 
divertiklu nebo v jícnu), je nález H. pylori na těchto místech možný [3]. Tato vazba je 
považována rovněž za druhově specifickou a předpokládá se pouze u člověka a primátů. 
V posledních letech byl ale několikrát popsán přenos H. pylori i z jiných živočišných druhů 
na člověka, a to nejčastěji z koček nebo psů [13]. Pokud se přesnějšími diagnostickými 
metodami (např. metodou PCR) neprokáže, že se v těchto případech jednalo o jiné druhy rodu 
Helicobacter, způsobující klinicky stejné onemocnění jako H. pylori, bude možná nutné názor 
o druhové specificitě adhezinů revidovat. Nejvýznamnějším adhezinem je fibrilární 
glykoprotein, který  váže bakterii na mikrovilli. Některé jiné typy adhezinů zprostředkovávají 
vazbu  H. pylori na kolagen nebo fibronektin. Z etiopatogenetického hlediska je zajímavý 
adhezin BabA. Prostřednictvím něho se H. pylori může vázat na krevně skupinové antigeny 
Lewis b, které jsou exprimovány na povrchu epiteliálních buněk žaludku u lidí s krevní 
skupinou 0. Existence tohoto adhezinu by mohla být vysvětlením častějšího výskytu vředové 
choroby duodena u pacientů s krevní skupinou 0 než u pacientů s jinou krevní skupinou.   

Pro dlouhodobou perzistenci v infikovaném organismu je pro bakterii důležitá 
schopnost čelit aktivitě imunitního systému hostitele. Hned v počátečních fázích infekce je 
tato bakterie chráněna před působením nespecifických imunitních  mechanismů (zejména 
fagocytózy) vlastní produkcí enzymu katalázy. V pozdější fázi, kdy už je stimulována tvorba 
specifických protilátek, se H. pylori chrání produkcí proteináz, které štěpí molekuly 
imunoglobulinů hostitele. Enzymatická aktivita bakteriální alkoholdehydrogenázy dává vznik 
acetaldehydu, který rovněž působí na infikovaný organismus cytotoxicky.   

Jedním z prvních popsaných faktorů virulence u druhu H. pylori byl vakuolizační 
cytotoxin, označovaný jako VacA. Tento polypeptid je vázán na povrchu bakterie, působí jen 
na malou vzdálenost a způsobuje v epitelových buňkách žaludku tvorbu vakuol. Vakuolizace 
buněk spolu s produkcí amoniaku snižuje schopnost žaludeční sliznice produkovat mucin a 
tím se zvyšuje riziko poškození epiteliálních buněk kyselinou chlorovodíkovou. Syntéza 
vakuolizačního cytotoxinu je kódována genem vacA, který je přítomen u všech kmenů – 
cytotoxických i necytotoxických. Gen vacA s velikostí 3 kb a mozaikovou strukturou má dvě 
variabilní oblasti. První oblast kóduje signální peptid a vyskytuje se  v subtypech s1a, s1b, s1c 
a s2, druhá střední oblast má dva alelické typy m1 a m2 s podtypy m2a a m2b. Obě oblasti se 
mohou mezi sebou různě kombinovat. Existuje  pravděpodobně souvislost mezi strukturou 
vacA genu a produkcí vakuolizačního cytotoxinu. Kmeny s genotypy s1m1 a s1m2 mají 
vysokou až střední cytotoxicitu, kmeny s2m2 neprodukují žádný cytotoxin nebo jen malé 
množství [21]. Exprese aktivního cytotoxinu bývá prokazována asi u 55 % čerstvě 
izolovaných kmenů a je ukazatelem virulence kmene H. pylori.  Většina cytotoxických kmenů  
ale disponuje i jinými faktory, které se na jejich virulenci podílejí. Kmeny H. pylori izolované 
v různých geografických oblastech se liší zastoupením jednotlivých alel genu vacA a tím také 
toxicitou. Např. kmeny izolované v Číně jsou více toxické než např. v USA [24].  

Do glutamátracemázového genu je inzerovaný lokus o velikosti 40 kbp, který se 
nazývá cag PAI – ostrůvek patogenity. Není přítomen u všech kmenů H. pylori. Obsahuje 
31 genů a markerem jeho přítomnosti je protein CagA – s cytotoxinem asociovaný protein 
o hmotnosti 128 kDa. Tento protein byl původně nazýván markerem virulence H. pylori a 
donedávna byl považován za netoxický. Na základě novějších výzkumů bylo zjištěno, 
že pomocí transportního systému typu IV je translokován do epiteliální buňky žaludku [20]. 
Zde dochází za současné defosforylace buněčných proteinů k jeho tyrosin-fosforylaci. 
Důsledkem tohoto procesu jsou změny v cytoskeletu epiteliální buňky žaludku. Mikrovilli se 
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vyhlazují a vytvoří se výběžek, na který H. pylori adheruje. Frekvence výskytu CagA proteinu 
je závislá na pohlaví a častěji se vyskytuje u mužů. Přítomnost tohoto proteinu u infikujícího 
kmene odpovídá přítomnosti anti-CagA IgG protilátek v séru pacienta, jedná se tedy o silný 
imunogen. Kmeny, které lokus cag-PAI obsahují (tzv. kmeny I. třídy), jsou virulentnější 
než kmeny, kterým tento lokus chybí. Kmeny s tímto lokusem jsou také častěji nalézány 
u pacientů s vředovou chorobou a karcinomem žaludku než u pacientů s gastritidou. Gen 
cagA je přítomen pouze u části kmenů a existuje ve více variantách. Jejich zastoupení se liší 
podle geografického původu kmene. Kmeny izolované v Evropě, USA a Austrálii jsou 
většinou cagA1, ve východní Asii cagA2 a byly nalezeny i další varianty [18]. V rámci 
srovnávacích studií byly izolovány kmeny produkující zároveň vakuolizační cytotoxin i CagA 
protein. Oba proteiny současně byly nalezeny u pacientů s vředovou chorobou duodena a 
označeny jako kmeny ulcerogenní. U pacientů s chronickou gastritidou bez známek vředu 
byly izolovány kmeny, u kterých byla produkce obou těchto proteinů velmi nízká nebo nulová 
[24].  

  Tak jako ostatní gramnegativní bakterie, má i H. pylori v povrchové vrstvě zevní 
membrány obsažen lipopolysacharidový komplex (LPS). LPS gramnegativních bakterií 
vyvolává v infikovaném organismu aktivaci komplementu alternativní cestou a tím usnadňuje 
fagocytózu bakterie. Stimulací B-lymfocytů urychluje produkci imunoglobulinů a také 
aktivuje makrofágy a vyvolává pyrogenní reakci [1]. LPS je u H. pylori biologicky aktivní 
až po svém uvolnění ze zevní membrány, ke kterému dochází po rozpadu bakterie. Zdá se, 
že jeho biologická aktivita je nižší než u jiných gramnegativních bakterií a to může být 
důvodem úspěšnosti H. pylori jako dlouhodobého patogena. Pro tento LPS je navíc 
specifické, že usnadňuje průnik H. pylori mezi epiteliální buňky a jeho vazbu na laminin. 
U některých kmenů nese LPS povrchové antigeny podobné krevně skupinovým antigenům 
Lewis x a Lewis y, které jsou fyziologicky exprimovány na povrchu parietálních buněk. Je 
otázkou, zda jsou tyto antigeny LPS příčinou toho, že imunitní systém hostitele H. pylori 
toleruje, nebo naopak navozují tvorbu autoprotilátek proti buňkám vlastní žaludeční sliznice 
[8].          

H. pylori rovněž syntetizuje oligomer, který je tvořený 10–12 kopiemi polypeptidu 
o molekulové hmotnosti 17 kDa a který se nazývá neutrofily aktivující protein – NAP. Svojí 
aktivitou podporuje rozvoj zánětlivé reakce a předmětem dalších výzkumů se stává jeho úloha 
při vzniku chorob gastrointestinálního traktu.  

Před několika lety byl objeven gen iceA (induced by contact with epithelium) tvořený 
alelami iceA1 a iceA2, u kterého se nyní zkoumá jeho možná souvislost s vředovou chorobou 
[28]. 

H. pylori indukuje uvolňování interleukinu 8 v buňkách žaludeční sliznice produkcí 
proteinů oipA (outer inflammatory protein) a HSP 60 (heat shock protein - protein teplotního 
šoku). Interleukin 8 působí prostřednictvím aktivace neutrofilů jako mediátor zánětu a 
přispívá tím k dalšímu poškození sliznice žaludku [13].   

Na erytrocyty, na buňky bukální sliznice a laminin se nespecificky váže protein 
o molekulové hmotnosti 19,6 kDa vázající  železo.         

V souvislosti s poškozováním buněk se zkoumá u H. pylori také produkce fosfolipáz.  
Fosfolipázy A a C se podílejí hydrolýzou mastných kyselin v membránách slizničních buněk 
žaludku na jejich destrukci a způsobují uvolnění cytotoxického lysolecitinu z lecitinu 
obsaženého ve žluči.  Prokázána byla i existence sfingomyelinázy C [24].  
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5. Metody průkazu infekce H. pylori 

 
 
 
V současné době je k dispozici relativně široké spektrum metod pro diagnostiku 

infekce H. pylori. Při použití přímých metod se prokazuje přítomnost vlastního infekčního 
agens, nepřímými metodami se prokazují protilátky proti antigenům H. pylori v séru pacienta.  

Jednotlivé metody detekce H. pylori  se  liší svojí specificitou a senzitivitou, účelem, 
za kterým bývají nejčastěji použity, nároky na technické vybavení, dostupností 
pro praktického lékaře, výtěžností a v neposlední řadě také nároky na čas a finanční 
prostředky. Jiné způsoby vyšetření jsou vhodné k prokázání přítomnosti infekce H. pylori 
u zatím neléčeného pacienta se symptomy onemocnění, jiné naopak ke  kontrole úspěšnosti 
eradikace. Svá specifika má volba diagnostické metody pro screeningové vyšetření nebo 
u dětských pacientů. 

 Na přítomnost infekce H. pylori mají být vyšetřovány pouze ty osoby, které budou 
v případě  pozitivního výsledku léčeny. K potvrzení přítomnosti této infekce je dostačující 
pozitivita jediného testu. Doporučuje se, aby  negativní výsledek vyšetření byl potvrzen 
dvěma na sobě nezávislými testy, protože senzitivita ani specificita běžně užívaných testů 
není stoprocentní [24]. 

 
 

5.1 Přímé metody  
 
 

Přímé metody, kterými se zjišťuje přítomnost infekčního agens ve vzorku, se podle 
způsobu získávání vzorku dělí na invazivní a neinvazivní. Při použití invazivních metod se 
vyšetřuje bioptický vzorek, který je odebrán ze žaludeční sliznice pacienta v průběhu 
endoskopického vyšetření. Neinvazivní metody odběr biotického vzorku nevyžadují a 
přítomnost infekce H. pylori se zjišťuje analýzou pacientova dechu nebo stolice. 

 

5.1.1 Přímé metody invazivní 
 
 
Invazivní metody jsou spojeny s určitým rizikem pro pacienta (a tím vlastně i pro 

lékaře), které vyplývá z nutnosti podstoupit endoskopické vyšetření a biopsii vzorku 
žaludeční sliznice. Komplikací může být lacerace nebo dokonce perforace stěny orgánu, 
reflektoricky vyvolaný kolapsový stav, ale nejčastěji se vyskytují potíže spojené 
s premedikací vyšetřovaného. Naopak větší krvácení v souvislosti s mnohočetnou biopsií je 
spíše výjimečné a většinou je důsledkem poruchy hemokoagulace u pacienta [6]. 
Při endoskopickému vyšetření lze rovněž makroskopicky prohlédnout žaludeční sliznici, 
zhotovit fotodokumentaci nálezu a odebrat vzorek tkáně pro histologické vyšetření. To jsou 
vše faktory, které mohou významně podpořit diagnózu nebo odhalit dosud latentní závažné 
onemocnění a mohou tedy být pro pacienta velkým přínosem.      

S invazivními metodami je ovšem spojeno i riziko iatrogenního přenosu infekce, 
kterému lze předejít pouze pečlivou dekontaminací endoskopů a všech nástrojů používaných 
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při endoskopii a jejich následnou fyzikální nebo chemickou dezinfekcí. Zdrojem falešně 
pozitivních výsledků, a tedy chybně stanovené diagnózy, se také může stát bakteriální 
kontaminace vzorku v době mezi jeho odběrem a vyšetřením.   

Při správně provedeném odběru vzorku žaludeční sliznice jsou metody spojené 
s endoskopií a biopsií vysoce spolehlivé pro diagnostiku i pro kontrolu eradikace. Biopsie se 
provádí speciálními bioptickými kleštěmi v místě maximálního patologického nálezu. 

Distribuce H. pylori na  žaludeční sliznici většinou není rovnoměrná, primárně 
kolonizuje oblast žaludečního antra a pyloru, teprve později osidluje i tělo a fundus. Tuto 
skutečnost je nutné při odběru respektovat, aby se vyloučila falešná negativita vyšetření. Proto 
se doporučuje odebírat 2-3 vzorky sliznice v antrální oblasti a minimálně 1 vzorek v corpus 
ventriculi. U endoskopicky nejistého nálezu je vhodné odebrat více než 6 vzorků  z místa 
patologie. Patologické změny mohou být u některých klinicky závažnějších diagnóz (např. 
při karcinomu žaludku) uloženy až v submukóze, proto se provádí v rámci endoskopie také 
vyšetření hlubších vrstev žaludeční stěny a v indikovaných případech makrobiopsie 
polypektomickou kličkou.  

Falešnou negativitu vyšetření může způsobit také užívání antibiotik nebo léků, které 
jsou podávány k potlačení kyselé žaludeční sekrece a musí být proto z léčby vysazeny alespoň 
14 dní před vyšetřením.  
 
 

5.1.1.1Rychlý ureázový test 
 
 
Principem rychlého ureázového testu je změna zabarvení acidobazického indikátoru, 

která provází rozklad močoviny na amoniak a oxid uhličitý, při přítomnosti bakteriální ureázy 
ve vyšetřovaném vzorku žaludeční sliznice. Sama žaludeční sliznice totiž žádnou ureázu 
neprodukuje, takže pozitivita testu u pacienta jasně ukazuje na infekci ureáza-pozitivní 
bakterií. H. pylori uvolňuje ureázu ze svého povrchu ve velkém množství, protože mu 
zvýšením pH v jeho okolí umožňuje přežití v kyselém žaludečním prostředí. Tento enzym 
hydrolyzuje v žaludku přítomnou močovinu na amoniak a amid kyseliny uhličité, který se 
znovu rozkládá na amoniak a kyselinu uhličitou. Ve  vodném prostředí vzniká z amoniaku 
hydroxid amonný, který způsobí zvýšení pH.  

Komerčně vyráběné ureázové testy obsahují substrát (močovinu) a acidobazický 
indikátor (např. fenolovou červeň) a mívají formu gelu, do kterého se vzorek zatlačí nebo to 
mohou být zkumavky s médiem. Rychlým ureázovým testem se pak přítomnost H. pylori 
ve vyšetřovaném vzorku, který byl získán biopsií žaludeční sliznice, projeví změnou barvy 
acidobazického indikátoru. Použijeme-li fenolovou červeň je pozitivní výsledek testu 
indikován červeným zbarvením, žluté zbarvení znamená nepřítomnost bakterie [24]. 

Tento jednoduchý test je nejčastěji používaným při detekci H. pylori ve vzorcích 
žaludeční sliznice odebraných při biopsii a je také nejméně finančně nákladný.  Test je snadno 
dostupný, lze ho použít přímo v gastroenterologické ordinaci a jeho velkou předností je rychlé 
získání výsledku i bez konzultace s mikrobiologem. Při husté kolonizaci sliznice H. pylori se 
pozitivita testu projeví během několika málo minut, standardně se odečítá po 2 hodinách. To 
umožní celkové zkrácení času potřebného pro stanovení správné diagnózy a rychlé zahájení 
účinné terapie. Za definitivně negativní je považován výsledek vyšetření, při kterém nedojde 
ke změně zbarvení do 24 hodin.      

Specificita a  senzitivita rychlého ureázového testu se pohybuje okolo 90 % [16]. 
Při krvácení do gastrointestinálního traktu se ale jeho senzitivita významně snižuje. Falešná 
pozitivita testu může být podmíněná kontaminací vzorku jinými ureáza-pozitivními 
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bakteriemi. Falešnou negativitu může způsobit chyba při odběru vzorku. Výskyt H. pylori 
ve sliznici je často lokální a tuto chybu lze eliminovat odběrem většího počtu vzorků z míst 
s maximem makroskopických změn, aby se pravděpodobnost jeho záchytu zvýšila. 
U pacientů, kteří jsou léčeni inhibitory protonové pumpy nebo antagonisty H2-receptorů, 
může dojít k přesunu H. pylori z oblasti antra do corpus ventriculi a do žaludečního fundu, 
proto se doporučuje odebrat při biopsii vzorky také z těchto míst. 

Variantou rychlého ureázového testu se poslední dobou stává imunologický rychlý 
ureázový test (iRUT), který využívá specifických protilátek proti ureáze H. pylori a eliminuje 
tak možnost zkřížené reaktivity s jinými ureáza-pozitivními bakteriemi, při zachování 
rychlosti a přesnosti původního testu [10].   

 Rychlý ureázový test je velmi vhodný pro detekci H. pylori při prvním podezření 
na jím vyvolanou infekci. To, že je spojen s nutností biopsie žaludeční sliznice sice 
představuje pro pacienta určitý diskomfort, na druhou stranu má při správném odběru vzorků 
velkou výtěžnost.  

Po skončení farmakoterapie infekce H. pylori se endoskopie znovu provádí jen 
v odůvodněných případech, a proto ani rychlý ureázový test se ke kontrole úspěšnosti jeho 
eradikace ve větší míře nepoužívá. Pro tento účel jsou vhodnější globální testy (např. dechový 
test), které jsou neinvazivní a odrážejí situaci v celém organismu.  

Pro některé skupiny osob (např. v rodinách s vysokým výskytem karcinomu žaludku) 
by tento test mohl být užitečný i pro screeningové vyšetření už proto, že je spojen 
s endoskopií a makroskopickým hodnocením stavu žaludeční sliznice, ale pro testování 
většího vzorku populace si ho lze ze stejného důvodu jen těžko představit.      

 
 

 

5.1.1.2 Mikroskopické vyšetření 
 
 

Mikroskopické vyšetření je velmi rychlou, levnou a spolehlivou metodou detekce 
H. pylori. Bioptický vzorek se pro mikroskopické vyšetření  homogenizuje, rozetře se 
na podložní sklíčko a po zaschnutí se fixuje. Barví se podle Grama nebo metodou Giemsa-
Romanowski. Velmi účinná je impregnace stříbrem podle Warthina-Starryho, ale identifikace 
bakterie je dobrá i při barvení hematoxylin-eozinem [24]. Senzitivita a specificita tohoto 
vyšetření se blíží 90 % a je ovlivněna použitým typem barvení [16]. 

 Při mikroskopickém hodnocení preparátu je třeba mít na zřeteli nerovnoměrnou 
distribuci H. pylori na sliznici a vzorek prohlédnout s velkou pečlivostí. Tato gramnegativní 
bakterie má pod mikroskopem typicky zahnutý tvar, někdy připomíná letícího ptáka. Jeho 
identifikace může být ztížena přítomností nezralých nebo rozpadajících se forem, 
před eradikací také přítomností kokoidních forem nebo rovných tyček a méně často také 
přítomností jiných bakterií nebo kvasinek. Hodnocení je tedy do určité míry závislé 
na zkušenostech a pečlivosti vyšetřujícího [13]. 

Při hodnocení vzorku mikroskopickým vyšetřením je  možné rovněž přibližné 
stanovení gradingu (tj. odhad množství bakterií H. pylori ve sliznici). Jako mírnou 
označujeme přítomnost málo četných bakterií na méně než 1/3 povrchu sliznice. Těžký stupeň 
představuje souvislá vrstva bakterií na více než 2/3 povrchu a střední  stupeň se nachází mezi 
stupněm mírným a těžkým [24].  

Mikroskopicky lze rovněž vyšetřit stěry žaludeční sliznice, které se získávají 
při endoskopickém vyšetření setřením hlenové vrstvy sliznice kartáčkem a nevyžadují tedy 
biopsii. H. pylori je neinvadující bakterie žijící právě v hlenové vrstvě, proto jsou jeho 
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množství získaná stěrem hlenu větší než při biopsii a test je proto citlivější. 
Při mikroskopickém vyšetření bioptovaného vzorku je ale možné posoudit i stupeň zánětu 
sliznice a odhalit další morfologické  změny ve tkáni. 

Mikroskopické vyšetření žaludeční sliznice může odhalit závažná onemocnění 
žaludku, která se nemusí při pouhém endoskopickém vyšetření manifestovat zřetelnými 
makroskopickými změnami a mohou tak být snadno přehlédnuta. V tom také vidím hlavní 
přednost mikroskopie před rychlým ureázovým testem v indikaci pro screeningové vyšetření 
u vybraných skupin osob. Výsledek rychlého ureázového testu se dá hodnotit snadněji, 
mikroskopické vyšetření vyžaduje větší zkušenost a trpělivost, ale podává více informací 
k podpoření diagnózy. Obě metody vykazují přibližně stejnou hodnotu specificity a 
senzitivity, obě vyžadují získání vzorku endoskopicky a proto bych možnost jejich použití 
v jednotlivých indikacích hodnotila obdobně.        
 

 

5.1.1.3 Kultivační vyšetření 
 
 
Kultivace H. pylori se řadí mezi nejpřesnější způsoby vyšetření, ale je také velmi 

náročná a drahá. Provádějí ho pouze některé laboratoře a rozhodně nepatří mezi rutinně 
používané metody. Umožňuje podrobnější stanovení infikujícího kmene a využití nachází 
hlavně ve výzkumu a v epidemiologii.   

Vzorek žaludeční sliznice odebraný při endoskopii se po homogenizaci očkuje 
na speciální tuhé kultivační půdy. Jejich základem je agar, obohacený koňskou nebo beraní 
krví  a koňským nebo telecím sérem. Do agaru se přidávají komerčně připravované růstové 
faktory, směs antibiotik, která potlačují růst jiných bakterií eventuálně kontaminujících 
vzorek a amfotericin B proti kontaminaci plísněmi [24]. 

H. pylori je kultivačně velmi náročná bakterie, která vyžaduje mikroaerofilní prostředí 
ve směsi 5 % O2, 10 % CO2  a 85 % N2. Vlastní kultivace pak probíhá v anaerostatu při teplotě 
37 °C, pH 5,5 a vysoké vlhkosti po dobu 4-7 dnů. Po uplynutí této doby lze na povrchu půdy 
spatřit drobné, okrouhlé, šedé, lesklé kolonie a některé kmeny vytvářejí i úzkou zónu 
hemolýzy [1]. Identifikace baktérií se provádí biochemickými testy (zjišťuje se tvorba ureázy, 
katalázy a oxidázy), molekulárními a genetickými metodami (např. PCR) a využitím 
imunologických technik (pomocí monoklonálních a polyklonálních protilátek).  

 Specificita kultivačního vyšetření je téměř 100 %,  senzitivita 80-90 % [16]. Citlivost 
této metody je závislá na zkušenosti zpracovatele a hlavně na zacházení s odebraným 
materiálem během transportu. 

Kultivace se pro svou laboratorní náročnost a finanční náklady nehodí pro základní 
diagnostiku infekce H. pylori ani pro kontrolu její eradikace. Rutinně se neprovádí nikde 
na světě, ale je velmi vhodná pro testování citlivosti bakterie na antibiotika po selhání 1 nebo 
2 léčebných kúr a k typizaci mikroorganismu.   
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5.1.2 Přímé metody neinvazivní  
 
 
Výsledky přímých neinvazivních metod odrážejí situaci v celém organismu a nejsou 

limitovány nerovnoměrnou distribucí H. pylori na žaludeční sliznici. Pacienty je jistě 
vnímáno pozitivně, že nejsou spojeny s diskomfortem endoskopického vyšetření. Lze je 
s výhodou použít i u malých dětí. Nevýhodou může být jejich omezená dostupnost 
v některých regionech nebo vyšší cena. 

  
   

5.1.2.1 Dechové testy 
 
 
Funkční dechové testy pro gastroenterologii byly objeveny již v 50. letech 20. století a 

v klinické praxi se začaly využívat asi o 20 let později. V České republice se používají od září 
1997 a dosud největší zkušenosti mají s touto metodou ve Fakultní nemocnici v Hradci 
Králové [11]. Evropská společnost pro studium Helicobacter pylori (dále EHPSG) označila 
na Maastrichtském jednání v roce 2000 dechový test, spolu s testem na stanovení antigenu 
ve stolici (HpSA), metodou volby v diagnostice infekce H. pylori [27].   

 Dechové testy pro diagnostiku infekce H. pylori jsou založeny na perorálním podání 
definovaného množství izotopem značené urey pacientovi. Je-li pacient nositelem této 
infekce, je urea v jeho žaludku hydrolyzována bakteriální ureázou na amoniak a izotopem 
značený oxid uhličitý, který je krví přenesen do plic a jeho množství je měřitelné 
ve vydechovaném vzduchu.    
             Zpočátku byl ke značení urey používán radioaktivní izotop uhlíku 14C. S ohledem 
na ionizující záření mohla být tato metoda prováděna pouze na specializovaných pracovištích 
a nemohl být používán u gravidních žen ani u dětí. Přestože dávka ionizujícího záření byla 
malá (jeho poločas rozpadu je 5 730 let), v řadě zemí se z radiologických a hygienických 
důvodů od  jeho klinického použití upouští.   

Od 80. let minulého století se v dechových testech začal používat neradioaktivní 
izotop 13C, který je stabilní a v přírodě i v lidském těle se běžně vyskytuje. Tento izotop byl 
Evropskou unií doporučen k využití v oblasti  diagnostiky i  klinického výzkumu [11]. 

Poměr mezi množstvím vydechovaného izotopem značeného 13CO2 a 12CO2, který je 
ve výdechu fyziologicky přítomen, se zjišťuje metodou hmotnostní spektrometrie, 
infračervené spektrofotometrie nebo metodou využívající laser a vztahuje se k plynu 
referenčnímu1. Měření se provádí ve vzorcích dechu odebraných před podáním značené urey 
a 30 minut po něm. Rozdíl těchto dvou hodnot se označuje jako tzv. „δ excess“ a výsledek 
testu je považován za pozitivní, pokud je rozdíl poměrů mezi vzorkem odebraným v čase T30 
a T0 větší než 5 ‰.  

Dechové testy mají specificitu 93-99 % a senzitivitu 90-95 % [16] a jsou metodou 
volby v případech, kdy není indikováno endoskopické vyšetření. Tyto testy jsou globální, 
odráží tedy situaci v celém organismu a jejich výsledek není ovlivněn nerovnoměrnou 
distribucí H. pylori na sliznici žaludku. Pozitivní výsledek indikuje aktivní infekci H. pylori a 
proto jsou dechové testy spolehlivě použitelné pro diagnostiku. Velmi se hodí také 
pro kontrolu efektu eradikace H. pylori a pro pacienta nepředstavují žádnou zátěž. Výsledek 
testu může být falešně negativní 4-6 týdnů po ukončení  léčby inhibitory protonové pumpy, 

                                                 
1 Referenční plyn – kultivací rozsivek získaný superčistý CO2 s přesně definovaným obsahem 12C a 13C 
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antibiotiky nebo preparáty vizmutu a doporučuje se tedy používat dechový test až za 4 týdny 
po této terapii. Týden před vyšetřením se doporučuje vysadit léčbu antagonisty H2-receptorů. 
Výsledek těchto testů ovlivňuje také motilita žaludku, jeho anatomie a případné poruchy jeho 
vyprazdňování a proto se provádí nalačno.  Dechový test se dá kdykoliv opakovat a bez rizika 
použít i u dětí a při graviditě. Je vhodný pro vyšetření velkých populačních skupin a v praxi se 
využívá při hodnocení výsledků epidemiologických studií [12].  

I u nás  jsou dostupné komerční soupravy dechových testů k jednoduchému odběru 
vzorků v domácích podmínkách. Takto získané vzorky se pak ve speciální zkumavce zasílají 
k vyhodnocení do laboratoře. Zkumavky nevyžadují žádné zvláštní skladovací podmínky, 
stanovení je reprodukovatelné i po několika týdnech a test je ekologický.  

Dechové testy sice vyžadují velké investice do přístrojové techniky, na druhou stranu 
při použití automatických analyzátorů je možné najednou vyšetřit stovky vzorků a výsledek je 
dostupný v řádech minut [11].  

  
  

5.1.2.2 Průkaz přítomnosti specifického antigenu HpSA ve stolici 
 
 
HpSA (Helicobacter pylori stool antigen) je somatický antigen, který se nachází 

ve stolici osob infikovaných H. pylori a opět vymizí do 4 týdnů po jeho eradikaci. Testy 
pro prokázání přítomnosti antigenu HpSA jsou založeny na jeho reakci s polyklonálními nebo 
monoklonálními protilátkami. Vzniklý komplex antigen-protilátka lze detekovat některou 
z imunologických technik. Nejčastěji se používá metoda ELISA nebo nověji 
imunochromatografický test. Tento způsob diagnostiky infekce H. pylori není náročný 
na přístrojové vybavení. Při použití imunochromatografického testu je evaluace možná 
bez laboratorní techniky během několika minut přímo v ordinaci, výsledky metody ELISA lze 
vyhodnotit fotometricky. Specificita a senzitivita této metody je srovnatelná s dechovými 
testy [24] a nejvíce závisí právě na způsobu detekce komplexu antigen-protilátka.  

Tato metoda diagnostiky infekce H. pylori je pro pacienta z hlediska odběru vzorku 
nenáročná, ačkoliv je nutno manipulovat s infekčním biologickým materiálem. Laboratoř 
obvykle poskytne pacientovi odběrovou nádobku s plastovým jádrem v podobě lžičky, kterou 
je vzorek odebrán a znovu uzavřen do nádobky. Hodnocení vzorku se provádí v laboratoři a 
po zmražení ho lze skladovat po dobu několika měsíců [32]. 

Použití této metody záchytu infekce H. pylori je způsobem získávání vzorku 
pro testování zejména vhodné v pediatrii, kde se také s aplikací této metodiky začínalo. 
U dospělých ji lze použít jako doplňkovou metodu u pacientů s chronickou gastritidou, 
vředovou chorobou gastroduodena,  karcinomem žaludku a některých dalších onemocněních, 
při nejednoznačném výsledku sérologického vyšetření. Průkazem přítomnosti specifického 
antigenu ve stolici je také možné monitorovat úspěšnost  eradikace této infekce.   

Vzhledem ke skutečnosti, že se jedná o neinvazivní, globální, levnou a snadno 
dostupnou metodu, je velmi vhodná pro screeningové vyšetření nebo pro použití 
v epidemiologických studiích. V roce 2001 byla ve spolupráci Dětské kliniky Fakultní 
nemocnice a Lékařské fakulty Univerzity Karlovy v Plzni s Oddělením sérologie 
Mikrobiologického ústavu Fakultní nemocnice Plzeň zjišťována přítomnost antigenu 
H. pylori ve stolici u skupiny 93 dětí [29]. Ve skupině bylo 42 chlapců a 51 dívek ve věku 
od dvou do osmnácti let. Všem byl endoskopicky odebrán vzorek antrální a korporální 
sliznice žaludku a proveden průkaz přítomnosti H. pylori v odebraných vzorcích 
histologickým vyšetřením a ureázovým testem. Součástí studie bylo vyšetření přítomnosti 
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antigenu HpStAR2 ve stolici a provedení sérologie IgG. Výsledky HpStAR byly odečítány 
spektrofotometricky a výsledky sérologických vyšetření se stanovovaly pomocí 
diagnostického setu pro průkaz HpSA, u kterého nebyla známa specificita, senzitivita a 
vhodnost použití u dětí. Pozitivita infekce H. pylori byla prokázána u 26 dětí (27,9 %), 
u 67 dětí (72,1 %) byl výsledek vyšetření hodnocen negativně. U testu pro vyšetření 
přítomnosti antigenu HpStAR ve stolici byla zjištěna senzitivita 96,1 % a specificita 98,5 % a 
tyto hodnoty ho řadí mezi testy velmi spolehlivé pro diagnostiku infekce H. pylori 
i pro monitorování úspěchu farmakoterapie. Výsledky sérologických vyšetření IgG byly 
o něco méně povzbudivé, zjištěná senzitivita byla 88,5 % a specificita 70,2 %.  Z výsledků 
roční srovnávací studie vyplývá, že test pro vyšetření přítomnosti antigenu HpStAR ve stolici 
je možné u dětí doporučit a je vhodným doplňkem diagnostiky i monitorování úspěchu 
eradikace. 

 

5.1.3 Ostatní metody 
 
 

 Na rozhraní mezi metodami invazivními a neinvazivními stojí ostatní přímé metody. 
Patří mezi ně především molekulární techniky, které jsou založené na principu detekce 
cílového fragmentu DNA H. pylori po jeho amplifikaci. Prokazuje se jimi přítomnost 
infekčního agens, ale kromě vzorků získaných biopsií umožňují vyšetření přítomnosti 
H. pylori i ve vzorcích zevního prostředí (např. ve vodě) nebo ve vzorcích silně 
kontaminovaných jinými bakteriemi nebo materiálem (např. ve stolici nebo ve slinách). Tyto 
metody jsou velmi technicky náročné, finančně nákladné a rozhodně se nepoužívají k rutinní 
diagnostice. Vyznačují se vysokou specificitou a senzitivitou a uplatňují se zejména 
ve výzkumu a v epidemiologii. S jejich využitím nezískáme celý hledaný organismus, tak 
jako je tomu např. u kultivace, ale nálezem fragmentu DNA bakterie, který je pro ni 
specifický a odlišuje ji od jiných mikroorganismů, prokážeme její přítomnost.  

 
       

5.1.3.1 PCR  
 
 
Nejčastěji používanou molekulární technikou, která se v současnosti používá 

pro zjišťování přítomnosti H. pylori, je metoda PCR (polymerase chain reaction, 
polymerázová řetězová reakce). Byla vyvinuta v roce 1983 v laboratořích Cetus Corporation 
v Emeryville v Kalifornii a je založena na detekci vybraného fragmentu bakteriální DNA 
po jeho enzymatické amplifikaci (namnožení) [23].  

Vlastní reakční cyklus probíhá v cykléru v amplifikačních zkumavkách, které se 
naplní roztokem obsahujícím DNA izolovanou ze vzorku a reakční směsí. Reakční směs 
obsahuje  vhodně zvolené primery3, deoxynukleotidtrifosfáty (dATP, dTTP, dCTP a dGTP), 
termostabilní DNA-dependentní DNA-polymerázu (např. Taq DNA polymerázu izolovanou 
z bakterie Thermus aquaticus) a pufr s obsahem hořečnatých iontů. Jako cílové fragmenty 

                                                 
2 HpStAR – metoda stanovení přítomnosti specifického antigenu HpSA ve stolici založená na jeho 

reakci s monoklonálními protilátkami 
3 primer (česky očko) – jednořetězcová in vitro syntetizovaná sekvence DNA, která je komplementární 

k DNA cílového fragmentu  
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pro amplifikaci se využívají cca 20–100 bází dlouhé  sekvence DNA, které jsou druhově nebo 
rodově specifické a mají nízkou pravděpodobnost vzniku bodových mutací. V případě 
H. pylori jde nejčastěji o sekvence DNA kódující geny pro tvorbu ureázy, gen cagA, vacA 
nebo iceA. Specifické primery, které jsou při metodě PCR použity, jsou komplementární 
k oběma antiparalelním vláknům DNA, ale neměly by být komplementární k sobě navzájem.   

 PCR probíhá ve třech časově a teplotně odlišných fázích. Jednotlivé fáze jsou 
iniciovány pouze změnou teploty a doba jejich trvání je závislá na délce amplifikovaných 
úseků DNA. Deoxyribonukleová kyselina H. pylori izolovaná z vyšetřovaného vzorku se 
nejprve denaturuje při teplotě 94 °C. Vodíkové můstky mezi komplementárními purinovými a 
pyrimidinovými bazemi obou vláken DNA se rozruší, dojde k rozvolnění dvoušroubovice a 
vzniknou dvě jednořetězcové (matricové) DNA. Během druhé (anelační) fáze, provázené 
řízeným ochlazením na 52-60°C, dochází k nasednutí (anelaci) specifického primeru 
na komplementární sekvenci matricové DNA. V průběhu třetí (elongační, polymerační) fáze 
je při teplotě 72°C na základě komplementarity bazí syntetizováno nové vlákno DNA 
od 3´ konce primeru. Po jednom cyklu PCR dá původní dvouřetězcová DNA vznik dvěma 
amplikonům, z nichž každý má jedno vlákno původní DNA a jedno nově syntetizované. Počet 
amplikonů po každém cyklu exponenciálně roste a přibližně po 30 cyklech (tj. při teoretickém 
počtu amplikonů 230) je koncentrace hledaného fragmentu dostatečná, aby mohl být  
spolehlivě detekován buď elektroforézou nebo pomocí hybridizačních sond.  

Metodou PCR je možné jasně prokázat přítomnost H. pylori nejen ve vzorcích 
žaludeční sliznice odebraných při biopsii, ale i v jiném biologickém materiálu (např. 
ve slinách nebo stolici). Lze ji aplikovat i pro identifikaci této bakterie v zevním prostředí, 
které  obsahuje i mnoho jiných mikroorganismů. Pro tuto metodu je postačující množství 
templátové4 DNA mezi 1 a 500 ng a je možné ji proto použít i když je ve vzorku genetického 
materiálu málo [23]. V literatuře se uvádí, že senzitivita této metody je 95-99 % a specificita  
99-100 % [16]. 

Metoda PCR není pro svou technickou a ekonomickou náročnost rutinní diagnostickou 
metodou. Dala by se použít v primární diagnostice i pro kontrolu úspěšnosti eradikace 
při vyšetřování bioptických vzorků žaludeční sliznice, ale máme v těchto indikacích 
k dispozici řadu jiných, jednodušších, levnějších a zároveň rychlejších metod (např. rychlý 
ureázový test k primární diagnostice nebo dechové testy pro kontrolu po ukončení 
farmakoterapie). Nelze ji použít pro stanovení citlivosti H. pylori na antimikrobiální léčbu, 
protože metodou amplifikace nezískáme celé bakterie, ale jen fragmenty její DNA. Užití 
nachází hlavně ve výzkumu a epidemiologii, např. pro detekci kontaminace pitné vody nebo 
pro poddruhovou identifikaci H. pylori.   
 

 

5.2 Nepřímé metody - sérologické 
 

 
  Žaludeční sliznice reaguje na kolonizaci H. pylori většinou zánětem, který je 

provázený  lokální i systémovou imunitní reakcí s tvorbou specifických  protilátek IgG, IgA a  
IgM. Samotná imunitní reakce organismu sice k eliminaci této bakterie nestačí, ale lze ji 
využít k rozpoznání infekce v případech, kdy je kontraindikováno invazivní vyšetření. 
Principem sérologických metod je tedy detekce specifických protilátek proti H. pylori v séru 
pacienta.  

                                                 
4 templát – jednovláknová molekula DNA, která vzniká denaturací dvouvláknové DNA a slouží jako 

matrice pro replikaci 
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 Výsledek sérologických testů je vždy nutno interpretovat v kontextu s ostatními 
vyšetřeními, se symptomy onemocnění a klinickým nálezem. Pozitivita těchto testů nemusí 
vždy indikovat akutní infekci gastrointestinálního traktu, protože protilátky proti H. pylori 
mohou být přítomny v séru pacienta i několik měsíců nebo let  po úspěšné farmakoterapii 
[16]. Negativní výsledek znamená, že v séru není detekovatelné množství protilátek a k tomu 
může dojít také v časné fázi infekce, nejen při její nepřítomnosti. Falešně negativní může být 
výsledek testu rovněž u imunokompromitovaných pacientů, u dětí nebo u starých lidí. 

Sérologické vyšetření specifických protilátek proti H. pylori představuje 
pro praktického lékaře nejlevnější, nejjednodušší a také snadno dostupný způsob detekování 
této infekce. Krevní vzorek se pro sérologické vyšetření odebírá asepticky ze žíly a sérum se 
připravuje běžnou laboratorní technikou. Pro odběr vzorku není nutné předchozí lačnění, ale 
silně lipemická séra mohou vést k chybnému výsledku. Také při použití hemolyzovaných 
nebo mikrobiálně kontaminovaných sér nebo při nedodržení pracovního postupu mohou být 
výsledky nejednoznačné.    

 V sérologických testech pro diagnostiku infekce H. pylori se obvykle vyšetřují 
protilátky třídy IgG. Protilátky třídy IgM mohou být detekovatelné v časných stádiích aktivní 
infekce. Hladiny protilátek třídy IgG a IgA stoupají v průběhu infekce a pokud není 
eradikována zůstávají vysoké. Po úspěšné eradikaci H. pylori antimikrobiální terapií dochází 
k pozvolnému poklesu hladin obou těchto tříd protilátek. Na poloviční hodnoty svého maxima 
z doby akutní infekce se ale dostávají až cca po půl roce od ukončení farmakoterapie [26]. 
Specifické protilátky proti H. pylori jsou detekovatelné i v moči a slinách pacienta [24]. 

Existuje mnoho imunologických a sérologických technik, kterými se dají protilátky 
proti H. pylori v séru stanovit, např. hemaglutinace, imunofluorescence, fixace komplementu, 
bakteriální aglutinace, latexové testy, imunoblot a řada dalších. Nejčastěji používanou je 
bezpochyby  metoda ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay). Jde o nekompetitivní 
imunochemickou metodu, která má obvykle  „sendvičové uspořádání“. Vhodný antigen 
H. pylori je zakotven na pevné fázi, např. plastikové mikrotitrační destičce. Po inkubaci a 
odstranění nenavázaného antigenu promytím, se přidává vyšetřované naředěné sérum. 
Vzniklý imunokomplex je potom detekován sekundárním enzymem značenou protilátkou 
proti lidskému imunoglobulinu a výsledek se hodnotí denzitometricky. Tato metoda 
umožňuje detekci i velmi malých množství protilátek ve vzorku, je rychlá a relativně levná. 
Jeho specificita a senzitivita je velmi závislá na volbě antigenu H. pylori, který je zakotven 
na pevné fázi. Vyšetření je technicky nenáročné, snadno dostupné a výsledek je 
reprodukovatelný jednoduchým způsobem.  

Výsledky sérologických vyšetření získaných z různých laboratoří mohou být někdy 
srovnatelné pouze kvalitativně, protože jednotlivá pracoviště mohou používat k vyjádření 
výsledků těchto testů odlišné způsoby (např. index, titr, jednotky nebo  absorbanci).  

Specificita sérologických testů se pohybuje okolo 90 %,  senzitivita je 80-90 % [16]. 
Aby specificita a senzitivita tohoto vyšetření byla co nejvyšší, je potřeba v testu použít takové 
antigeny H. pylori, které jsou společné pro všechny kmeny této bakterie a zároveň je u nich 
malá pravděpodobnost, že by došlo ke zkřížené reakci protilátek proti těmto antigenům 
s antigeny jiných mikroorganismů.  
            Podle specificity můžeme rozdělit antigeny H. pylori na: 
 

• vysoce specifické – antigeny s molekulovou hmotností 26, 29, 95 a 120 kDa 
• druhově specifické – antigeny o molekulové hmotnosti 19 a 30 kDa  
• pravděpodobně specifické – antigeny s molekulovou hmotností 17 a 33 kDa 
• nespecifické – antigeny o molekulové hmotnosti 13, 41, 50, 54, 57, 66, 67 a 75 

kDa 
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Pro sérologická vyšetření je tedy vhodné vybírat antigeny H. pylori s vysokou 

specifitou, které jsou charakteristické pro tohoto patogena  a výrazně ho odlišují od ostatních 
bakterií. Účelné je použití např. antigenu s molekulovou hmotností 120 kDa (odpovídá 
proteinu CagA), 95 kDa (indikuje přítomnost vakuolizačního cytotoxinu) nebo 29 kDa 
(ukazuje na nález lehké podjednotky ureázy). Naopak antigen o molekulové hmotnosti 
66 kDa, který je asociován s těžkou podjednotkou ureázy, obsahují i jiné ureáza-pozitivní 
bakterie a může tedy být příčinou zkřížené reaktivity mezi H. pylori a touto skupinou 
mikroorganismů. Nebo např. antigen s molekulovou hmotností 54 kDa, odpovídající 
bílkovině flagelinu, je charakteristický pro bakterie opatřené bičíky a mohl by se stát rovněž 
příčinou falešné pozitivity vyšetření.     

K dispozici pro ambulantní diagnostiku jsou také tzv. rychlé testy na bázi sérologie 
nebo plné krve po jejím kapilárním odběru. Výsledek lze odečíst během několika málo minut, 
ale tyto testy mají nižší specificitu a senzitivitu v porovnání s metodou ELISA. 

 Sérologie je pro svoji neinvazivitu, relativně nízkou cenu a snadné provedení vhodná 
pro vyšetření větších vzorků populace, zejména v rámci epidemiologických studií. Lze ji 
použít rovněž pro vyhledávání H. pylori v rodinách pacientů s komplikovaným průběhem 
chorob, které jsou s touto infekcí asociovány. Může být indikována také jako screening 
rizikových nemocných, např. u pacientů po transplantaci ledvin, u kterých infekce H. pylori 
zvyšuje riziko vzniku peptického vředu s krvácením. Dlouhodobou analýzou kinetiky hladin 
protilátek proti H. pylori u jednotlivých pacientů je možné posuzovat efekt antimikrobiální 
terapie. Pro časnou kontrolu účinnosti eradikační léčby ale sérologické testy příliš vhodné 
nejsou, neboť hladiny protilátek proti antigenům H. pylori mohou klesat jen pozvolna a být 
tak příčinou falešně pozitivních výsledků.  
 

 
 

 
6. Terapie infekce H. pylori 

 
 
 
Evropská společnost pro studium problematiky H. pylori (EHPSG – European 

Helicobacter Pylori Study Group), založená roku 1987 v Copenhagenu,  uspořádala v roce 
1996 v Maastrichtu konferenci, která se zabývala terapií infekce H. pylori, upravením 
pravidel léčby a doporučením vhodných terapeutických postupů [16]. Indikace k léčbě byly 
rozděleny podle stupně diagnostické závažnosti do 3 kategorií: 
 

• absolutní - o léčbě není pochyb (žaludeční a duodenální vředy, anamnéza 
peptického vředu, symptomatická erozivní duodenitida,  MALT lymfom 
s nízkým stupněm malignity, gastritida s těžkou abnormalitou, stav po resekci 
žaludku pro karcinom, M. Ménétriere ) 

 
• relativní - přímý užitek terapie nelze prokázat, ale lze ho předpokládat (rodinná 

anamnéza vředové choroby nebo  karcinomu žaludku,  stav po operaci žaludku 
pro jakoukoliv benigní chorobu, atrofická gastritida a intestinální metaplazie, 
erozivní gastritida, nevředová gastropatie při užívání nesteroidních 
antirevmatik, hyperplastické polypy) 
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• kontroverzní - terapii nelze jednoznačně doporučit, přímý pozitivní efekt nebyl 
prokázán a nelze ho ani předpokládat (prevence karcinomu žaludku, 
dlouhodobá léčba inhibitory protonové pumpy, funkční dyspepsie, Zollinger-
Ellisonův syndrom, infekce tzv. ulcerogenními kmeny - vacA1 a iceA1, 
asymptomatické osoby, extradigestivní onemocnění – ischemická choroba 
srdeční, chronická urtika, hypertenze, atd.). 

 
Lze předpokládat, že tyto indikace budou ještě revidovány v souvislosti s rozšiřováním 

znalostí o vztahu mezi infekcí H. pylori a některými chorobami.   
21. a 22. září 2000 byly výsledky této konference přehodnoceny a shrnuty 

v Maastrichtském konsenzu 2, ve kterém byly indikace k eradikaci rozděleny na silně 
doporučené, doporučené a nejisté [27]. Eradikace H. pylori smí být prováděna jen 
po potvrzení této infekce jednou diagnostickou metodou. Výsledky tohoto konsenzu nejsou 
přijímány odborníky v oboru gastroenterologie bez výhrad. Obecně je přijímáno doporučení 
detekce ureázové aktivity dechovým testem a antigenu HpSA ve vzorku stolice jako metod 
primární diagnostiky a k ověření efektu eradikační terapie. V rámci Evropské unie ale tento 
konsenzus naráží na  rozdíly v dostupnosti diagnostických testů a gastroskopie a také 
na odlišnosti ve financování  a organizaci zdravotní péče v jednotlivých státech. 

 Schémat terapie infekce H. pylori je dnes již velmi mnoho a zdaleka přesahují téma 
této práce. Důležité je připomenout, že po správně stanovené diagnóze této infekce máme 
k dispozici účinnou eradikační terapii a po ní následuje i uzdravení nemocného. Pro úspěch 
léčby je nutná rovněž compliance pacienta, protože musí pravidelně po různě dlouhou dobu 
užívat větší množství tablet a farmakoterapie může být provázena i některými nežádoucími 
účinky (např. gastrointestinálními obtížemi nebo alergickými reakcemi). Stále častěji také 
dochází ke vzniku rezistence na používaná antibiotika. U pacientů, u kterých pokus 
o eradikaci selhal, je ale možné na základě nového kultivačního vyšetření a stanovení 
citlivosti na ATB zvolit jiné léčebné schéma.   

 
                                                  
 
7. Závislost  fenotypového projevu CagA proteinu na  genotypu cagA a typizaci 
vacA genu  u pacientů s vředovou chorobou duodena 
 
 

7.1 Původ kmenů H. pylori 
 
 
V praktické části mojí bakalářské práce jsem pracovala s 20 kmeny H. pylori, které 

byly získány od pacientů s diagnózou vředové choroby duodena. Tato diagnóza u nich byla 
stanovena na základě endoskopického nálezu. Pacienti byli vyšetřováni 
na gastroenterologických odděleních Interní a Chirurgické kliniky Fakultní nemocnice Motol 
v letech 2000–2002. Od všech byly biopsií získány vzorky duodenální sliznice, které byly 
podrobeny mikrobiologickému vyšetření. Ve vzorcích byl u všech kmenů H. pylori stanoven 
metodou PCR genotyp cagA a vacA a metodou imunoblotu byl zjištěn fenotypový projev 
CagA proteinu.  
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7.2 Materiál a metody 
 
 

7.2.1 Biopsie 
 
 
 Bioptické vzorky od všech osob v souboru byly standardně odebírány vždy z velké a 

malé kurvatury antra a těla žaludku. K endoskopii byly použity fibroendoskopy firmy 
Olympus s prográdní optikou (Q20, XQ20).  Vzorky pro mikrobiologická vyšetření byly 
ukládány do transportního média a urychleně předávány do laboratoře. Do 2 hodin po odběru 
byly zpracovány homogenizací a vyšetřeny mikroskopicky, kultivačně a ureázovým testem. 
 

7.2.2 Kultivace 
 
 
 Kultivační vyšetření bylo prováděno v mikroaerobním prostředí (Anaerocult C firmy 

Merck) při teplotě 37 °C po dobu 4–7 dní. Kultivační půdy byly připravovány z Columbia 
agaru obohaceného 4–10 % koňské krve a 7 % koňského séra. K základu, který byl zahřátý 
na 80 °C, byla přidána obohacovadla  A a F (Dulab). Kultivací byly získány jednotlivé kmeny 
H. pylori. Jejich identifikace se opírala o mikroskopickou morfologii bakterií, o hodnocení 
vzhledu kolonií a průkaz enzymové aktivity ureázy, katalázy a oxidázy. Bakteriální kmeny 
byly pasážovány na tuhých kultivačních půdách a přeočkovány vždy po 3–4 dnech inkubace 
při 37 °C v mikroaerobním prostředí. Pasážováním bylo získáno dostatečné množství vlhké 
masy pro další vyšetření. 
 
 
 

7.2.3 Metody elektroforézy a imunoblotu 

 

7.2.3.1 Příprava proteinových extraktů 
 
 

Kmeny byly po pasážování suspendovány ve vzorkovém pufru (0,0625 M Tris-HCl 
obsahujícím 2 % SDS, 5 % 2-merkaptoethanolu a 10 % glycerolu) v poměru 0,1 g vlhké masy 
v 1 ml. Suspenze byla zahřáta  (100 °C/10 min.) a centrifugována (14 000 g/30 min.). 
Supernatanty byly rozděleny po 50 μl a uchovány do použití při teplotě -18 °C. 

 
 
 
 

 



Monika Moravcová  Diagnostika infekce Helicobacter pylori 
 
 

 25 
 

7.2.3.2 SDS-PAGE 
 
 

 Elektroforéza na polyakrylamidovém gelu s dodecylsulfátem sodným (SDS-PAGE, 
sodium dodecyl sulfát polyakrylamidová gelová elektroforéza) byla provedena metodou 
popsanou Laemmlim a standardizovanou Jackmanem, Academic Press, London, 
1985:  s. 115-128, ve vertikálním uspořádání v gradientových gelech s 5 % ostřícím gelem 
(lineární gradient 5–20 %) o velikosti 150x150x1 mm. Vzorky byly nanášeny po 20 μl 
do 10 stop/gel současně s proteinovými markery (Sigma, MW-SDS-6H; HW a 
LW Pharmacia). Po proběhlé elektroforéze byly gely barveny Coomassie Brilliant Blue R 250 
nebo byl proveden elektroforetický přenos na nitrocelulózovou membránu. Elektroforéza 
probíhala 3–4 hod, při konstantním proudu 100 mA.  

 

 

7.2.3.3 Imunoblot 
 
 

 Přenos rozdělených proteinových složek na nitrocelulózovou membránu (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) při konstantním napětí 
55 V/14 hod. Nitrocelulózová membrána byla dále blokována (PBS, 3 % Tween 20; 60 min., 
při 20 °C), inkubována s primární protilátkou (1: 200 v 0,05 % Tween 20/PBS; 60 min., 20 °C 
nebo 10 hod., 4 °C) a po promytí s prasečí protilátkou konjugovanou s peroxidázou (1: 1 000; 
SwAHU/IgG Px, ÚSOL; 60 min., 20 °C). Detekce peroxidázové aktivity byla provedena  
3,3´- diaminobenzidinem (6 mg 3,3´- diaminobenzidine, Lachema Brno, v 10 ml 50 mM Tris, 
pH 7,6; 10 μl 30 % H2O2).  
 
 

 

7.2.3.4 Detekce CagA proteinů 
 

 Po elektroforetickém rozdělení volných proteinů kmenů H. pylori v gradientovém 
gelu a přenosu na nitrocelulózovou membránu byla přítomnost proteinů velikostí 
odpovídajících CagA proteinům sledována pomocí sér detekujících tento protein a ověřených 
imunoblotem (BAG-Pylori-Blot, BAG Med. AG ) a ELISA testem (Helicobacter 
p120 ELISA, VIVA diagnostika). Přítomnost CagA proteinu u kmene byla hodnocena 
kvalitativně (CagA+ a CagA− kmen) a semikvantitativně – intenzita reakce v imunoblotu a 
tedy intenzita produkce CagA proteinu u CagA+ kmenů byla hodnocena stupnicí 0.5, 1, 2, 3. 
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7.2.3.5 PCR a typizace pomocí záchytných hybridizačních sond 
 
 
 

 Izolace DNA ze vzorku byla provedena lyzačním roztokem Amplicor respiratory 
specimen preparation kit  (Roche Diagnostics) s proteinázou K při teplotě 60 °C po dobu 
30 minut (100 μl suspenze bakteriální kultury připravené z 1 kličky a 400 μl roztoku). 
Optimalizace pH byla provedena přidáním 100 μl neutralizačního roztoku z téže soupravy. 
Každý vzorek byl centrifugován po dobu 5 s při 12 000 otáčkách/minutu k zajištění 
sedimentace pevných zbytků. Z každého vzorku byly odebrány 3 aliquoty po 50 μl 
pro 3 různé amplifikační reakce: 

 
• 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  

 
• Amplifikace 2: primery HEPY vacAm HPMGF, HEPY vacAm MR1 (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  

 
• Amplifikace 3: primery HEPY vacAs VA1F, HEPY vacAs VA1R (20), profil 

shodný s amplifikací 2 
                
 

Primery použité při amplifikačních reakcích jsou uvedené v tabulce č. 1. 
              

 
 

Tabulka č.1: Primery použité při amplifikačních reakcích 
 
   

Gen  
(alela) 

Popis Počet 
bází 

Pořadí nukleotidů 

cag A1 Hepy cagA AF(+) 
Hepy cagA AR(−) 

24 
22 

5′- TTG ACC AAC AAC CAC AAA CCG AAG – 3′ 
5′- CTT CCC TTA ATT GCG AGA TTC C - 3′ 

vac As Hepy vacAs VA1F(+) 
Hepy vacAs VA1R(−) 

21 
19 

5′- ATG GAA ATA CAA CAA ACA CAC - 3′ 
5′- CTG CTT GAA TGC GCC AAA C - 3′ 

vac Am Hepy vacAmHPMGF(+) 
Hepy vacAm MR1(−) 

21 
19 

5′- CAG AGC CAC TTT CAA TAA CGA - 3′ 
5′- TGA GCT TGT TGA TAT TGA C - 3′ 

 
 
 
 
         Amplifikační reagencie v množství 50 μl PCR ELISA DIG LABELINGPLUS (Roche 
Molecular Biochemicals, kat. č. 1835297), polymeráza Taq DNA polymerase T. aquaticus 
BM, recombinant E. coli 5 j./ml (Roche Molecular Biochemicals, kat. č. 1146165). Vlastní 
PCR probíhala v cyklérech PERKIN-ELMER 2400. Ověření množství amplikonů 
po skončené amplifikaci bylo provedeno submersní elektroforézou v 1 % agaróze. 
 



Monika Moravcová  Diagnostika infekce Helicobacter pylori 
 
 

 27 
 

 
           Typizace vacA a cagA genů byla prováděna pomocí biotinylovaných specifických 
hybridizačních sond HEPY cagApro1, HEPY vacA P1S1a, HEPY vacA P2s1B, HEPY 
vacA P2S2, HEPY vacAm P1M1, HEPY vacAm P1M2 (20). K imobilizaci biotinylovaných 
záchytných hybridizačních sond bylo využity polystyrenové stripové mikrodestičky pokryté 
streptavidinem (Roche Molecular Biochemicals). Zachycené jednořetězcové amplikony  byly, 
po předchozí denaturaci ds-produktu, prokazovány komerční soupravou PCR ELISA DIG 
Detection (Roche Molecular Biochemicals, kat. č. 1636111). Výsledky reakce byly odečítány 
na optickém denzitometru Dynatech MRX při vlnové délce 405 nm. Hybridizační sondy 
použité při typizaci vacA a cagA genů jsou uvedené v tabulce č.2. 
  

 
 

Tabulka č.2: Hybridizační sondy použité pro genotypizaci 
 
 
 

Gen Zn. Popis Počet 
bází 

Pořadí nukleotidů 

cag A I Hepy cagA pro1-BIO 20 5′- GTT GAT AAC GCT GTC GCT TC - 3′ 
vacAs1a II Hepy vacA P1S1a-BIO 20 5′- GGA GCA TTG GTC AGC ATC AC - 3′ 
vacAs1a III MOD2-2/Hepy vacAPS1a-BIO 20 5′- GGA GCA TTA GTC AGC ATC AC - 3′ 
vacAs1b 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′ 
vacAm1 VI Hepy vac AmP1M1-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 Výsledky a diskuse 
 
 

Ve sledované skupině 20 pacientů s vředovou chorobou duodena bylo 13 mužů (tj. 
65 % z celkového počtu pacientů) a 7 žen (35 %) ve věku od 23 do 87 let. Průměrný věk 
pacientů byl 48,5 roku, a to 44,6 roku ve skupině mužů a 55,6 roku ve skupině žen. Diagnóza 
vředové choroby duodena byla u všech pacientů potvrzena endoskopickým vyšetřením. 

Při endoskopii byly všem pacientům biopticky odebrány vzorky antrální a korporální 
sliznice žaludku pro mikrobiologické vyšetření (mikroskopie, kultivace a ureázový test). 
Identifikace H. pylori byla podložena mikroskopickou morfologií této bakterie, hodnocením 
vzhledu jejích kolonií na kultivačních půdách a prokázáním enzymové aktivity ureázy, 
katalázy a oxidázy.  

Z kmenů H. pylori, které byly získány kultivací bioptického materiálu, byly 
připraveny proteinové extrakty. Po jejich elektroforetickém rozdělení metodou SDS-PAGE 
byla u všech kmenů H. pylori zjišťována metodou imunoblotu přítomnost CagA proteinu. 
Současně byl také každý kmen podroben analýze vacA a cagA genů pomocí metody PCR a 
následné hybridizace. Výsledky těchto testů u všech pacientů jsou uvedeny v tabulce č. 3.  
 



Monika Moravcová  Diagnostika infekce Helicobacter pylori 
 
 

 28 
 

 
Tabulka č.3 Výsledky stanovení proteinu CagA a vyšetření genotypu cagA a vacA 

u pacientů s vředovou chorobou duodena 
 

Číslo 
pacienta 

Pohlaví Věk CagA genotyp 
cagA 

genotyp 
vacAs 

genotyp 
vacAm 

1 žena 73 3 1 s1a, s2 m2 
2 žena 87 3 1 s1a m2 
3 muž 37 3 1 s1a m1 
4 žena 53 3 1 s1a m2 
5 muž 79 3 1 s1a,s2 m2 
6 žena 67 0 0 s2 m2 
7 muž 33 3 1 s1a m1 
8 žena 35 3 1 s1a,s1b,s2 m1 
9 muž 74 3 1 s1a m2 

10 muž 37 3 1 s1a m1 
11 muž 53 3 1 s1a m2 
12 muž 38 3 1 s1a m1 
13 žena 35 3 1 s1b m2 
14 muž 23 3 1 s2 m2 
15 muž 23 3 1 s1b m1 
16 muž 23 3 1 s1a m1 
17 muž 38 3 1 s1a m1 
18 muž 68 1 1 s1b m2 
19 muž 54 0,5 1 s1a m1 
20 žena 39 3 0 s1a,s2 m2 

 
Legenda: CagA - semikvantitativní hodnocení intenzity produkce (stupnice 0,5, 1, 2, 3) 

genotyp cagA - kvalitativní hodnocení přítomnosti (1) nebo nepřítomnosti 
                (0)genu cagA 
                genotyp vacAs a vacAm – výsledek typizace vacAs a vacAm alel 

 
Přítomnost CagA proteinu u kmenů H. pylori, izolovaných od jednotlivých pacientů 

s vředovou chorobou duodena, byla posuzována kvalitativně: CagA protein byl přítomen 
(kmen H. pylori CagA+) nebo nebyl přítomen (kmen H. pylori CagA-). Intenzita reakce 
v imunoblotu a tedy intenzita produkce CagA proteinu se hodnotila semikvantitativně 
na stupnici 0,5 (velmi nízká intenzita), 1, 2 až 3 (vysoká intenzita). 

 Přítomnost CagA proteinu se prokázala u 19 z 20 kmenů, tzn. u 95 % pacientů z této 
skupiny, 5 % kmenů (1 případ) bylo CagA negativních (Graf č.1). V této sledované skupině 
byly u mužů s vředovou chorobou duodena nalezeny pouze CagA pozitivní kmeny H. pylori 
(100 %). Ve stejné skupině u žen byl 1 kmen CagA negativní (14 %) a 86 % kmenů 
(6 případů) CagA pozitivních (Graf č.2). 

 Při semikvantitativním  hodnocení byla intenzita produkce CagA proteinu 
v 17 případech z 19 CagA pozitivních kmenů klasifikována stupněm 3, a to ve všech 
6 případech přítomnosti tohoto kmene u žen a také u 11 mužů. Ve skupině mužů tedy bylo 
stupněm 3 hodnoceno 84,6 % případů CagA pozitivních kmenů, u jednoho muže (7,7 %) byl 
CagA pozitivní status klasifikován stupněm 1 a stupeň 0,5 byl nalezen rovněž jen u jednoho 
muže (7,7 %).   
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Graf č.1: Zastoupení CagA pozitivních a CagA negativních 
kmenů H. pylori 

u pacientů s vředovou chorobou duodena 

CagA-
5 %

CagA+
95 %

 
 

 
 
 

Graf č.2: Zastoupení CagA pozitivních a CagA negativních 
kmenů H. pylori u žen s vředovou chorobou duodena

CagA+
86 %

CagA-
14 %
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Velké procentuální zastoupení CagA pozitivních kmenů v této sledované skupině 
pacientů dobře koresponduje i s údaji v odborné literatuře uvádějícími, že tzv. ulcerogenní 
kmeny, které bývají izolovány od pacientů s duodenálními vředy, produkují současně 
vakuolizační cytotoxin (viz dále) i s cytotoxinem asociovaný protein CagA [24]. 

  Kmen H. pylori izolovaný u ženy s číslem pacienta 6, která jako jediná ve skupině 
pacientů nebyla CagA pozitivní, nebyl ani nositelem genu cagA. Tento gen má pouze část 
kmenů H. pylori a jeho přítomnost je spojována s cytotoxicitou kmene a vznikem klinicky 
závažnějších forem onemocnění. U této ženy byl také analýzou vacA genu pomocí PCR a 
následnou hybridizací zjištěn genotyp vacAs2m2, který je spojován s menší toxicitou kmene 
H. pylori a nízkou nebo žádnou produkcí vakuolizačního cytotoxinu. Kmen H. pylori u této 
pacientky tedy můžeme považovat za méně virulentní. Vředová choroba duodena je ale 
onemocnění s multifaktoriální etiologií, na jehož vzniku se kromě infekce H. pylori mohou 
podílet endokrinní vlivy (např. Zollinger-Ellisonův syndrom nebo hyperparathyreóza), 
užívání léků (často nesteroidní antirevmatika nebo kortikosteroidy) nebo třeba jaterní 
onemocnění. Protože vředů jejichž příčina zůstává trvale neodhalena je velmi málo, měla by 
se další vyšetření u této pacientky ubírat právě tímto směrem.    

U všech 20 kmenů H. pylori byla provedena detekce genu cagA amplifikací pomocí 
PCR a následnou hybridizací se sondami. Gen cagA byl prokázán u 18 kmenů H. pylori 
z 20 testovaných, tedy u 90 % z celkového počtu případů (Graf č.3). U dvou kmenů 
identifikován nebyl (10 %). Gen cagA byl nalezen u všech pacientů – mužů (100 %) a 
ve všech 13 případech se fenotypový projev CagA proteinu shodoval s genotypem cagA genu. 
Gen cagA nebyl zjištěn u dvou pacientek (28,6 %, Graf č. 4), případ pacientky č. 6 je 
podrobně komentován výše. 

             
 

Graf č.3: Zastoupení cagA genotypu u pacientů s vředovou 
chorobou duodena

cagA negativní 
genotyp

10 %

cagA pozitivní 
genotyp

90 %  
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U pacientky č. 20 byl metodou imunoblotu prokázán CagA pozitivní fenotyp, ale 

gen cagA pomocí molekulárních technik nalezen nebyl. Vysvětlením této situace by mohlo 
být, že metodou SDS-PAGE byla získána a metodou imunoblotu pak prokázána proteinová 
složka  stejné délky jako protein CagA, ale ve skutečnosti se jednalo o protein odlišný. Kdyby 
ale vznikla u genu cagA bodová mutace, např. substituce, a to zejména na 3. pozici 
nukleotidu, mohlo by, vzhledem k degeneraci genetického kódu, dojít při genem řízené 
syntéze  polypeptidového řetězce k zařazení stejné aminokyseliny a byl by tak vytvářen  
stejný produkt jako před mutací, tedy protein CagA. Mutovaný gen cagA  se substituovaným 
nukleotidem by byl ale pro primery i hybridizační sondy „nečitelný“ a nemohlo by dojít 
k jejich navázání. Vznikla by tedy přesně situace jako u pacientky č. 20, tzn. prokázání 
syntézy proteinu při současné „nepřítomnosti“ genu, který jeho syntézu řídí. K mutaci mohlo 
dojít i u primerů nebo hybridizačních sond, protože v obou případech je jejich schopnost 
prokázat daný gen závislá na neporušené sekvenci nukleotidů. Možnou příčinou této situace 
se mohlo stát také poškození genu cagA v průběhu pasážování kmenů na kultivačních půdách 
a k jeho záchytu hybridizačními sondami by potom rovněž nedošlo. 

 
 

Graf č.4: Zastoupení kmenů H. pylori s cagA 
pozitivním genotypem u žen

cagA pozitivní 
genotyp

71 %

cagA negativní 
genotyp

29 %

 
 
 
 

U kmenů H. pylori získaných od pacientů byl rovněž zjišťován genotyp vacA. U alely 
vacAs byl 11x prokázán genotyp vacAs1a (55 %), 3x genotyp vacAs1b (15 %), 2x genotyp 
vacAs2 (10 %) a ve 4 případech byl genotyp smíšený (20 %) – z toho 3x byl nalezen genotyp 
vacAs1a/s2 (15 %) a jednou genotyp vacAs1a/s1b/s2 (5 %) (Graf č. 5). 
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Graf č.5: Zastoupení genotypů vacAs kmenů H. pylori u pacientů 
s vředovou chorobou duodena
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55 %

s1b
15 %

s2
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5 %

 
 
Pro alelu vacAs byl u vyšetřovaných mužů nalezen genotyp vacAs1a 9x (69,2 %), 

genotyp vacAs1b ve dvou případech (15,4 %), jednou genotyp vacAs2 (7,7 %) a smíšený 
genotyp vacAs1a/s2 rovněž v jednom případě (7,7 %) (Graf č. 6).  

 
 
 

Graf č.6: Zastoupení genotypů vacAs kmenů H. pylori u mužů
 s vředovou chorobou duodena
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U alely vacAs byl ve skupině žen prokázán ve dvou případech genotyp vacAs1a 
(28,6 %), jednou genotyp vacAs1b (14,3 %), v jednom případě byl zjištěn genotyp vacAs2 
(14,3 %) a 3x byl nalezen genotyp smíšený (42,9 %) – z toho 2x vacAs1a/s2 (28,6 %) a 
jednou vacAs1a/s1b/s2 (14,3% ) (Graf č.7).  

 
 

 

Graf č.7: Zastoupení genotypů vacAs kmenů H. 
pylori 

u žen s vředovou chorobou duodena

s1a
29 %

s1b
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s2
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s1a/s2
29 %

s1a/s1b/s2
14 %

 
 
U alely vacAm byl ve sledované skupině pacientů s vředovou chorobou duodena 

9x prokázán genotyp vacAm1 (45 %) a 11x genotyp vacAm2 (55%) (Graf č.8). 
Ve skupině mužů byl u alely vacAm 8x nalezen genotyp vacAm1 (61,5 %) a 

5x genotyp vacAm2 (38,5 %) (Graf č. 9). 
U žen byl u alely vacAm jednou zjištěn genotyp vacAm1 (14,3 %) a v šesti případech 

genotyp vacAm2 (85,7 %) (Graf č. 10). 
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Graf č.8: Zastoupení genotypů vacAm kmenů H. pylori 
u pacientů s vředovou chorobou duodena

m1
45 %

m2
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Graf č.9: Zastoupení genotypů vacAm kmenů H. pylori
u mužů s vředovou chorobou duodena
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62 %

m2
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Graf č.10: Zastoupení genotypů vacAm kmenů H. 
pylori u žen s vředovou chorobou duodena 

m1
14 %

m2
86 %

 
V odborné literatuře, která se věnuje problematice H. pylori, se uvádí, že s vysokou 

až střední cytotoxicitou jsou spojeny kmeny s genotypem vacAs1m1 nebo vacAs1m2 [21].  
Kmeny s genotypem vacAs1 jsou většinou cagA pozitivní a jejich výskyt bývá v Evropě, 
USA a Austrálii asociován s klinicky závažnějšími formami onemocnění u pacientů. Bývají 
proto také označovány jako kmeny ulcerogenní. Kmeny H. pylori s genotypem vacAs2m2 
nejsou spojovány s produkcí cytotoxinu, nebo jen malého množství. 

Při sledování vztahu mezi fenotypovým projevem CagA proteinu s genotypem cagA a 
typizací vacA genu jsem zjistila, že ve skupině 20 pacientů s diagnózou vředové choroby 
duodena se nejčastěji vyskytoval genotyp vacAs1am1 a to celkem sedmkrát (35 %) a byl 
ve všech případech spojen s produkcí CagA proteinu i přítomností cagA genu (pacienti č. 3, 7, 
10, 12, 16, 17 a 19). 

 Ve 4 případech (tj. u 20 % pacientů z celkového počtu) byl nalezen genotyp 
vacAs1am2 a kmeny H. pylori s tímto genotypem byly rovněž současně CagA pozitivní a 
měly prokázánu přítomnost cagA genu (pacienti č. 2, 4, 9 a 11). 

 Ve třech případech (15 %) byl zjištěn smíšený genotyp vacAs1a/s2m2, který byl 
ve všech případech spojen s pozitivitou CagA fenotypového projevu a ve dvou případech 
(pacienti č. 1 a 5) i s nálezem genu cagA. V jednom případě byla u kmene H. pylori s tímto 
genotypem prokázána produkce proteinu CagA a zároveň nepřítomnost cagA genu. Jde 
o případ pacientky č. 20, který je podrobně komentován výše. 

 U pacientů č. 13 a 18, tedy v 10 % z celkového počtu pacientů, byl zjištěn genotyp 
vacAs1bm2, který byl v obou případech spojen s přítomností proteinu CagA i genu cagA.  

Ve dvou případech (10 %) byl nalezen genotyp vacAs2m2. U pacienta č. 14 byla 
při tomto genotypu prokázána jak přítomnost proteinu CagA, tak i genu cagA. U pacientky 
č. 6 nebyl nalezen ani protein CagA ani gen cagA a to odpovídá teorii, že genotyp vacAs2m2 
je spojen s nízkou nebo nulovou produkcí cytotoxinu a kmeny s tímto genotypem bývají 
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označovány jako neulcerogenní. Vředová choroba duodena byla potvrzena u této ženy 
endoskopickým vyšetřením, ale protože se jedná  onemocnění s multifaktoriální etiologií, 
podílely se u ní na jeho vzniku zřejmě ve větší míře  jiné okolnosti, než přítomnost 
ulcerogenního kmene H. pylori.  

U pacientky č. 8 (tzn. u 5  % z celkového počtu případů) byl zjištěn smíšený genotyp 
vacAs1a/s1b/s2m1, který byl spojen s produkcí proteinu CagA i přítomností genu cagA. 
U pacienta č. 15 (5 %) byl izolován kmen H. pylori s genotypem vacAs1bm1, který byl 
rovněž CagA pozitivní a měl gen cagA. 

Pro tuto skupinu 20 pacientů se mi podařilo prokázat, že diagnóza vředové choroby 
duodena je spojena s kmeny H. pylori, které jsou více virulentní a nesou genotyp vacAs1m1 
nebo vacAs1m2 při současné produkci proteinu CagA a přítomnosti genu cagA. Na druhou 
stranu je třeba vzít v úvahu, že nosičství ulcerogenního kmene H. pylori je sice dominantním, 
ale nikoliv jediným faktorem, který podmiňuje vznik vředové choroby duodena a soubor 
20 pacientů je příliš malý na to, aby se z něj daly dělat obecné závěry.  
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8. Závěr 

 
 
Metod spolehlivě diagnostikujících infekci H. pylori máme dnes k dispozici celou 

řadu. Všechny mají svá pozitiva i negativa a o žádné metodě nelze říci, že je univerzálně 
použitelná v každé indikaci. Všechny zmíněné způsoby vyšetření se ale vyznačují solidní 
senzitivitou a specificitou. Volba metody musí být vždy individuální podle cíle vyšetření, jeho 
dostupnosti i schopnosti a ochoty pacienta spolupracovat. U každé z používaných metod je 
také nutné počítat s určitou pravděpodobností falešné pozitivity či negativity a proto je 
vhodné navzájem je kombinovat a výsledky hodnotit v souladu s výsledky ostatních 
klinických vyšetření. 

 Pro diagnostiku infekce H. pylori se ukazuje jako nejvhodnější kombinace 
neinvazivního dechového testu a vyšetření vzorků získaných biopsií žaludeční sliznice 
při endoskopii. U dětí a pacientů mladších 45 let se v současnosti dává při prvním objevení 
dyspeptických potíží přednost vyšetření přítomnosti H. pylori dechovým testem. 
Pravděpodobnost nálezu maligního onemocnění při endoskopickém vyšetření je v této věkové 
kategorii malá a neinvazivita dechového testu zvyšuje pravděpodobnost, že pacient podstoupí 
vyšetření (a tedy i léčbu) v období, kdy je jeho onemocnění ještě málo závažné, má dobrou 
prognózu a  je snadněji léčitelné při menších finančních nákladech.       

Ve sledované skupině pacientů se mi podařilo prokázat, že vředová choroba duodena 
je u nich spojena s přítomností více virulentních kmenů H. pylori s genotypem vacAs1am1 a 
vacAs1am2 a ten byl ve všech případech provázen také přítomností cagA genu a produkcí 
CagA proteinu. Tento nález koreluje s publikovanými teoriemi, ale při tomto hodnocení je 
nutné vzít v úvahu, že sledovaná skupina měla pouze 20 jedinců. Vředová choroba duodena je 
multifaktoriálně podmíněné onemocnění a při jeho vzniku u těchto pacientů mohly sehrát 
svoji roli i jiné příčiny, než přítomnost ulcerogenního kmene H. pylori, tyto faktory jsem ale 
neměla možnost hodnotit.  

 Nadějí pro budoucnost by, u onemocnění podmíněných infekcí H. pylori, mohla být 
projektovaná vakcína. Z podrobného studia faktorů patogenity se pro vývoj očkovací látky 
zdají být perspektivní zejména protilátky proti bakteriální ureáze. Experimentální vakcinace 
u zvířat je zatím úspěšná, ale nelze odhadnout v jakém časovém horizontu bude připravena 
očkovací látka pro využití v humánní medicíně. 
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