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Abstrakt

Prace se zabyva studiem ptitomnosti Helicobacter pylori (HP) v lymfatické tkani
Waldeyerova okruhu u skupiny dospélych a détskych pacienti a moznou souvislosti se vznikem
benignich onemocnéni v této oblasti (chronicka tonzilitida, adenoidni vegetace a syndrom obstrukéni

spankové apnoe-OSAS) a se vznikem karcinomu tonzily.

V nasi praci jsme potvrdili hypotézu, Ze HP se nachézi v lymfatické tkani Waldeyerova okruhu
stejné tak jako v zaludku a lymfatickd tkan orofaryngu a epifaryngu tak plni roli extragastrického
zdroje HP. Piedpoklada se, ze v lymfatické tkani Waldeyerova okruhu ptisobi infekce HP podobnymi
imunitnimi a zanétlivymi procesy jako v zaludku, nebot’ se jedna o lymfatickou tkan vazanou na

sliznici.

V dizertacni praci jsme pomoci metody real-time PCR zjistili vysoky vyskyt DNA HP v
adenoidni a tonzildrni tkani. Ve skupiné benignich onemocnéni byly nejcastéji detekovany genotypy
Cag-VacAslbml a CagA-VacAslbm?2. Ve skupiné pacientil s karcinomem tonzily byl nejcastéji
detekovan genotyp CagA-VacAslbml. Genotypizaci zjisténé kmeny HP vykazovaly rozdily v
porovnani s prevladajicimi kmeny, které lze nejcastéji nalézt v zaludku. Prokazané kmeny se lisi
predevsim mensi expresi CagA genu. Byly tak detekovany mén¢ virulentni kmeny. Pfedpoklada se, Ze
dlouhodoba kolonizace lymfatické tkané orofaryngu a epifaryngu mén¢ virulentnimi kmeny mtize vést
k ovlivnéni imunitnich mechanismii a teoreticky k nastupu procesu zanétlivého procesu a ke
kancerogenezi. Korelace mezi vyskytem urcitych typd genotypi HP a chronickym zanétem ci

malignim onemocnéni prokdzana nebyla.

Otazka eradikace HP u pacienti s PCR pozitivitou a soucasnou sérologickou pozitivitou
infekce v nasi praci potvrzena nebyla a je pfedmétem dalSich studii. Sérologicka metoda nema dobrou
vypoveédni hodnotu, zda se jedna o recentni ¢i jiz prob&hlou infekci HP a nelze rovnéz zjistit, v jaké
lokalizaci infekce prob&hla/probiha. HP protilatky se nevytvaii v organismu hned po vzniku infekce a

zaroven pretrvavaji v organismu pomérné dlouho.

Vysledky dosazené v této praci prispivaji k poznani vyznamu HP infekce u dospélych a

détskych pacientti a pokladaji rovnéz otazky pro dalsi vyzkum.

Klic¢ova slova: Helicobacter pylori, tonzily, adenoidni vegetace, PCR, genotyp



Abstract

The aim of this study was to reveal the presence of Helicobacter pylori (HP) in the Waldeyers
lymphatic tissue in the group of children and adults and its possible role in the etiology of benign

diseases (chronic tonsillitis, OSAS, adenoids) and in the etiology of the tonsillar carcinoma.

In our study we have confirmed the hypothesis that HP is presented in the Waldeyers$
lymphatic tissue as well as in the stomach and that the oropharynx and epipharynx are the an
extragastric reservoir of HP. Mucosa associated lymphatic tissue in the stomach is similar to lymphatic
tissue of Waldeyer ring. These conditions can be very favourable for the survival of HP and thus can

promote inflammation changes and immune changes as well as in the stomach.

In our study, we have detected using real-time PCR method high incidence of HP DNA in
adenoids and tonsillar tissue. In the group of benign diseases were the most frequent genotypes CagA-
VacAslbml and CagA-VacAs1bm?2. In the group of the patients with tonsillar carcinoma was the most
frequent genotype CagA-VacAslbml. Genotyping identified strains of HP showed differences in
comparison with the predominant strains which are most frequently found in the stomach. Genotypic
analysis of HP strains showed that prevailed less virulent strains of HP, so-called cagA negative and
vacA positive. It is supposed, that the long colonization of less virulent strains in the oropharyngeal
and epipharyngeal area leads to influence of immune mechanisms and can start the process of
cancerogenesis. The correlation between particulary types of HP genotypes and chronic

tonsillitis/tonsillar carcinoma was not proved.

The question of the eradication in the group of patients with PCR positivity and serology
positivity was not confirmed in our study and it is the subject of the feature studies. The serology does
not have a high sensitivity for the detection of acute infection and it is not possible to detect in which
location the infection was/is taking place. The HP antibodies can persistent in the organism for a long

time.
Our results contribute to the HP knowledge in children and adults.

Key words: Helicobacter pylori, tonsills, adenoids, PCR, genotype
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1 Literarni uvod a prehled dané problematiky
1.1  Mikrobiologicka charakteristika a patogenetické pasobeni Helicobacter pylori

Helicobacter pylori (HP) je spiralni, pohybliva, mikroaerofilni bakterie. Jeji pfitomnost je
spjata zejména s lidskou populaci, avSak nekteré studie dokazuji jeji pfitomnost i u zvifecich druhii
(Terio et al., 2005) . Infekce HP je povazovéana za hlavni pfi¢inu chronické gastritidy a hraje velmi
dutlezitou roli v patogenezi viedové choroby, Zaludecniho lymfomu a karcinomu zaludku (Israel a
Peek, 2001) Pfic¢inna souvislost mezi ptisobenim HP a chronickou gastritidou se ukazala v roce 1983,

kdy Marshall a Warren vykultivovali tuto bakterii z materialu zaludeéni sliznice.

Praci, postavenou na studii bioptickych vzorkd Zalude¢ni sliznice u détskych pacientl s
chronickou gastritidou, ziskanych saci metodou, provedla jiz v letech 1963 — 1966 Doc. MUDr.
Milose Sedlackova, CSc. v Praze. Jeji prace byla postavena na 224 piipadech déti, na nichz popsala

vSechny charakteristiky gastritidy u déti, etiologie ziistala vSak ve stavu hypotézy.

Vyskyt infekce HP je odhadovan mezi 40 — 80% a je spjat se zemépisnou oblasti, vékem,
rasou a socioekonomickym stavem dané¢ zemé (Bures et al., 2006). Zvyseny vyskyt infekce HP je
zaznamenan Vv rozvojovych zemich. Ve statech stfedni a vychodni Evropy se promotenost udava mezi
60 — 95% (Bures et al., 2006). Klinické projevy onemocnéni se objevuji pouze u 10 — 15% nakazenych
jedinct, coz je pravdépodobné dano rozdilnou imunitni odpovédi hostitele a odliSnym stupném
virulence kmenti (Stromberg et al., 2003). Infekce miZze byt ziskana jiz béhem détstvi a probihat
latentn€ po cely zivot. Bakterie vyZaduje k riistu mikroaerofilni prostfedi (5% O,, 10% CO) a pro jeji
kultivaci se pouzivaji pidy se sérem, koniskou krvi a heminem (Bednar, 1996). Bakterie vyriista za 5 —
7 dni a vytvaii okrouhlé kolonie 2 — 3 mm v priméru. Vyraznym rysem je tvorba uredzy, katalazy a
oxidazy. Ureaza pak §tépi ve tkani pfitomnou mocovinu na NH; a CO, a amoniak pak neutralizuje
volnou HCI v okoli bakterie v zZaludku (Bednaf, 1996). Pienosovou formou bakterie je forma
kokoidni, ktera je vice rezistentni k zevnim vlivim. Cesty pfenosu uvedeného patogenu nejsou

doposud zcela objasnény, pfedpoklada se cesta oro — oralni ¢i oro — fekalni (Brown, 2000).

Patologické ptisobeni HP je podminéno interakcemi mezi hostitelem a mikrobem a je
ovlivnéno stupném virulence jednotlivych kmenti (Stromberg et al., 2003). Progrese nemoci pak zavisi
na bakteridlnim genotypu, vlivu prostfedi, zivotnim stylu i genetickych predispozicich hostitele
(Tegtmeyer et al., 2011). HP se vyznacuje produkci celé fady faktorti virulence. Nejdulezitéjsi jsou dva
sekrecni proteiny: vakuoliza¢ni cytotoxin A (VacA) a cytotoxin — asociovany gen A (CagA). CagA je
produkovan asi 60% kmenti HP a je kddovéan genem cagA, ktery se nachézi v tzv. ostrivku patogenity

— PAI (Olivares a Gisbert, 2006). Tento ostriivek koduje sekreéni systém typu IV (T4SS), jehoz

10



prostfednictvim se CagA protein dostava do hostitelské bunky (Hocker a Hohenberger, 2003). Kmeny
s pritomnosti cagA4 jsou ozna¢ovany jako CagA+. U pacientd s t€émito kmeny byl zaznamenan vyssi
vyskyt peptickych viedd, atrofickych gastritid a karcinomu Zaludku. T4SS je fizen fadou genti, mimo
jiné cagl, cagl, cagY a cagA. Proteiny kodované témito geny jsou integrovany prostiednictvim vazby
s integrinem B1 do hostitelské bunky, kde dochazi k jejich fosforylaci za ucasti onkogennich

tyrosinkinaz. Tento proces pak vede k produkci cytokini a ristovych faktord.

Dalsim dulezitym faktorem virulence je VacA protein. Ten interaguje s receptory hostitelské
buiiky, coz ma za nasledek modifikaci lysosomalnich funkci, bunécnou vakuolizaci, apoptdézu a
inhibici nékterych imunitnich mechanismii (Backert a Selbach, 2008),(Hatakeyama, 2008). Nositeli
vacA genu jsou vSechny kmeny HP. VacA protein je v§ak produkovan jen zhruba u 50% kment. Je to
dano predevsim tim, ze jednotlivé kmeny vykazuji rozdilnou strukturu vacA genu. Jsou znamy alely
sl a s2 signalni sekvence vacA a ml a m2 stfedni sekvence vacA. Za vysoce toxické jsou povazovany
kmeny genotypu s1ml, které jsou spojovany s vysokym vyskytem intestinalnich metaplasii a gastritid
(Hocker a Hohenberger, 2003). K dalsim faktorim virulence patii lipopolysacharidy, adheziny

(babA1l, babA2) a enzym ureaza kédovany uredzovym genem C.

Po proniknuti HP do lamina propria sliznice hraji hlavni roli v imunitni odpovédi hostitele
dendritické bunky a monocyty. Tyto maji na svém povrchu receptory TLRs ( Toll —like- receptors)
(Portal-Celhay a Perez-Perez, 2006). Vazbou receptorii na dané bunky dochazi k aktivaci NK bun¢k
(natural killers) a Thl imunitni odpovédi, coz je dominantni imunitni reakce v patogenezi HP.
Indukuje expresi IFN — gamma. Po kontaktu s bakterii dochdzi k vyplavovani prozanétlivych

cytokinti TNF — alfa, IL -1beta, IL-8,12,18 (Portal-Celhay a Perez-Perez, 2006).

V souvislosti s poskozenim zaludec¢ni sliznice, zvySenou proliferaci a nadorovou transformaci
zalude¢niho epitelu byly popsany také zmény v expresi EGF, EGFR (Schiemann et al., 2002), TGF —
beta (Stromberg et al., 2003) a iNOS (Sakaguchi et al., 1999). Rovnéz bylo zjisténo, ze zvySenou
stimulaci makrofagti k produkci i NOS a NO zptisobuje HP produkovana ureaza (Gobert et al., 2002)

1.2 Diagnostika Helicobacter pylori

Bézné pouzivané detekéni metody k prikazu infekce HP lze rozdélit na metody invazivni a
neinvazivni. Pfi detekei infekce v oblasti orofaryngu se zpravidla uzivaji testy invazivni.
1.2.1 Invazivni testy

Kultivacni prikaz — jedna se o metodu se 100% specificitou, sensitivita velmi zavisi na fadé
riznych faktori a na zkuSenostech dané laboratoie (Velapatino et al., 2006). Kultiva¢cné byl HP

detekovan tadou autort (Bitar et al., 2006), (Pitkédranta et al., 2005). Kultivaénim prikazem HP v
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duting ustni se jako prvni zabyval Krajden (Krajden et al., 1989). Jednou z podminek uspésné
kultivace je dostatecné dlouha doba bez uzivani antibiotické terapie. Samotna kultivace pak probiha na
agarovych ptidach s ptfidanymi obohacovadly, vhodnymi pro rust této bakterie (Coumbia agar, Wilkins
Chalgren agar atd.) (Mégraud, 2007). Kultivace vyzaduje mikroaerofilni prostfedi. Kolonie se pak
hodnoti po 3 — 4 dnech a maji vétSinou charakter drobnych okrouhlych kolonii, 2 — 3 mm v priméru.
Uvedena metoda je velmi Casové narocnd a pfi detekci v orofaryngu miize ptinaset faleSné negativni
vysledky, nebot’ v orofaryngu se vyskytuji i jiné bakterialni kmeny, které mohou rist HP inhibovat
(Ishihara et al., 1997). DalSim problémem této metody je predpoklad, ze HP pfeziva v oblasti
orofaryngu v tzv. kokoidnich formach, které jsou velmi Spatné kultivovatelné (Bode et al., 1993).

Kultivaéni pritkaz v orofaryngu je tedy znacné limitovan.

Histopatologicky priikaz HP se v soucasné dobé¢ prili§ neuziva. Jednd se vSak o metodu,
ktera mtize jako jedina detekovat 1éze souvisejici s HP infekci (atrofie a buné¢na metaplasie). Vzorky
k histopatologickému prtikazu jsou fixovany v 10% formaldehydu. Tkan je barvena nejcastéji metodou
hematoxylin — eosin, Giemsa, Warthin Starry ¢i Genta (Rotimi et al., 2000). V ramci
histopatologického prikazu se rovné€z vyuzivd imunohistochemicka detekce ¢i elektronova
mikroskopie. Imunohistochemicky prikaz je pak schopny zachytit i kokoidni formy HP. Elektronova
mikroskopie je asové velmi narocnd a neni doposud soucasti rutinnich diagnostickych postupt.
Hodnoceni histologickych fezli zavisi predev§im na spravné odebraném vzorku tkédné a na
zkuSenostech dané laboratofe rozpoznat morfologické rysy daného mikroba (Mégraud,
2007) Histopatologickym prikazem HP v orofaryngedlni tkéani se zabyvala fada studii (Bitar et al.,
2005),(Jabbari Moghaddam et al., 2009). Na rozdil od vzorkti Zalude¢ni sliznice jsou metody
histopatologické detekce v orofaryngu limitovany pfitomnosti velkého mnozstvi konkurencnich

bakterialnich kment (Dowsett a Kowolik, 2003).

Detekce ureazy patii mezi rychlé, levné a jednoduché testovaci metody, které byly uzity v
fade studii (Khademi et al., 2007),(Unver et al., 2001). Tyto testy jsou zalozeny na pritkazu ureazové
aktivity HP (Qureshi et al., 1992) ktera spociva v hydrolyze urey na oxid uhlicity a amonny iont.
Koncentrace amonného iontu pak uréuje pH, a tim vyvolava zménu barevného indikatoru (Vaira et al.,
2000). Mezi nejvice uzivané ureazové testy patii CLO test (Campylobacter - like— organism) a RUT
test (Rapid Urease Test). Nékteré prace ukazuji vyznamnou souvislost mezi pozitivitou RUT a
histologickym prikazem HP (Madani et al., 2000) V orofaryngu je uziti téchto metod znacné
omezeno, nebot’ v duting ustni existuji i jiné bakterie produkujici ureazu — napf. Streptococcus spp.,
Haemophilus spp., Actinomyces spp. atd. ZvySuje se tak pravdépodobnost faleSné¢ pozitivnich

vysledkd (Dowsett a Kowolik, 2003).
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Molekularné diagnostické postupy v detekci HP v oblasti orofaryngu a epifaryngu zahrnuji
v soucasné¢ dobé predev§im metodu PCR (polymerdzova ftetézova reakce). Tato technika byla
koncipovana v roce 1983 Kary Mullisem v ramci feSeni exponencialni amplifikace oligonukleotidl v
beta — globinovém genu. Zakladnim principem PCR je opakovana fizenad denaturace dvoufetézcové
DNA a nasledna renaturace osamocenych fetézcli se specifickymi oligonukleotidy, které jsou v
reakéni smési v nadbytku. Amplifikace DNA probiha v opakujicich se cyklech, které maji tfi kroky:
denaturace, hybridizace a polymerace. Denaturace probihd pii teploté¢ 95°C a spociva v rozpadu
vodikovych mustk spojujicich vldkna DNA. Vznikd tak jednofetézcova DNA, neboli templat.
Hybridizace (annealing) se uskutecniuje pfi teploté 50 — 60°C, spoc¢iva v dosednuti primerti a rovnéz
vede k obnoveé dimerdt DNA. Elongace je fazi, kdy dochazi polymeraci k syntéze nového fetézce
DNA komplementarniho s templatem. Pro PCR se pouzivaji termostabilni DNA polymerazy,
predevsim Taq polymeraza. Prikaz HP infekce v orofaryngu pomoci metody PCR je popsén v fade
praci (Abdel-Monem et al., 2011), (Bitar et al., 2005), (Bitar et al., 2006), (Cirak et al., 2003). Pro
detekci HP je Casto pouzivana detekce ureC genu pomoci 16S rRNA primeru. Identifikace tohoto
genu vSak nevypovida nic o virulenci mikroba. Ve vétsing publikovanych praci byly proto nejcastéji
detekovany geny cagAd a dal§i geny ostriivku patogenity, zejména vacA (a jeho polymorfismy).
Pomoci PCR lze také detekovat geny kodujici adhezni proteiny — Bab A2, Sab A, ¢i dalsi geny
dulezité pro patogenitu — oipA, dupA, iceA (Mégraud, 2007). VSechny tyto geny urcuji virulenci HP.
Nejcéastéji vyuzivanymi systémy jsou klasicka end-point PCR a PCR v realném case (real — time —
PCR). Real-time PCR je zaloZena na méfeni mnozstvi produktu v prib&hu amplifikace a v multiplexni
aplikaci umoziiuje provadét genotypizaci jednotlivych kmentt HP pomoci rGzné znacenych
hybridizacnich sond. End point PCR je klasickou PCR metodou a uziva se zejména k detekci cag4 a
vacA genl. V poslednich letech byla publikovana tada praci zabyvajicich se detekci HP v zaludku
prostfednictvim PCR metody. Byl naptiklad detekovan glmM gen pomoci Novel-primeru (Espinoza et
al.,, 2011). Rovnéz byla provedena detekce babA2 a iceA genl u pacientti s benigni Zzaludecni
diagnozou (Montealegre O et al., 2010). Senzitivita PCR metody je pfredevsim zavisla na typu

transportniho média a rovnéZz na zptisobu uchovavani vzorku do doby izolace nukleové kyseliny.

1.2.2  Neinvazivni testy

Ureazovy dechovy test je v souCasné dobé povazovan za zlaty standart metod k detekci
infekce HP v Zaludku (Kocna, 2006). Vzorky jsou analyzovany metodou hmotnostni spektrometrie
nebo metodou NDIRS (nondispersive infrared spektrometry). Tato metoda je zalozena na zménach

oscilacniho spektra molekul izotopi CO2 v infracerveném svétle. Pouziti této metody spociva v
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méteni absolutnich koncentraci plynu a namétené hodnoty vice kolisaji. Dilezité je kritérium zmény
poméru vydechovaného CO2 v ¢ase 30 oproti TO —DOB v¢étsi nez 5 promile (Kocna, 2006). Dechovy
test byl pouzit i v modifikovaném provedeni jako endoskopicky UBT, vykazujici pfesnost v detekci.
Dle Maastrichtského konsenzu z roku 2000 se jedna o vySetfeni vhodné k prikazu infekce HP a
rovnéz je pokladano za vySetfeni uréené ke kontrole eradikace. Nejvétsim problémem dechovych testl
je kvantitativni interpretace. Objem vzduchu pii dychani se 1i§i v zavislosti na fyzické aktivite,

psychickém stavu a dalsich faktorech. Vysledkem je pak jejich vysoka biologicka aktivita.

Detekce HP antigenii ve stolici (Stool Antigen Test) vétSinou se jedna o sadu komeréné
vyrabénych testii zaloZzenych na imunochromatografickych ¢i  imunoenzymovych metodach
(Dzierzanowska-Fangrat et al., 2006). U déti je pak povazovan za ekvivalent dechového testu (Doorn,
2001). Principem testu je vazba antigeni HP na polyklonalni krali¢i anti-HP protilatku a stanoveni
probihd in vitro metodou ELISA. Vysledna reakce se hodnoti vizualné na zékladé¢ zmény barvy ¢i

fotometricky pii 450 nm.

Sérologicka detekce protilatek proti HP stoji na hranici mezi invazivnimi a neinvazivnimi
metodami. Bé&zn€ jsou stanovovany protildtky IgG, IgA, IgM. Rovnéz lze ze séra detekovat
pritomnost protilatek proti CagA. K detekci protilatek se rutinn€ vyuziva metoda ELISA, kterd ma
sensitivitu 92% a specificitu 96% (Mégraud, 1995).
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1.3 Helicobacter pylori ve Waldeyerové lymfatickém okruhu a dutin€ Gstni

Waldeyertv lymfaticky okruh je definovan jako mista enormniho nakupeni lymfatické tkané
lamina propria mucosae hltanové uziny (isthmus faucium). Waldeyeriiv okruh zahrnuje: patrové
mandle (tonsillae palatinae), jazykovou mandli (tonsilla lingualis), nosohltanovou mandli (tonsilla
pharyngea) a tonsillae tubariae. V ramci oralné - oralniho ¢i fekalné — oralniho pfenosu HP infekce 1ze
ocekavat pritomnost HP rovnéz v dutiné tstni a v orofaryngu. Do nedavna byl za jediny rezervoar
infekce HP v lidském organismu povazovan zaludek. V poslednich letech je diskutovana otazka
kolonizace orofaryngedlni a epifaryngealni lymfatické tkané timto mikrobem a jejich mozna funkce
jako extragastrického zdroje infekce HP. Predpokladany vyskyt HP v lymfatické tkani Waldeyerova
okruhu je zaloZen na podobnosti zalude¢ni a orofaryngedlni/epifaryngealni lymfatické tkané. Mozny
pti¢inny vztah HP a extra-gastrointestinalnich chorob je zkouman od roku 1993 (Konturek et al.,
1999). Byla publikovana fada praci, zabyvajicich se vyskytem HP v dutin¢ Gstni a v
orofaryngu/epifaryngu. Predpoklada se, ze by HP v lymfatické orofaryngealni tkani Waldeyerova
okruhu mohl aktivovat imunitni systém (napi. aktivaci dendritickych bun€k) a zasahovat do exprese
ruznych cytokinti a tim podporovat vznik chronického zanétu a eventualné¢ pusobit jako piimy
karcinogen této oblasti. Oblast nosohltanu a patrovych tonzil mize byt pfimo exponovana pisobenim
HP u nemocnych s refluxni chorobou jicnu, zahrnujici onemocnéni vznikajici na podkladé
gastroezofagedlniho a extraezofagedlniho refluxu, ktery je Casty predev§im u déti. Problematikou
vztahu refluxniho onemocnéni a vyskytu HP v oblasti orofaryngeélni a epifaryngealni lymfatické
tkan¢ se ve své praci podrobné zabyval Katra (Katra et al.,, 2014). Prace Pavlika z roku 2007
podporuje moznost orofaryngu jako extragastrického zdroje HP nélezem odsliSnych kmentt HP v

zaludku a v orofaryngu (Pavlik et al., 2007)

Bakterie byla detekovana v dentdlnim plaku a ve slinach (Karczewska et al.,, 2002),
(Czesnikiewicz-Guzik et al., 2005). Dentalni plak a sliny jsou tedy povazovany za extragastricky zdroj
infekce HP. Sohrmnym shrnutim literatury o existenci HP v dutiné ustni se pak zabyval v roce 2014 Al

Sayed (Al Sayed et al., 2014).

1.4  Helicobacter pylori v oblasti orofaryngedlni a epifaryngedlni lymfatické tkdné

Vyznam tonzilarni tkané pro kolonizaci HP poprvé ve své praci zdiraznil Minocha (Minocha
et al., 1997). V roce 2003 Cirak prokazal v tonzilarni tkani CagA pozitivni kmeny HP metodou PCR s
pouzitim 16S ribozomalniho primeru (Cirak et al., 2003). Stejny poznatek ucinil o tii roky pozdéji
Bulut (Bulut et al., 2006). Yilmaz M. a spol. detekovali pomoci 23S ribozomalniho primeru HP v
adenoidni tkani (Yilmaz et al., 2004), Yilmaz T.a spol. pak detekovali v roce 2006 HP v tonsilarni i

adenoidni tkani prostfednictvim ribozomalniho primeru (Yilmaz et al., 2006). Khademi prokazal
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ptitomnost HP v tonsilarni tkani metodou CLO testu (Khademi et al., 2005). Tato metoda byla uzita

rovnéz v roce 2001 k Gspésné detekci HP v adenoidni tkani (Unver et al., 2001).

Ve studii Bitara a spol. byl zjistén HP v adenoidni tkani metodou RUT (rapid urease test) a
histologickym prikazem (Bitar et al., 2005, 2006). Rovnéz byl srovnavan vyskyt HP na povrchu a
uvniti tonzil (Khademi et al., 2007). Prace Jelavice a spol. doklada, Ze tonzilarni tkan neni dulezitym
rezervoarem infekce HP u déti podstoupivsich tonzilektomii (Jelavic et al., 2007). Vayisoglu a spol. v
roce 2008 zjistili pozitivitu HP ve dvou adenoidnich vegetacich z celkového poctu 91 détskych
pacientli pomoci RUT a ve dvou ptipadech byl pozitivni rovnéz imunohistochemicky prikaz. Ve své
praci zpochybiiuje funkci tonzilarni tkan€ jako extragastrického zdroje infekce HP a rovnéz vyvraci
moznou souvislost chronické tonzilitidy s infekci HP (Vayisoglu et al., 2008). Eyigor a spol. se v roce
2009 pokouseli detekovat g/m gen v tonzilarni tkani pomoci GJB2 primeru metodou PCR. V Zzddném
vzorku tkané tento gen nalezen nebyl, coz vedlo k zavéru, ze tonzilarni tkan neni extragastrickym
zdrojem infekce HP (Eyigor et al., 2009). Jabbari Moghaddam a spol. ve své praci dokladaji vyskyt
HP infekce v tonzilarni tkani pomoci metody RUT, kterou stavi do pozice malo senzitivni metody pro
detekcei této infekce (Jabbari Moghaddam et al., 2009). V roce 2010 se zabyvali detekci HP infekce v
tonzilarni tkani Vilarinho a spol. Pomoci RUT a imunohistochemického prikazu detekovali dany
patogen v tonzilarni tkadni péti détskych pacienti. Metody PCR a FISH (Fluorescence in situ
hybridization) v dané préaci pozitivni vysledky nepfinesly, coz dle autorii rovnéz vyvraci teorii
tonzilarni tkan¢€ jakozto extragastrického zdroje infekce HP (Vilarinho et al., 2010). Souvislosti
kokoidnich forem HP v tonzilarni tkani a IgA nefropatii se ve své praci zabyvali Kussano a spol.
Vystupy této prace ukazuji na moznou souvislost onemocnéni ledvin ve vyskytu kokoidnich forem HP
(Kusano et al., 2010). V roce 2011 se studiem pfitomnosti HP v tonzilarni tkéni zabyvaly dvé prace:
Toros a spol. pomoci metody RUT a histologického prikazu pritomnost HP v tonzilarni tkani
neprokazali (Toros et al., 2011), Abdel Monem a spol. pak publikovali prospektivni studii, ve které
zachytili pozitivitu HP v tonzilarni tkani metodou RUT a rovnéz metodou PCR, pomoci niz detekovali
ureC gen (Abdel-Monem et al., 2011). V roce 2012 analyzoval Farivar et al. celkem 103 vzorkl
tonzilarni tkan€¢ pomoci metody Real-time PCR se sondami Scorpion s 21,53% pozitivnich vysledki
(Farivar et al., 2012). Vysokou pozitivitu HP ve vzorcich adenoidni tkané prokazal v roce 2014 Kraus
(Kraus et al., 2014). V roce 2015 detekoval Bayindir a spol. V celkem 57 vzorcich adenoidni a
tonsilarni tkané cagA gen a gen pro fosfoglukosaminmutasu), Gspésnost metody PCR byla 10,9%,
protilatky proti HP pak byly detekovany v 89% (Bayindir et al., 2015). V roce 2016 se zabyval
detekci HP v adenoidni tkani Cedeno (Cedefio et al., 2016). Incidenci HP kolonizace se ve své praci
zabyval také Giiclii v roce 2013, ktery prokazal nizkou incidenci kolonizace HP v adenoidni tkéani a
tonsilarni tkani, resp. Ze 49 tonsilarnich vzorki bylo PCR pozitivnich 6,1% (3 vzorky), RUT
pozitivnich 2 (4,1%), z 52 vzorkl adenoidni tkané byly 3 vzorky (5,8%) PCR pozitivni (Guclu et al.,
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2013) . Kaymakei potvrdil pozitivitu HP v adenoidni tkani pomoci PCR u 2 pacientt z 23 (Kaymaket,
2014) .Kolonizaci adenoidni tkan¢ HP ptipustil na zaklad¢ svych vysledki i Aydin v roce 2014. kdy
detekoval 2 pozitivni vzorky pomoci PCR metody (Aydin et al., 2014). Narozdil od n¢ho Aliakbari v
roce 2011 detekoval 0 HP pozitivnich vzorkt v adenotonsilarni tkani pomoci metody PCR (Aliakbari

etal., 2011)

Nasledujici tabulka (Tab.1) ukazuje piehledné prace, ve kterych se autofi zabyvali detekci HP

ve tkanich Waldeyerova lymfatického okruhu za pouziti riznych detek¢énich metod .

Autor Rok | Pocet | Typ odebrané tkané Diagnosticka metoda Pocet pozitivnich piipadii
pripadi na H. pylori
Di Bonaventura 2000 |36 tonzilarni stér kultivace, imunohistochemicky 0 (0 %)
prukaz
Di Bonaventura 2001 |75 tonzilarni stér a biopsie | PCR 0 (0 %)
Unver et al. 2001 |19 adenoidni tkan CLO test 11 (58 %)
Skinner et al. 2001 |50 tonzilarni tkan CLO test, imunohistochemicky 0 (0 %) CLO test a
prukaz imunocytochemie
Uygur-Bayramicli {2002 |27 tonzilarni tkan histologie, imunohistochemicky |0 (0 %) histologie,
prukaz imunohistochemicky priikaz
Cirak 2003 |23 tonzilarni a adenoidni PCR (168 ribosomalni RNA, 7 (30 %) pozitivnich na H. pylori,
tkan CagA) 5 znich (71 %) pozitivnich na
CagA gen
Yilmaz et. al. 2004 |50 tonzilarni a adenoidni CLO test 0 (0 %)
tkan
Yilmaz et. al. 2005 |38 adenoidni tkan, PCR (23S ribosomélni RNA) 12 (67 %) ve stfedousni tekuting,
stfedousni tekutina 1 (5 %) v adenoidni tkani
Pitkaranta 2005 |20 adenoidni tkan, Kultivace 0 (0 %)
stfedousni tekutina
Khademi et. al. 2005 |56 tonzilarni a adenoidni CLO test 27 (48%)
tkan
Bitar 2005 |25 adenoidni tkan RUT, histologie a nested PCR 21 (84 %) pozitivnich v RUT, 4
(UreA) (16 %) pozitivnich v histologii, 0
(0 %) pozitivnich v nested PCR
Bulut 2006 |71 tonzilarni a adenoidni PCR (CagA - glmM gen) 29 (24,6 %) pozitivnich na H.
tkan pylori, 17 z nich (58,6 %) CagA
pozitivnich
Bitar 2006 |28 adenoidni tkan, kultivace, RUT, PCR (ureC-gen) |0 (0 %) ve stfedousni tekuting, 10
stfedousni tekutina (77 %) v adenoidni tkani podle
RUT, 0 (0 %) podle PCR
Yilmaz et. al. 2006 |22 adenoidni a tonzilarni kultivace, PCR (16S RNA) stiedousni tekutina: 2 pozitivni v
tkan, stfedousni kultivaci, 7 v PCR; sliznice
tekutina, sliznice promotoria: 1 v kultivaci, 7 v
promotoria PCR; adenoidni tkan: 11 (50 %) v
kultivaci, 14 (64 %) v PCR;
tonsilarni tkan: 12 (55 %) v
kultivaci, 14 (64 %) v PCR
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Jelarie et al. 2007 | 139 tonzilarni a adenoidni kultivace, RUT 17 (12 %) pozitivnich v RUT, 0
tkan (0 %) pozitivnich v kultivaci
Kusano et. al. 2007 | 173 patrové tonzily imunohistochemicky priikaz, 126 (72,9 %) pozitivnich
elektronova mikroskopie,
hybridizace in-situ (16S RNA
gen)
Vayisoglu et. al. 2008 |91 tonzilarni a adenoidni RUT, imunohistochemicky priikaz | 2 (2,2 %) v adenoidni tkani, 0 (0
tkan %) v tonsilarni tkani s RUT, 0 (0
%) v imunohistochemickém
prukazu
Eyigor et. al. 2009 |55 35 adenoidnich tkani, RUT, PCR (glmM gen) RUT 5,5 % pozitivnich, 0 % PCR
20 tonzil pozitivnich
Ozcan 2009 |25 adenoidni tkan, CLO, imunohistochemicky 0 (0 %) CLO pozitivnich, 0 (0 %)
stfedousni tekutina prukaz imunohistochemicky pozitivnich
Jabbari 2009 |[285 tonzilarni tkan RUT, histopatologie 113 (39,6 %) pozitivnich s
Moghaddam histopatologii, 40 (14 %)
pozitivnich s RUT
Vilarinho et. al. 2010 |62 adenoidni a tonzilarni RUT, imunohistochemicky 3 pozitivni s RUT, 2 pozitivni s
tkan prikaz, FISH, PCR-DNA (vacA | imunohistochemickym prikazem,
gen) 0 pozitivnich s FISH, 0
pozitivnich s PCR
Toros et. al. 2011 |84 tonzilarni a adenoidni RUT, histopatologie 0 (0 %) pozitivnich s RUT, 0 (0
tkan %) poitivnich s histopatologii
Abdel-Monem 2011 |20 adenoidni a tonzilarni RUT, PCR (ureC-gen) 16 (53,3 %) pozitivnich s RUT, 5
tkan (16,6 %) pozitivnich s PCR
Hussey et al. 2011 |93 adenoidni tkan Nested RT-PCR (RNA) 1 positive ( Wolinella africanus)
Farivar et al. 2012|103 tonzilarni tkan Scorpion RT - PCR 21,35% positive
Kraus et al. 2014 |49 adenoidni a tonzilarni RT-PCR 98% positive, 2% negat.
tkan
Bayindir et al. 2015 |57 adenoidni a tonzilarni HP protilatky, PCR protilatky 89%, PCR 10,9%
tkan (cagA, fosfoglukosaminmutasa)
Kaymaki 2014 23 adenoidni tkan PCR 8,7% pozitivnich
Nartova 2014 |89 tonzilarni tkan PCR 80%PCR pozitivity u
chronickych tonsilitid, z toho
cagA gen u 25%. Ve skupiné SAS
82,76% pozitivitym cagA u
20,83%
Lukes$ 2014 tonzilarni tkan PCR 73,91% pozitivity ve skupiné
tonzilarnich tumord, 70,0% u
chronickych tonsilitid, 69,23%
OSAS vzorku
Katra 2014 |30 adenoidni tkan PCR 90% pozitivita, cagA gen 33,33%

Tabulka 1: Prehled relevantnich védeckych praci, zabyvajicich se detekci Helicobacter pylori

v lymfatické tkani Waldeyerova lymfatického okruhu
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1.5 Podil Helicobacter pylori na karcinogenezi

Helicobacter pylori je fazen mezi karcinogeny I. typu dle IARC (Logan, 1994). Existuji tfi

zékladni mozné cesty karcinogeneze (Lukes et al., 2008a).
1. ptisobeni HP jako pfimého mutagenu (Hatakeyama, 2006)

2. imunitni inhibice T- bunék prostfednictvim vakuoliza¢niho cytotoxinu (Boncristiano

et al., 2003).

3. Karcinogenni ptisobeni HP zvySenim hladin fady cytokinti a regulacnich molekul,
zejména pak vzestup hladin TGF, EGF a NOS, kdy existuje pedpoklad, Ze zvySena

exprese téchto molekul se podili na orofaryngealni karcinogenezi (Lukes et al., 2008a)

Prace LukeSe et al. z roku 2007 pak ukazuje na zakladé¢ imunohistochemického prukazu
zvysené hladiny eNOS, iNOS a kaspazy-3 u chronickych zanétd tonzil a u tonzilarnich karcinomi
(Lukes et al., 2008b). Prace Pavlika et al.z roku 2015 podporuje teorii dlouhodobé kolonizace HP v
oblasti tonzil a orofaryngu celkové, rovnéz tak piipousti moznost ovlivnéni HP imunitniho systému a

nasledny zlom v proces kancerogeneze (Pavlik et al., 2015).

Byl zkoumén predev§Sim vztah mezi laryngedlnimi, popf. laryngopharyngealnimi
spinocelularnimi tumory a HP. Existuje tak fada praci, které tuto teorii bud’ podporuji, ¢i vyvraci.
Metaanalyza Zhuo et al. z roku 2008 pfipousti infekci HP jako potencialni rizikovy faktor
laryngealniho karcinomu (Zhuo et al., 2008). Rovnéz Gong et al. svou praci v roce 2010 tuto teorii
podporuje (Gong et al., 2010). Dayama et al. se zabyval ve své studii z Indie vyskytem laryngeélnich
karcinoml a moznou souvislosti jejich vzniku s pozitivitou HP. Ptiklani se tak ke vztahu HP a
rakoviny v oralni oblasti (Dayama et al., 2011). Pozitivni vztah HP a laryngopharyngealnich
spinocelularnich tumorti potvrzuje i prace Guilemany et al. z roku 2014 (Guilemany et al., 2014).
Naopak prace Amizadeh et al. z roku 2015 se k roli HP jako mozného patogenu pii vzniku
spinocelularnich karcinomi laryngu neptiklani (Amizadeh et al., 2015). Stejn¢ tak prace Zhona et al. z

roku 2016 (Zhou et al., 2016)

19



2 Cile a hypotézy dizertacni prace

Dizerta¢ni prace je zaméfena na studium kolonizace tkan¢ Waldeyerova lymfatického
okruhu Helicobacter pylori. Zabyva se detekci této bakterie v dané oblasti a naslednou
genotypizaci. Zabyva se otdzkou, zda HP mtze byt etiologickym faktorem pii vzniku

benignich a malignich onemocnéni v této oblasti.

2.1 Cile dizerta¢ni prace

1. Prikaz ptitomnosti Helicobacter pylori ve tkani Waldeyerova lymfatického okruhu
pomoci metody real-time PCR a zhodnoceni vyskytu jeji DNA v této oblasti.

2. Popis genotypovych rozdili Helicobacter pylori a porovnani jednotlivych genotypil v
tkanovych vzorcich patrovych tonzil a adenoidnich vegetaci v ramci benignich a

malignich onemocnéni této oblasti.
3. Porovnani zastoupeni cagA4 genu a vacA genil v dané oblasti.

4. Zhodnoceni argumentu indikace eradikace Helicobacter pylori v ramci vyskytu cagAd genu

ve Waldeyerové lymfatickém okruhu.

2.2 Hypotézy dizertacni prace

Hypotéza 1: Ve Waldeyerové lymfatickém okruhu se vyskytuje infekce Helicobacter pylori

stejné tak jako v zaludku.

Hypotéza 2: Nalez kmenti Helicobacter pylori v oblasti Waldeyerova lymfatického okruhu a

soucasny sérologicky priikaz infekce je argumentem k provedeni eradikace u danych pacientt.

Hypotéza 3: Existuje korelace mezi vyskytem konkrétnich genotypti a chronickym zanétem

nebo malignim onemocnénim ve Waldeyerové lymfatickém okruhu.
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3 Material a metody
3.1 Sbér biologického materialu

Vsechny vzorky byly odebirany s fadnym informovanym souhlasem pacientti na Klinice ORL
a chirurgie hlavy a krku 1.LF UK a FN v Motole v letech 2009 — 2014 a dale pak na ORL oddé&leni
nemocnice Rudolfa a Stefanie BeneSov. Pacienti byli operovani pro chronickou tonzilitidu, pro
hypertrofii tonzil pii syndromu obstrukéni spankové apnoe, pro zvétSenou adenoidni vegetaci a pro
orofaryngealni tumory. Z vyzkumu byly vyfazeni pacienti, kteti v minulosti podstoupili eradikaci HP.
Ve skupiné dospélych pacientd bylo 145 vzorkd tonzilarni tkané, resp. 80 vzorki tonzil s diagndzou
chronické tonzilitidy (55,71%), 42 vzorki tonzil s diagnézou OSAS (28,97%) a 23 vzork tonzil s
diagndzou tonzilarniho karcinomu (15,86%). Celkem bylo odebrano 79 détskych tkanovych vzorkd,
62 z adenoidnich vegetaci (78,48%), 17 pak z tonzilarni tkan¢ pifi OSAS (21,52%). U 12 détskych
pacientii byla odebrana tkan adenoidni i tonzilarni. U skupiny pacientii s OSAS byla predpokladana
piitomnost zdravé tonzilarni tkané. V tvodu chirurgického vykonu po zavedeni endotrachealni
intubace byly odebrany tkanové vzorky tonzilarnich karcinomu a tonzil za sterilnich podminek, pred
aplikaci anestetik a dezinfekénich prostfedkt do dutiny Ustni. Vzorky byly néasledné vlozeny do
transportniho media (Microtest® M4RT, Remel Inc., USA) pro PCR zpracovani a transportovany do

laboratofe.

3.2 VySetfeni vzorki

3.2.1 Izolace nukleové kyseliny z tkanovych vzorkt a jeji uskladnéni

DNA Helicobacter pylori z tkanovych vzorkii byla izolovdna s vyuzitim MagNA Pure
Compact Systému ( Tegimenta AG, Rotkreuz, Switzerland) a soupravou MagNA Pure Compact
Nucleic Acid Isolation Kit I (Roche Diagnostics), s uzitim protokolu Total NA 400 100 a s
predmytim v MagNA Pure Bacteria Lysis Buffer (Roche Diagnostics). Izolované vzorky DNA
Helicobacter pylori byly uskladnény pfi teploté -80 °C.

3.2.2 Detekce nukleové kyseliny Helicobacter pylori a jeji genotypizace

Geneticka analyza byla pro tuto praci zaloZena na uziti primerti a hybridiza¢nich sond podle
van Doorna (van Doorn et al., 1998). Pro cagA gen, stfedni region vacA genu a pro signalni Gsek vacA
genu byly vyvinuty ve spolupraci s TIB — Molbiol GmbH v Berling tfi real — time PCR assaye. Byly
uzity nasledujici primery: cagA F (+), cagA R (-), HPMGF (+), HPMGR- (-), VAF1F(+) a VAXR (-)
dle Van Doorna a spol. (van Doorn et al., 1998). Hybridizacni sondy TagMan byly vytvofeny pro
detekci specifickych sekvenci cagA, vacA ml a vacA m2. Pro cagA esej byly vytvoreny FAM-BBQ
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znacené sondy (detekce 530nm), pro stfedni sekvenci vacA FAM-BBQ znac¢ené TM sondy pro M1
(530nm) a HEX-BBQ zna¢ené TM sondy pro M2 (560nm). TagMan® real-time PCR eseje byly
provadény na zafizeni LightCycler® , verze 2.0 s Sestikandlovou detekci: 530,570,610,640,670 a
705nm. Byl pouzit komeréné vyrabény LightCycler® TagMan® MasterMix (Roche Applied Science,
Basel.), Schwietzerland) — 15ul MasterMixu vcetn€ primert a sond a Sul vzorku izolatu DNA na 20ul

kapilaru.

Pro real-time PCR esej k detekci signalni sekvence vacA genu byly pouzity hybridizacni
sondy S1aLC(LC610), SIbLC(LC640) a S2 LC (LC705) spole¢né s komerénim LightCycler® FastStart
DNA Master™™S HybProbe (Roche Diagnostics, Basel, Switzerland) — 15ul MasterMixu véetng

primert a sond a 5 ul vzorku izolatu DNA na 20ul kapilaru.

Amplifikace o 45 cyklech vyuzivala protikontamina¢niho systému AmpErase — pocatecni
denaturace prti teplot¢ 95stC po dobu 10 minut slouzila rovnéz k denaturaci enzymu Uracil-N-
glykosylazy. Naslednych 44 cykli mélo amplifikacni profil upraveny dle pokyni vyrobce primert a
sond. V kazdém cyklu probihala detekce signali v ramci multiplexnich rtPCR fluorescencnich
vinovych délek. Analyza dat byla provedena pomoci Roche LightCycler software version 3.5.3.
Nasledujici dvé tabulky ukazuji ptehled uzitych primerd a sond metodou PCR. Ptehled uzitych sond a

primert ukazuji souhrnné tabulky 2 a 3.

Gen Typ Pocet Sekvence Detekce/nm
nukleotidt
cagA cag TM 28 6FAM-ATA ACG CTG TCG CTT CAT ACG ATC CTG A-BBQ 530
vacAS Sla LC 21 LC Red610-GCR TTR GTC AGC ATC ACA CCG-PH 610
Sib LC 21 LC Red640-GCG TTG ATT AGY KCC ATA CCG-PH 640
S2 LC 21 LC Red705-GCT AAY ACG CCA AAY GAT CCC-PH 705
vacAM M1 TM 30 6FAM-ACC ACC ATT ACC CGT ATC AAT ACC TTT AAA-BBQ 530
M2 TM 26 HEX-CTA GTG TTT AGC CCG TTA TCG CTC TT-BBQ 560

Tabulka 2: Prehled uzitych sond
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Gen Primer | Pocet nukleotidii | Sekvence

cagA cagAF |24 5-TTG ACC AAC AAC CAC AAA CCG AAG-3
cagAR |22 5-CTT CCC TTAATT GCG AGATTC C-3

VacAS |VAIF 21 5-ATG GAA ATA CAA CAAACA CAC-3
VAIR 19 5-CTG CTT GAA TGC GCC AAA C-3

vacAM |HPMGF |21 5-CAG AGC CACTTT CAATAA CGA-3
HPMGR |21 5-CGT CCA AAT AAT TCC AAG GG-3

Tabulka 3: Prehled uzitych primerii

3.2.3  Ovéfeni ptitomnosti Helicobacter pylori — specifické DNA v tkanovych vzorcich

V Cervnu 2012 se na trhu objevila nova komer¢ni real-time PCR esej pro detekci flagelarniho
genu (fla genu) Helicobacter pylori — Bioron Real — Line Fla Format (Bioron, Germany). Archivovené

vzorky pacientskych tkani byly rozmraZeny a nasledné testovany vyse uvedenym komercnim testem

pro srovnani a potvrzeni pritomnosti HP — specifické DNA ve tkdnovych vzorcich.

3.2.4  Sérologicka analyza sérovych vzorkl

K potvrzeni infekce Helicobacter pylori u pacientl byla pouzita sérologickd detekce. Sérové
vzorky byly testovany kvantitativnim komerénim ELISA testem ( EIA H. pylori, Test-Line, Czech
Republic) na IgG, IgA a IgM protilatky. Stanoveni bylo vyjadifeno indexem pozitivity (IP= pomér
primérnych absorbanci testovaného séra a cut off) a hodnoceno jako pozitivni pro IP.>1,2. detekci

protilatek specifického anti-CagA proteinu byl pouzit komercni test Helicobacter p120 (CagA) ELISA

Test-Line. Testy byly provedeny na Ustavu imunologie a mikrobiologie 1.LF UK a VFN.
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4  Vysledky prace

V nasledujicich kapitolach vysledkt dizerta¢ni prace jsou ptehledné shrnuty vysledky vSech
ptilozenych publikaci.

4.1 Prikaz pritomnosti Helicobacter pylori ve tkani Waldeyerova lymfatického
okruhu pomoci metody PCR a zhodnoceni vyskytu jeji DNA v této oblasti.

Soubor ¢tyf pfiloZzenych publikaci se zabyva detekci Helicobacter pylori ve tkani
Waldeyerova lymfatického okruhu prostfednictvim metody real-time PCR. Prace se zabyvaji jak
skupinou dospélych pacientii (Nartova et al., 2014; Lukes et al., 2014) tak skupinou pacientl détskych
(Kraus et al., 2014; Katra et al., 2014).

Do skupiny dospélych pacientti bylo celkem zatfazeno 193 pacientii. Diagnézami v této
skupiné byly chronicka tonzilitida, OSAS (syndrom obstrukéni spankové apnoe) a tonzilarni
spinocelularni karcinom. Celkem bylo uzito k detekci Helicobacter pylori metodou real-time PCR 145
vzorki tonzilarni tkang, resp. 80 vzorku tonzil s diagndzou chronické tonzilitidy (55,71%), 42 vzorki

tonsil s diagnézou OSAS (28,97%) a 23 vzorkl tonzil s diagnézou karcinomu (15,86%). Prehled

ukazuje tabulka 4.

Pocet vzorki Diagnoéza Procentualni zastoupeni
80 Chronicka tonzilitida 55,17%

42 OSAS 28,97%

23 Karcinom tonzily 15,86%

Tabulka 4:Prehled procentudlniho zastoupeni diagnoz.

Pritomnost Helicobacter pylori byla z celkového poctu vzorki (n=145) prokazana pomoci
metody real-time PCR u 112 pacientd (77,24% vzorkl), u 33 pacientd (22,76% vzorkl) ptitomnost
Helicobacter pylori v tonzilarni tkani prokazana nebyla. Nasledujici graf ukazuje prehledné vyskyt

Helicobacter pylori v tonzilarni tkani u dospélych pacientt.
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Graf 1: Vyskyt HP v tonzilarni tkani u dospélych

pacientii

Nasledujici tabulka 5 pak po¢et HP pozitivity/negativity v ramei jednotlivych diagnoz.

Typ diagnozy HP + HP -
Chronicka tonzilitida 62 18
OSAS 33 9
Karcinom tonzily 17 6

Tabulka 5: Srovnani HP pozitivity/negativity v ramci jednotlivych diagnoz

Bylo prokéazano, ze DNA Helicobacter pylori byla v tonzilarni tkani u dospélych pacientd
detekovana, Helicobacter zde tedy pritomny je, stejné tak, jako v lidském zaludku, pro ktery je

hlavnim patogenem.

Do skupiny détskych pacientti (Kraus et al., 2014; Katra et al., 2014) bylo celkem zatazeno 67
déti. Diagnozami v této skupiné byly hypetroficka adenoidni vegetace a OSAS, byly tedy odebirany
vzorky adenoidni tkdn€¢ a tonzilarni tkané. Celkem bylo odebréano 79 tkanovych vzorku, 62 z
adenoidnich vegetaci (78,48%), 17 pak z tonzilarni tkané pii OSAS (21,52%). U 12 détskych pacienti

byla odebrana tkan adenoidni i tonzilarni. Pfehled ukazuje tabulka 6.
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Procentualni zastoupeni

Pocet vzorki Diagnoéza
62 Adenoidni vegetace 78,48%
17 OSAS 21,52%

Tabulka 6: Pocet tkanovych vzorkii détskych diagnoz

Z celkového poctu 79 odebranych vzorkd u détskych pacientli byla prokazana pritomnost

Helicobacter pylori pomoci metody real-time PCR u 75 z nich (94,94%) a u 4 vzorkd pfitomnost

bakterie prokazana nebyla (5,06%), jak znazornuje graf 2.

5%

75
95%

Graf 2: HP pozitivita / negativita u vzorku detskych

pacientil.

Ve skupiné vzorkl adenoidnich vegetaci byla pozitivni PCR detekce HP v 59 vzorcich tkané

(n=62), coz ptedstavuje 95,16%. Ve vzorcich tonzilarni tkdné¢ pii OSAS byla PCR HP detekce

pozitivni v 16 ptipadech, coz predstavuje 94,12%. Piehled ukazuje tabulka 7.

Typ diagnozy HP + HP -
Adenoidni vegetace 59 3
OSAS 16 1

Tabulka 7: HP pozitivita/HP negativita u vzorki détskych pacientii
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Tyto vysledky prokazuji, Ze stejné tak jako u skupiny dospé€lych, tak i u skupiny détskych
pacientl se ve tkani Waldeyerova lymfatického okruhu DNA Helicobacter pylori nachazi.

4.2 Popis genotypovych rozdili Helicobacter pylori a porovnani jednotlivych
genotypt v tkanovych vzorcich patrovych tonzil a adenoidnich vegetaci v ramci
benignich a malignich onemocnéni této oblasti.

4.2.1 Benigni diagnozy

Ve skupiné dospélych pacientll byly zkoumany typy benignich diagnéz: chronicka tonzilitida a
OSAS. Ve skupiné détskych pacientd byly pak benignimi diagndézami adenoidni vegetace a OSAS.
Vyskyt HP pozitivity/negativity u jednotlivych diagnoéz dospélych a détskych pacientt ukazuji vyse
uvedené tabulky v kapitole 4.1.

Pomoci metody real-time PCR byla provedena detailni genotypizace kment Helicobacter

pylori ve tkénovych vzorcich benignich diagnoz, coz ukazuje graf 3.
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Graf 3: Prehled genotypii u benignich onemocnéni dospélé skupiny pacienti

Z daného grafu vyplyva, Ze nejcastéjSim genotypem u benigniho typu onemocnéni (chronicka

tonsilitida a OSAS) u dospélych pacientd je genotyp CagA-VacAslbml a genotyp CagA-
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VacAslbm2, dal$im nejCastéjSim genotypem u skupiny benignich onemocnéni je genotyp CagA-

VacAslam?2.

Tato analyza zjistila, Ze u benignich onemocnéni dospélé skupiny pacientti pfevazuje VacA

pozitivita nad CagA pozitivitou.
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Piehled genotyptl u benignich onemocnénich détské skupiny pacientii ukazuje graf 4.

Prehled genotypl u benignich onemocnéni détské skupiny pacient(

18
16
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Typy genotypll

Graf 4: Prehled genotypii u benignich onemocneni détské skupiny pacienti
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Nejcastéjsim typem genotypu u détské skupiny benignich onemocnéni (adenoidni vegetace,
OSAS) je genotyp CagA-VacAslbml, druhym nejcastéjsim pak genotyp CagA-VacAslbm?2. Lze tak

fici, ze u benignich onemocnéni détské skupiny opét prevazuje pozitivita VacA genu nad CagA genem.

4.2.2 Maligni diagnézy

Do skupiny malignich onemocnéni byly zafazeny tonzilarni karcinomy (Luke$ et al.,

2014).Pocet vzorki tonzilarnich karcinomil ukazuje tabulka v kapitole 4.1.

Nejcastéjsim typem genotypu u tonzildrniho karcinomu byl genotyp CagA-VacAslbml,
druhym nejcastéjSim pak genotyp CagA-VacAslbm2, coz znazoriiuje graf 5. Stejné tak jako u

skupiny benignich onemocnéni, pievazuje i zde pozitivita VacA genu.

Prehled genotypd u malignich onemocnéni
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Graf'5: Prehled genotypii Helicobacter pylori u tonzilarniho karcinomu
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4.3 Porovnani zastoupeni cagA genii a vacA genii ve tkani Waldeyerova
lymfatického okruhu

Nize uvedeny graf 6 dokumentuje, ze celkové pievysuje zastoupeni VacA genotypti v PCR
pozitivnich vzorcich. Nejvice pak u skupiny benignich onemocnéni dospélych (90%), nejméné u

skupiny karcinomu tonzily (15%).
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Graf 6: Porovnani zastoupeni CagA pozitivity/VacA pozitivity ve tkani Waldeyerova
lymfatického okruhu
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4.4 Zhodnoceni argumentu eradikace Helicobacter pylori v ramci vyskytu cagA
genu ve Waldeyerové lymfatickém okruhu

Hlavni otazkou kladenou v teto ¢asti vysledkd je, zda soucasny PCR prikaz a sérologicky

prikaz Helicobacter pylori u pacienta je argumentem k provedeni eradikace.

K sérologické detekci (LukesS et al., 2014; Nartova et al., 2013) bylo pouzito z celkového
poctu skupiny dospélych pacientd celkem 161 vzorkt krve (83,42%). Protilatky Helicobacter pylori
byly prokazany celkem u 104 pacientti (64,60%), u zbylého poctu pacienti (57), tedy 35,40%,

sérologicka pozitivita prokazana nebyla.

Pti porovnani PCR diagnostiky a sérologické diagnostiky prace LukeSe et al. a Nartové et al.
(Lukes et al., 2014; Nartova et al., 2014) popsaly, ze celkem 63 PCR pozitivnich vzorkl bylo zaroven
sérologicky pozitivnich, 21 PCR pozitivnich vzorkii bylo sérologicky negativnich, 41 PCR
negativnich vzorkli bylo pozitivnich sérologicky a 36 PCR negativnich vzorkli bylo rovnéz

sérologicky negativnich. Uveden¢ tdaje shrnuje graf 7.

22,36%
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Graf'7: Srovnani PCR detekce a sérologické analyzy

Pritomnost specifickych HP protilatek u vySetfovanych pacientli znamena, Zze dany pacient
prodélal nebo prodélava infekci Helicobacter pylori. Pfitomnost anamnestickych protilatek pak pro
aktivni infekci HP nesvéd¢i. V ptipadé ptitomnosti IgA, IgM imunoglobulini je vysoka
pravdépodobnost, Ze pacient infekci HP prod¢lal, ale také v jiné oblasti nez v orofaryngu, napf. v

zaludku a oblast patrovych tonzil tak kolonizovana nebyla. Lze rovnéZ fici, Ze nulova detekce



protilatek neznamena, ze Helicobacter pylori neni v tonzilach ptitomen. Tento fakt zdiraznuje

vysokou sensitivitu PCR metody v detekci Helicobacter pylori.

Detekce ptitomnosti Helicobacter pylori obéma metodami ukazalo prehledové konkordanci u
99 vzorku (61,49%) a diskordanci u 62 vysetfovanych vzorkt (38,51%). 41 diskordantnich vysledkt
bylo sérologicky pozitivnich a PCR negativnich.

K porovnani metod PCR a sérologie byl uzit Chi-kvadrat test:

Ser + Ser - Suma
PCR + 63 21 84
PCR - 4 36 77
Suma 104 57 161

Tabulka 8: Porovnani PCR a serologie

Na zakladé Xz testu lze konstatovat, ze PCR pozitivita HP ve vySetfovanych vzorcich je

A

signifikantné rozdilna od sérologické pozitivity HP (statisticky odhad X2=8,31 je vetsi nez

kvantil). Hladina vyznamnosti byla zvolena p < 0,05.

Vzhledem ke skutecnosti, ze CagA gen se nachazi ve tkdnich Waldeyerova lymfatického
okruhu v mensing€, neexistuje diikaz a z né€j prokazatelné podlozené doporuceni k eradikaci danych

pacientl. Otazkou eradikace je interpretace incidence vacA genu.

Ve statistickém zpracovani byla uzita metoda Chi-kvadrat testu v praci LukeSe a v praci
Nartové (Lukes et al., 2014; Nartova et al., 2014). Lukes (Lukes et al., 2014) pomoci Chi-kvadrat testu
dokézal, Ze pozitivta HP neni signifikantn¢ rozdilnd mezi skupinou chronickych tonzilitid a skupinou
tumort (p=0,7754), mezi skupinou OSAS a skupinou chronické tonzilitidy (p=0,9625) ¢i mezi
skupinou OSAS a skupinou tonzilarnich karcinomt (p=0,7632). Rovnéz Nartova (Nartova et al., 2014)
prokazala pomoci Chi-kvadrat testu, Ze prevalence HP neni signifikantné rozdilna u skupiny pacientti s
chronickou tonsilitidou a OSAS (p=0,76), stejné tak, Ze neni signifikantni rozdil ve vyskytu cagA genu

mezi témito dvéma skupinami pacientt (p=0,69) pti p<0,05.
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Pro jednotlivé typy genotypl byl spocitan pocet vzorki tkané chronické tonzilitidy a
karcinomu tonzily. Na zakladé téchto hodnot byl vypocten Pearsoniiv korela¢ni koeficient, ktery ma
hodnotu 0,59. Na zdklad¢ této hodnoty lze fici, Ze nebyla zjiSténa signifikantni korelace mezi

konkrétnim typem genotypu a chronickym zanétem/karcinomem tonzily. (R =0,59, Gplna korelace =1).

maligni benigni
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Celkem:

Tabulka 9: Pocty jednotlivych genotypu u chronické tonzilitidy a

tonzilarniho karcinomu
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Graf 8: Procentudlni zastoupenti jednotlivych genotypu u chronické tonsilitidy a tonzilarniho

karcinomu

Kultivace byla odebrana u 45 dospélych pacienti (11 pacienti s karcinomem tonzily, 22 s
chronickou tonzilitidou a 12 pacientd se SAS), z ¢ehoz byl Helicobacter pylori prokazan pouze u 3

(6,67%).
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5 Diskuse

Helicobacter pylori (HP) je kosmopolitni bakterie. DNA bakterie byla prokdzana Marshallem
a Warrenem (Marshall a Warren, 1984).

Jednim z cild dizertatni prace bylo prokdzat moznou kolonizaci lymfatické tkane
Waldeyerova okruhu Helicobacter pylori. V praci Karczewske (Karczewska et al., 2002) byl prokazan
vyskyt HP v dentalnim plaku, ktery je povazovan za extragastricky zdroj HP. Neexistuji presvédcivé
studie, dokazujici definitivné detekci infekce HP v orofaryngeélni lymfatické tkani. Prace, zabyvajici
se detekci HP v lymfatické tkdni Waldeyerova okruhu vykazuji rozdilné vysledky (Skinner et al.,
2001; Cirak et al., 2003; Kusano et al., 2007). Detekce HP v orofaryngealni lymfatické tkani byla
uspésna v rozsahu 0-90% (Dowsett a Kowolik, 2003).

Neni zcela jednoduché srovnavat vysledky jednotlivych praci, zabyvajicich se detekci HP v
lymfatické tkdni Waldeyerova okruhu, nebot’ autofi kazdé prace uzili k prikazu pfitomnosti bakterie
odlisné diagnostické metody, jak ukazuje tabulka v literarnim Gvodu prace. Obecné lze fici, Ze autofi
vyuzivaji k prikazu jak metod invazivnich, tak metod neinvazivnich. Casto uZivanou invazivni
metodou je RUT ( rychly ureazovy test) a CLO test ( campylobacter — like test). Tyto testy byly uZzity
napi. V praci Skinnera z roku 2001 (Skinner et al., 2001), ktery pomoci CLO testu detekoval z 50
vzorkl tonzildrni tkané¢ HP v 0% pfipadd. Pozitivitu HP v tonzilarni tkani pomoci CLO testu
neprokazal ani Yilmaz v roce 2004 (Yilmaz et al., 2004). Naopak Bitar prokazal v roce 2005 pozitivitu
v adenodni tkani v 84% pripadt (Bitar et al., 2005). Vayisoglu pak v roce 2008 prokazal pozitivitu HP
v lymfatické tkani Waldeyerova okruhu pomoci RUT ve 2 vzorcich (Vayisoglu et al., 2008). Vétsi
uspech pii pouziti RUT pii detekei HP v této oblasti mél Abdel — Monem v roce 2011, ktery prokazal
celkem 16 pozitivnich vzorkd (Abdel-Monem et al., 2011).

V nasSich pracich metoda RUT vyuZita nebyla. Divodem byl pomémé nizky zachyt pozitivity
HP touto metodou v predchozich studiich a také ptedpoklad, ze oblast lymfatické tkan¢ orofaryngu je
osidlena také jinymi bakterialnimi kmeny, které produkuji uredzu a mohou tak HP inhibovat. Testy
pak vykazuji falesné pozitivni vysledky (Dowsett a Kowolik, 2003). Metoda je proto vhodnéjsi pro
detekcei zaludecnich vzorkd. Midolo zdlrazituje v roce 2000 sensitivitu této metody 93% a specificitu

98% (Midolo a Marshall, 2000).

Metodou kultivacni se ve své praci zabyvali Lukes et al. (Lukes et al., 2014). Ve své praci
prokézali kultivacni metodou celkem 3 pozitivni vzorky ze 45. Hlavnim argumentem je mozné
ovlivnéni kultivacni detekce externimi vlivy (Dowsett a Kowolik, 2003) ¢i prertstani HP jinymi

kmeny. Pfimou inhibici ordlnimi kmeny in vitro popisuje ve své praci Ishihara v roce 1997 (Ishihara et
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al., 1997). Mozna je rovn¢z transformace v kokoidni formy, které nejsou kultivovatelné (Shahamat et
al., 2004). Rovnéz Yilmaz uzil v roce 2006 ve své praci kultivacni prikaz HP v lymfatické tkani
Waldeyerova okruhu, kdy celkem 11 adenoidnich a 12 tonzilarnich vzorkt bylo pozitivnich (Yilmaz et
al., 2006).Obecné je kultivace povazovana za zlaty standard v detekci Zalude¢ni HP s 80-90%

sensitivitou a 90-100% specificitou (Makristathis et al., 2004).

Z metod neinvazivnich jsme v nasich pracich uzili sérologicky prukaz specifickych protilatek
HP (Lukes et al., 2014; Nartova et al., 2014). K sérologické detekci bylo pouzito z celkového poctu
skupiny dospélych pacientti celkem 161 vzorkd krve (83,42%). Protilatky proti Helicobacter pylori
byly prokazany celkem u 104 pacientd (64,60%), u zbylého poctu pacienti (57), tedy 35,40%,
sérologicka pozitivita prokazana nebyla. Obecné lze fici, Ze sérologicka pozitivita nevypovida o
soucasné probihajici infekci HP a neni urcujicim faktorem pro zahdjeni antibiotické terapie HP
(Testerman a Morris, 2014). Sérologicky prukaz protilatek HP ma klinicky vyznam ptedev$im pro
dlouhodobé sledovani po 1€cbé a pro monitorovani uspéchu eradikace HP. Protilatky IgG v séru Casto
pretrvavaji az pal roku po prodélané infekci HP. Lukes detekoval v lymfatické orofaryngealni tkani 12
PCR pozitivnich vzorkli bez soucasného prikazu protilatek u danych pacientli. Moznym vysvétlenim
je casna detekce HP, nasledujici brzy po primarni infekci, kdy imunitni systém jesté neprodukuje
protilatky v nadbytku. Pro toto svédci i fakt, ze 9 z 12 lidi v LukeSovée praci bez prukazu protilatek
bylo PCR pozitivni pro méné virulentni genotypy HP s1/m2 v lymfatické tkani orofaryngu. Dilezitym
faktem mtize byt ale také skuteCnost, ze HP se v lymfatické tkani orofaryngu mohl nachéazet v
kokoidnich formach, dlouhodobé ptezivajicich. Podobné jako Lukes se sérologii HP v oblasti
orofaryngu zabyval Biirgers v roce 2008, ktery detekoval HP ve slindch bez prukazu protilatek
(Biirgers et al., 2008).

V nasich pracich jsme jako hlavni detekéni metodu uzili metodu invazivni molekularni — PCR,
resp, real-time PCR. Jednd se o metodu s nejvySsi sensitivitou a specificitou 100% (Testerman a
Morris, 2014). V experimentech bylo uzito mnoho variaci PCR s detekci 0-90% (Dowsett a Kowolik,
2003). Raznorodost spocivala v uziti odliSnych typd primerti a sond k detekci riznych segmentii DNA
HP, napt primery po ureazovy gen, primery pro 16s ribosomalni RNA gen, 23S ribosomalni RNA gen
(Yilmaz et al., 2006; Abdel-Monem et al., 2011).Specificita a sensitivita primerd je velmi odlisna
(Song et al., 1999). Genotypizace umoznuje rozlisit pfitomné geny HP, kodujici virulentni faktory a
rozlisit tak vysoce virulentni a méné virulentni kmeny (Pavlik et al., 2007). Diskrepance mezi

publikovanymi PCR vysledky pak ukazuje na dilezitost vybéru vhodné PCR assaye.

V souboru priloZzenych praci jsme prokazali pfitomnost DNA v lymfatické tkdni Waldeyerova
okruhu, resp. tonzildrni a adenoidni tkdni. Prokazali jsme rovnéz pfitomnost vysoce virulentniho cagA

genu a mén¢ virulentniho vacA genu. Z celkového poctu vzorkd lymfatické tkané u dospélych

37



pacientli jsme prostiednictvim PCR metody prokazali pfitomnost u 112 z nich (77,24%), v lymfatické
tkani Waldeyerova okruhu u déti pak z celkového pocti 79 vzorki u 75 z nich (94,94%). Jednoznacné
lze tedy fici, ze lymfaticka tkan Waldeyerova okruhu je extragastrickym rezervoarem HP. Toto tvrzeni
podporuje i prace Pavlika z roku 2015(Pavlik et al., 2015) , oproti tomu prace Aliakbari z roku 2011
toto tvrzeni zpochybiiuje (Aliakbari et al., 2011).

Metodu PCR k detekci HP v lymfatické tkani Waldeyerova okruhu uzila ve svych pracich fada
autort, jejichz vysledky jsou v souladu ¢i v rozporu s naSimi daty. Bonaventura v roce 2000
zpochybnil tonzilarni tkan jako extragastricky rezervoar HP a ve své praci detekoval 0 pozitivnich
vzorkli metodou PCR (Bonaventura et al., 2001). Studie Ciraka z roku 2003 naopak zachycuje z 23
adenotonsilarnich vzorkd PCR pozitivitu v 7 (30%), z toho cagA pozitivitu u 5 vzorkll. Stejn¢ tak
Bukut v roce 2005 prokéazal z celkem 71 vzorki PCR pozitivitu u 29 z nich, v 17 z téchto pak cagA
pozitivitu, coz podporuje nase vysledky. Podpofil rovnéz stejn¢ jako naSe prace moznou roli HP v
rekurentnich adenotonzilitidach a adenotonzilarni hypertrofii (Bulut et al., 2006). Oproti tomu Bitar v
roce 2005 detekoval 0 pozitivnich vzorkd metodou nested PCR (Bitar et al., 2005). V souladu s nasemi
pracemi je studie Yilmaze z roku 2006 (Yilmaz et al., 2006) a studie Kusana z roku 2007 (Kusano et
al., 2007). Potencialni vliv HP na vznik chronické adenotonzilitidy u déti byl zpochybnén praci
Vayisogla z roku 2008 (Vayisoglu et al., 2008). Nase vysledky naopak podporuje prace Mogghadama
z roku 2009 (Jabbari Moghaddam et al., 2009). Abdel- Monem pak detekoval ve své praci ureazovy
gen u 5 tkanovych vzorkii (Abdel-Monem et al., 2011). Farivan a Najafipour detekovali uzitim
scorpion PCR vysoky vyskyt HP v lymfatické tkani u pacientd s chronickou tonzilitidou (Farivar et al.,
2012; Najafipour et al., 2012). Prace Cedeno z roku 2016 nepotvrdila pozitivitu HP v adenoidni tkani
pomoci metody PCR. Hwang ve své metaanalyze z roku 2016 zcela popird roli HP pii vzniku
chronické tonsilitidy (Hwang et al., 2015). Kaymak¢1 v roce 2015 vyhodnotil celkem z 23 vzorkid
adenotonzilarni tkané u déti pomoci metody PCR 2 pozitivni vzorky. Pripustil vSak fakt, Ze role HP ve
vzniku hypertrofie adenoidni tkan¢ vyzaduje jesté dalsi studie (Kaymakgi, 2014). Bayindir pak v roce
2015 detekoval pozitivni vzorky adenotonzilarni tkdné¢ pomoci metody PCR a pfipustil moznou roli
HP pti vzniku chronické adenotonzillitidy v endemickych oblastech (Bayindir et al., 2015). Oproti
vétsing praci detekovali ve svych studiich Kraus i Katra vysoké mnozstvi PCR pozitivnich tkani

Waldeyerova lymfatického okruhu na pfitomnost HP (Kraus et al., 2014; Katra et al., 2014).

Dizertacni prace ukazuje na zvySeny vyskyt méné virulentnich genotypt HP v lymfatické

tkani Waldeyerova okruhu, tedy genotypti cagA negativnich, vacA pozitivnich.

Analyza genotyptit HP v tonzilarni tkani u dospélych jedinct v dizertacni préci ukazuje na

zvySeny vyskyt s1/m2 alel vacA genu a s1/ml alel vacA genu. CagA gen byl nalezen pouze v malém
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poctu pripadd, v praci Lukese v 5 tkanovych vzorcich, v praci Nartové v 17 tkanovych vzorcich.

Piehledny vyskyt vacA a cagA genotypt ukazuje v kapitole Vysledky graf 5.

Tento nalez vypovida o tom, Zze mén¢ virulentni kmeny HP maji v lymfatické tonzilarni tkani u
dospélych jedinct v naSich studiich dominanci. Nalez genotypu s2/m1 byl v nasi studii minimalni, v
literatufe byl publikovan pouze v ojedinélych studiich (Letley et al., 1999). Na zaklad¢ srovnani
nasich vysledkl a vysledkl jinych studii mizeme fici, Zze lymfaticka tkan Waldeyerova okruhu je
extragastrickym rezervoarem HP. NaSe data podporuji vysokou sensitivitu a specificitu zvolené
modifikace PCR metody. Rovnéz podporuji hypotézu, Zze HP je potencialnim etiologickym faktorem
pfi patogenezi chronické tonzilitidy, nebot’ ve vzorcich detekovanych pacientl s touto diagnézou se

ukazala vysoka pritomnost genotypl vacA sIml.

Zajimavym faktem je pfebytek cagA negativnich genotypl v lymfatické tkani Waldeyerova
okruhu, coz vede k uvaze, ze CagA protein, jakozto hlavni virulentni faktor v Zaludku, nehraje v
oblasti lymfatické tkané orofaryngu a epifaryngu dulezitou infekéni roli. Naopak dlouhodoba
kolonizace cagA negativnimi kmeny HP v této oblasti a tedy potencialni pomala alteraci imunitniho
systému muze vést ke vzniku chronického zanétu a v pozdé€jsi fazi k iniciaci kancerogeneze. Tuto
teorii popird prace Aliakbari (Aliakbari et al., 2011), rovnéz tak metaanalyza Hwanga z roku 2015

(Hwang et al., 2015).

Prace Katry a Krause rovnéz prokazaly pfitomnost HP v détské adenoidni tkani a v détské
tonzilarni tkani (Katra et al., 2014; Kraus et al., 2014). Hlavnimi genotypy u déti byly stejné tak jako u
dospélé skupiny pacientt siml a s1 m2. Dle nasich vysledkt Ize tedy i adenotonzilarni tkan u déti

povazovat za extragastricky rezervoar HP.

V ramci tonzilarniho karcinomu byl nejcastéj§im genotypem také slml/ s1m2, stejné jako u
skupiny chronickych tonsilitid. Tento fakt pfispiva k uvaze vzajemného vztahu chronické tonsilitidy

jako prekancerdzy k malignimu onemocnéni.

NaSe prace si rovnéz poklada otazku vyznamu eradikace u pacienti s nalezem HP v
lymfatické tkani Waldeyerova okruhu, zvlast€ pak u pacient s chronickou tonzilitidou. 1 pfes
vyznamné vyssi vyskyt cagA negativnich kmenil by eradikace mohla branit rozvoji dalSich patologii.
Teorii, ze HP je rezidentem lymfatické tkdn¢ Waldeyerova okruhu podporuje prace Pavlika (Pavlik et
al., 2015), ktera rovnéz pfipousti moznou transformaci v maligni onemocnéni a tedy nepiimo
podporuje prospésnost eradikace. Skutecnost, ze HP je primarnim kolonizatorem lymfatické tkané
Waldeyerova okruhu podporuje prace LukeSe z roku 2010, kdy byly nalezeny odliné genotypy HP v
orofaryngealni lymfatické tkani a v zaludku u 6 jedinct (Katra et al., 2014). Tento fakt opét pfispiva k

provadéni eradikace u pacientt s pozitivitou HP v lymfatické tkdni Waldeyerova okruhu.
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Otazka prospésnosti eradikace vSak plné doposud zodpovézena neni a je tieba, aby byla
pfedmétem dalSich studii. Z ekonomického hlediska by antibiotickd terapie byla mnohonasobné
vyhodné;jsi, nez nasledna ORL - chirurgicka a onkologicka 1écba pacienti. Je vSak nutno ziskat silnéjsi

data a podpotfit je statisticky.
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6 Zaver
Ulozené cile dizertacni prace byly splnény.

V lymfatické tkani Waldeyerova okruhu, resp. v tonzilarni a adenoidni tkéni dospélych a
détskych pacientli, jsme pomoci uzsi modifikace metody PCR (real-time PCR) prokazali ptitomnost
DNA HP. Provedli jsme néslednou genotypizaci tkanovych vzorkid a vyhodnotili jsme tak zastoupeni
jednotlivych genotypit HP v avizované oblasti. Byl zkouman jejich etiologicky vliv na vznik benignich

i malignich onemocnéni ve Waldeyerové okruhu.

Oblast Waldeyerova okruhu Ize dle naSich dat povazovat za extragastricky rezervoar HP u
dospélych i déti. Pritomnost HP neni zavisla na typu oro/epifaryngealniho onemocnéni a je pozitivni

jak u skupiny benignich, tak u skupiny malignich onemocnéni.

Genotypizaci byly zjistény rozdily mezi oro/epifaryngealnimi kmeny a kmeny Zalude¢nimi,
respektive byla zjiSténa nizka pfitomnost cagA pozitivnich kment. U pacientti s karcinomem tonzily

byl rovnéz zjistén vysoky vyskyt vacA pozitivnich, tedy méné virulentnich kment.

Kultivaéni prikaz byl prokazan pouze ve tfech pfipadech a sérologicka pozitivita rovnéz
nebyla prokdzana u vsSech pacienti. Tento fakt vyzdvihuje vysokou sensitivitu a specificitu pouzité

PCR metody.

Hypotéza €. 1 byla na zakladé vysledkii potvrzena. DNA HP se nachazi v lymfatické tkani
Waldeyerova okruhu u dospélé skupiny pacientt v 77,24% vzorkl a u skupiny déti v 94,94% vzorkt.
Vyskyt tak lze povazovat za vysoky.

Hypotéza ¢.2, eradikace u pacientd s PCR pozitivitou a zaroven sérologickou pozitivitou je
indikovana, nebyla v naSich pracich potvrzena, je predmétem dalSich studii a nelze ji tedy
prijmout. PCR pozitivita a zaroven pozitivita protilatek se ukazala v 39,13% ptipadt, PCR pozivita a
sérologicka negativita pak u 13,04%, 25,47% bylo PCR negativnich a sérologicky pozitivnich, zbytek
(22,36%) bylo negativnich sérologicky i PCR. Metoda sérologickd neni jednozna¢né vypovidajici o
tom, zda se jedna o recentni Ci jiz probehlou infekci, nebot’ HP protilatky se nevytvaii ihned po vzniku
primarni infekce a zaroven pretrvavaji v organismu pomérné dlouho. V nékterych ptipadech mize byt
sérologie negativni v diisledku pritomnosti malo virulentnich kmenti, které neiniciuji tvorbu protilatek
¢i v dusledku vyskytu kokoidnich forem, coz by i potvrzovalo nizkou kultiva¢ni vytéznost v nasi

praci.
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Hypotéza €. 3, tedy otazka existence korelace mezi konkrétnimi typy genotypt a chronickym

zanétem ¢i malignim onemocnénim lymfatické tkané Waldeyerova okruhu, potvrzena nebyla.

Pro jednotlivé typy genotypll byl spocitan pocet vzorkli tkané chronické tonzilitidy a
karcinomu tonzily. Na zaklad¢ téchto hodnot byl vypoéten Pearsoniiv korelacni koeficient, ktery ma
hodnotu 0,59. Na zéaklad¢ této hodnoty lze fici, Ze nebyla zjisténa signifikantni korelace mezi

konkrétnim typem genotypu a chronickym zanétem/karcinomem tonzily. (R =0,59, Gplna korelace

~1).

42



7
7.1

7.1.1

1.

7.1.2

Ptiloha
Publikace in extenso, které jsou podkladem dizertacni prace

Publikace s IF, které jsou podkladem dizertacni prace

Nirtova, E., Kraus J., Pavlik E., Lukes P., Katra, R., Plzak, J., Kolafova L., Sterzl 1., Betka J.,

Astl J.: presence of different genotypes of Helicobacter pylori in patients with chronic
tonsillitis and sleep apnoea syndrome, Eur Arch Otorhinolaryngol, 2014, 271:607-613 (IF
1,458)

Lukes P., Pavlik E., Potuznikova B., Nartova E. et al.: Detection of Helicobacter pylori in
oropharyngeal lymphatic tissue with real — time PCR and asessment of its carcinogenic

potencial, Eur Arch Otorhinolaryngol, 2014, 271:399-405 (IF 1,458)

Kraus, J., Nartova E., Pavlik E., Katra, R. et al.: Prevalence of Helicobacter pylori in
adenotonsillar hypertrophy in children, Acta Otolaryngol, 2014, 134: 88-92 (IF 0,99)

Katra, R., Kabelka, Z., Jurov¢ik M., Hradsky, O., Kraus, J., Pavlik, E., Nartova, E. et al.:

Helicobacter pylori in adenoid hyperplasia and reflux episodes detected by multiple
intralunimanl impedance in children, Int J Pediatr Otorhinolaryngol, 2014, 78: 1243-1249 (IF
1,447)

Publikace bez IF

Nartova E., Luke$ P., Pavlik E, Sterzl 1., Astl J., Betka J., The presence of Helicobacter pylori
in oropharynx and its influence to the gastric infection, Otorinolaryng. a Foniatr. (Prague), 58,

2009, ¢. 2, 5. 97-101.

Lukes P., Pavlik E., Potuznikova B, Plzak J, Nartova E, Dosedél J, Katra R, Sterzl I, Betka J,
Astl J.: Comparison of Helicobacter pylori genotypes obtained from the oropharynx and
stomach of the same individuals - a pilot study, Prague Med Rep. 2012;113(3):231-9.

Nartova, E., Astl, J., Lukes,P., Katra,P., Pavlik,E., Betka,J.: Helicobacter pylori a jeho uloha v

patogenezi a patologii orofaryngu a epifaryngu ve vztahu k ORL onemocnénim, Otorinolaryng

a Foniatr. (Prague), 61, 2012, ¢.2,s. 120-129.

Pavlik, E., Nartovd, E., Astl, J. et al.: Detection of Helicobacter pylori and Human

Papillomavirus in Peroperative Tissue Biopsies Collected from Malignancies in
Oropharyngeal Area, AJCEM (American Journal of Clinical and Experimenatl Medicine),
2015; 3(6): 364 — 367.
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