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Souhrn:
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cobacter pylori za pomoci histochemickych barveni. Jedna se o metodu barveni dle Giemsy
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UvVOD
Bakterie Helicobackter pylori se fadi mezi mikroaerofilni bakterie spiralovitého

tvaru. Osidluje zalude¢ni sliznici, a proto ma rizné ochranné mechanismy pro preziti v ky-

selém prostiedi.

Infekce Helicobacter pylori zptisobuje velmi zdvazna onemocnéni zaludku. Svym
pusobenim zvySuje kyselost zaludecnich $tav, coz vede ke vzniku gastritid. H. pylori se
podili i na vzniku Zalude¢nich a duodendlnich viedi, u vétSiny pacientll s t€émito problémy
byla prokazana pfitomnost H. pylori. A v neposledni fad¢ je infekce H. pylori spojovana

s karcinomem zaludku.

Na svété je touto bakterii infikovano témét 50 % populace, a proto je diagnostika H.
pylori velice rozsifena a Casta. Metod k diagnostice H. pylori je zna¢né mnozstvi a miizeme
je délit na invazivni, které vyzaduji biopsii sliznice Zaludku a neinvazivni. Nejvice uzivanou

metodou zustava histologické vyseteni.

rowr

Tato prace ma cast teoretickou a praktickou. V teoretické Casti je popsan zaludek,
onemocnéni Zaludku, bakterie Helicobacter pylori a jeho diagnostika. V praktické ¢asti se
vénuji porovnavani senzitivity a specifity dvou histologickych barveni. Jednim je metoda

sttibfeni Warthin-Starry a druhym je modifikované barveni dle Giemsy.
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TEORETICKA CAST

1 ZALUDEK

Zaludek lat. ventriculus navazuje na jicen jako rozsifeny oddil traviciho traktu, ktery

je ulozen v dutin€ biisni pod levou brani¢ni klenbou. Tento organ je duty, vakovity, s pri-

mérmnym objemem jeden litr a maximaélni kapacitou dva az tfi litry. (1; 2) Zaludek travi po-

travu a vylucuje hormony, je proto smisenym exokrinnim a endokrinnim orgédnem. Hlavni

funkci zaludku je pokracovat v traveni sacharida, které bylo zah4jeno v duting ustni, zapocit

traveni bilkovin pomoci sekrece enzymu pepsinu, okyselovat rozmélnénou potravu a svalo-

vou ¢innosti ji ménit na chymus, traveninu. (3)

1.1 Anatomie

Tvar zaludku je proménlivy a zavisi na né-
kolika faktorech jako je népli zaludku, jeho funkéni
stav nebo poloha téla. Ale piesto ho z anatomického
hlediska muzeme délit na nékolik ¢asti. Misto, kde
jicen vstupuje do zaludku vcetné ptilehajici Casti, se
nazyva ceslo (kardie); vlevo od vstupu jicnu je po-
lokulovita ¢ast tvotici dno zaludku (fundus); nej-
vEtsi Casti je télo (corpus) a koncovou ¢asti je vrat-
nik (pars pylorica), kde Zaludek prechazi ve dva-
nactnik (duodenum). Z funkéniho hlediska zaludek
rozd€lujeme pouze na dva oddily, oddil travici — kar-

die, fundus, corpus a oddil vyprazdiovaci — vratnik.

(4)

1.2 Histologicka stavba

fornix gastricus

_ - fundus gastricus

~ - paries anterior
tunica serosa - — — o

curvatura minor » — - corpus gastricum

=~ curvatura major

Obrazek 1 - Anatomie Zaludku

Zdroj: GRIM M., NANKA O., HELEKAL I. - At-
las anatomie ¢lovéka I1.

Sténu zaludku tvofi Ctyfi vrstvy. Vnitini vrstva je sliznice (tunica mucosa), dale je

podslizni¢ni vazivo (tunica submucosa), svalova vrstva (tunica muscularis) a vnéj$i vrstva

je serdza (tunica serosa). (5)

1.2.1 Sliznice

Histologicky je slizni¢ni vrstva tvofena vysokymi cylindrickymi hlen vylucujicimi

bunikami. Vrstva sliznice je asi 1 mm vysoka a pokryva ji 100—200 pum silné vrstva hlenu.
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Povrchovy reliéf sliznice je strukturovan do zaludecnich jamek (foveolae gastricae), které
jsou vystlané jednovrstevnym cylindrickym epitelem. Do téchto jamek usti tubuldzni zlazky

(glandulae), které jsou rozdilné pro kazdy oddil Zaludku.

Zlazky jsou zasazeny do vrstvy lamina propria. Tato vrstva poskytuje strukturni pod-
poru, protoze je sloZzena pievazné z retikularnich vlaken s malym mnozstvim kolagennich a
elastickych vlaken. Obsahuje mnoho typt bun¢k, véetné lymfocyt, fibroblasti a plazmatic-

kych bunék. Je také protkdna cévami a nemyelinizovanymi nervovymi vlakny.

Svalovina slizni¢ni vrstvy (lamina muscularis mucosae) je tvofena dvéma vrstvami
— vnitini cirkularni a vn&jsi podélnou. (3; 5; 6)
1.2.2  Zlazy Zaludku

Zlazy ve sliznici se lisi podle oddilu zaludku, ve kterém se nachazeji. V oblastech
téla a dna zaludku zlazy obsahuji vice typt exokrinnich bunék, ale v oblastech Cesla a vrat-
niku obsahuji pouze jeden typ bun&k. Zlazky mizeme rozdélit na dvé asti — kréek (horni

polovina) a bazi (dolni polovina).

V oblasti kardie tvofi jamky az polovinu tloustky sliznice. Nachazime v ni jednodu-

ché nebo vétvené tubuldzni zlazky, které vylucuji pfevazné neutralni mucin a lysozym.

V oddilech téla a dna zaludku zabiraji jamky pouze necelou jednu ¢tvrtinu tloustky
sliznice. Zlazy v téchto oblastech jsou vice zabaleny nez v kardidlni Casti a jsou spiSe rovné
neZ stocené. V krcku zlazek nachazime nediferencované a mucin6zni buiiky, v bazi nacha-

zime naopak bunky parietalni, hlavni a enteroendokrinni.

a. Nediferencované buiiky jsou v malém mnozstvi zastoupeny v oblasti krcki.
V ptipad¢ potieby se diferencuji a putuji vzhiru nahradit povrchové mu-
cindzni bunky, jiné mohou sestupovat dolti a diferencovat se v jiny typ bunky

pfitomny ve Zlazce.

b. Mucindzni buiiky kréka pravdépodobné slouzi k proliferaci a regeneraci sliz-
nice. Vyskytuji se ve shlucich nebo jednotlivé a vylucuji neutrdlni nebo ky-

sely hlen.

c. Parietalni (kryci, oxyntické) buiiky maji na svém povrchu mikroklky, kterymi

mohou zvétSovat svij objem. Tyto bunky produkuji protony a chloridové
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ionty, ze kterych vznika kyselina chlorovodikova a glykoprotein (vnitini fak-

tor), ktery je dalezity pro vstfebavani vitaminu Bio.

d. Hlavni (zymogenni) bunky obsahuji zymogenni granula s pepsinogeny, které

jsou vylucovany do kyselého prostiedi zaludku.

e. Enteroendokrinni bunky jsou buiiky produkujici hormony. V zaludku rozli-
Sujeme G bunky produkujici gastrin, D buniky produkujici somatostatin a en-

terochromafinni (EC) bunky, které¢ produkuji serotonin.

V pyloru nachdzime podobné buiiky jako Zlazy, ale pylorické jsou dlouhé. Tyto zlazy
vylucuji hlen a enzym lysozym. Nachazime zde G a D buriky. (3; 5; 6)

1.2.3 Submukéza

Submukoza je tvofena z volné pojivoveé tkané, ve které se nachazi mnoho elastickych
vlaken. V této vrstvé se nachazi autonomni nervova pleten a stejné tak cévni a lymfatické

pletené. Submukoza spolecné se sliznici vytvari v neroztazeném zaludku podélné probihajici

fasy — rugae. (3; 6)

1.2.4 Svalovina
Svalovina zaludku ma tii

vrstvy, které se lisi smérem vla-
ken. Vnéjsi vldkna jsou podélna,
sttedni cirkuldrni a vnitfni bézi
Sikmo. Cirkularni svalovina je
nejvice patrna v oblasti pyloru,
kde je zesilena a tvofi svérac€ dva-
nactniku (musculus sphincter py-

lori). Sikma svalova vlakna jsou

neuplnou vrstvou pfitomnou uv- PODSLIZNIGNI VAZIVO SVALOVINA  SERO

nit cirkularnich vlaken, nejvice
Obrazek 2 - Histologicka stavba Zaludku

jsou ptitomna v oblasti kardie. (6) _ o )
Zdroj: MUDr. CEDIKOVA Miroslava Ph.D. - prezentace
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1.25 Seréza
Pobfisnice (tunica serosa) je tenka vrstva kolagenniho vaziva kryta mezotelem. (3)

1.3 Krevni zasobeni

Zaludek je zasobovan péti tepnami. Tyto tepny vychazeji z prvni neparové vétvé
biisni aorty — truncus coeliacus. Vytvaii se dva tepenné oblouky. Leva Zalude¢ni tepna (ar-
teria gastrica sinistra) vychazi pifimo z utrobniho kmene (truncus coeliacus) a zasobuje
hlavné télo zaludku. Z jaterni tepny vychézi prava zaludecni tepna (arteria gastrica dextra),
ktera piivadi krev do malého zakiiveni zaludku, a prava gastroepiploicka tepna (arteria
gastroepiploica dextra), ktera zasobuje velké zaktiveni zaludku. Spolu s nimi pfivadi krev
do velkého zaktiveni i leva gastroepiploicka tepna (arteria gastroepiploica sinistra) a kratké
zaludec¢ni tepny (arteriae gastricae breves). VSechny tepny jsou vzajemné propojeny a pro-
stupuji vrstvami zaludku, ve kterych tvoii rozsahlé pletené. Diky bohatému prokrveni jsou

malo Casté infarkty zaludku.

Zily zaludku nasleduji tepny a podél obou zakiivena tvoii podobné oblouky. Z ma-
1ého zakiiveni odvadi krev prava a leva Zaludec¢ni Zila (vena gastrica dextra et sinistra), z vel-
kého zaktiveni odvadi krev prava a leva gastroepiploicka zila (vena gastroepiploici dextra et
sinistra). Od t¢la zaludku usti kratké zaludecni zily (venae gastricae breves). VSechny tyto

zily se sbihaji do vratnicové Zily (vena portae) a jejich pritoku. (1; 6)

1.4 Nervovy systém
Sympatickd nervova vlakna se k Zaludku dostavaji z kmene sympatiku nervy, které
nasleduji zaludec¢ni a gastroepiploické tepny. Nékterd nervova vlakna ptichazeji i od levého

brani¢niho nervu (nervus phrenicus).

Nervova vldkna parasympatiku jsou pfivadéna pravym a levym bloudivym nervem
(nervus vagus dextra et sinistra) jako pfedni a zadni kmen. Tato vldkna vytvafi pleten¢ a
jejich vétévky sahaji az ke zlazam, cévam a buikdm hladké svaloviny. Parasympaticka

vladkna maji funkci zvySovat svalové napéti stény zaludku a peristaltiku.

Parasympatické 1 sympatické nervy obsahuji senzitivni vldkna, diky kterym mizeme
vnimat tlak a teplotu nebo pocit bolesti. Spole¢né vytvaii sympatikus s parasympatikem ple-
ten¢ ve sténé zaludku. Témi jsou fizeny Utvary zaludecni stény, parasympatikem opacné nez

sympatikem. (1; 6)
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1.5 Fyziologie

Funkeci zaludku je chovat se jako rezervoar potravy, ktera je v ném promichévana a
dale zpracovavana mechanicky nebo chemicky ptisobenim zalude¢ni §tavy. Diky ptisobeni
kyselého prostiedi a svalové aktivity je potrava pireménéna na kasovitou hmotu (chymus).

Dale zde pokracuje traveni sacharidu, které bylo zapocato v dutin€ tstni a zahajuje se traveni

bilkovin. (3; 6)

Pti pfijimani potravy je zaludek v adaptivni relaxaci (peristole), kdy se hromadi jed-
notliva sousta a sténa Zaludku jim povoluje. V této fazi se neméni tlak v Zaludku. Pozdéji
(po pfiblizn€ hoding) ptichazi zalude¢ni peristaltika, kdy obéma zaktivenimi zaludku probi-
haji kontrakce odshora dolu. Pii této fazi je rozmélnéna potrava promichavana se zalude¢ni

st’avou.

Denné se vytvofi piiblizné 2 litry Zalude¢ni $tavy s velmi nizkym pH 2-3. Tvorba
zalude¢niho sekretu je fizena parasympatikem na zakladé podminénych nebo nepodming-
nych reflexti. Vlakna bloudivého nervu bud’ pifimo stimuluji oxyntické buiniky nebo na né
pusobi prostiednictvim gastrinu produkovaného G bunikami. Oxyntické bunky po tomto pii-
sobeni zacinaji vytvéaret kyselinu chlorovodikovou. Ta ma v zaludku nékolik funkci — snizuje
pH, plsobi antibakteridln¢, pomaha redukci Zeleza a resorpci vapniku, denaturuje bilkoviny
a tim usnadiluje jejich traveni a aktivuje enzym pepsinogen. Pied plisobenim kyselé $t'avy

na sténu zaludku ji chrani hlen, ktery obsahuje mucin. (7; 8; 9)
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2 ONEMOCNENI ZALUDKU
Zaludeéni 1éze jsou Gastou pFi¢inou klinickych onemocnéni. Peptické viedy se bdhem
zivota vytvoii az 10 % lidi ze zapadnich rozvinutych zemi. Chronicka infekce Zaludecni

v

sliznice zptisobena bakterii Helicobacter pylori je celosvétove nejrozsifenéjsi infekcei. (10)

2.1 Zanéty Zaludku

Gastritidy jsou definovany jako zanét zaludecni sliznice. Zanéty mohou probihat
s ur¢itymi klinickymi ptiznaky, hlavné bolesti zaludku, nebo mohou byt zcela bezptizna-
kové. Gastritidy jsou prevazné déleny na akutni s infiltraci neutrofili nebo chronické s pii-

tomnymi lymfocyty a/nebo plazmatickymi bunikami. (10; 11)

2.1.1 Akutni gastritida
Akutni gastritida obvykle byva pomijivé povahy, trvd pouze jeden nebo dva dny.

Zanét mize byt zcela asymptomaticky, ale v nékterych ptipadech je doprovazen epigastric-
kou bolesti, nevolnosti az zvracenim, krvacenim do sliznice zaludku, masivni hematemezi
(zvraceni krve) a v zavaznych piipadech potencionalné fatalnimi krevnimi ztratami. NejveEtsi

pravdépodobnost masivniho krvaceni je u alkoholiku. (10)

Akutni gastritidy byvaji ¢asto zplisobeny nadmérnym uZzivanim nesteroidnich anti-
flogistik (zejména aspirinu), nadmérné uzivani alkoholu, koufeni, 1é€ba chemoterapii, ure-
mie, stresové stavy (trauma, operace, popaleniny), ischemie, sebevrazedné pokusy (poziti
kyselin/zasad) nebo infekce bakteriemi a viry. Gastroenteritidy vyvolané bakteriemi jsou
nejcastéji zpuisobené salmonelami, ¢asto S. typhimurium a S. enteritidis. Onemocnéni je pte-
naseno na ¢lovéka kontaminovanou potravou nebo pouZitim néstroji, které se pouzivali na
upravu kontaminovanych potravin. Tyto zanéty se projevuji bolestmi bficha, nevolnosti,

zvracenim a prijmy. (10; 11)

Pfi nejmirné;si formé akutni gastritidy vykazuje lamina propria mirny edém a mirné
ucpani cév. Povrchovy epitel je neporuseny a rozptylené neutrofily jsou pfitomny mezi bu-
kami povrchového epitelu nebo v epitelidlni vrstveé a kr¢ku zlazek. Piitomnost neutrofilti nad
se rozviji eroze a krvaceni. Eroze oznacuje ztratu povrchového epitelu, defekt sliznice, ktery

nezasahuje do muscularis mucosa. Eroze byvaji doprovéazeny silnym akutnim zanétlivym
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infiltratem a vytlacovanim purulentniho exsudatu, ktery obsahuje fibrin. Krvaceni miize vy-
tvofit tmavé skvrny na sliznici nebo okolo erozi. Tento stav se nazyva akutni erozivni he-

moragicka gastritida. (10)

2.1.2 Chronicka gastritida
Chronické gastritida je definovana jako pfitomnost chronickych zanétlivych zmén

sliznice, které mohou vést k atrofii sliznice a intestinalni metaplazii. Obvykle je bez erozi.

Zmény epitelu se mohou stat dysplastické a vytvorit prostiedi pro rozvoj karcinomu. (10)

Hlavnimi pfi¢inami vzniku chronické gastritidy jsou chronickd infekce bakterii He-
licobacter pylori, imunologické onemocnéni, alkohol a koufeni, granulomatézni zanéty

(Crohnova choroba), uremie a reakce $té€pu proti hostiteli. (10)

Nejcastéjsi etiologické spojeni chronické gastritidy je s bakterii H. pylori. Toto pro-
pojeni bylo objeveno v roce 1983, kdy se bakterie chybné nazyvala Campylobacter pylori-
dis. Infekce H. pylori je spojovana i s dal$imi Zaludeénimi a duodenalnimi onemocnénimi,
prevazné s peptickymi viedy a karcinomem zaludku.
Po pocatecni expozici H. pylori se gastritida déli do dvou druhti — pfevazné antralniho typu
a pangastritida. Pti gastritidé pfevazné antralniho typu ptevlada vysoka produkce kyseliny a
je zvySené riziko duodendlniho viedu. Pangastritida je typickd sniZenou produkci Zalude¢ni
kyseliny a multifokalni atrofii, zvySuje riziko adenokarinomu. Bakterie se hromadi v hle-
nové vrstvé na povrchu epitelu a zptisobuji chronicky zanét, ktery vede ke tvorbé lymfoidni
tkané. Ve vaznych pifipadech muze dojit az krozvoji MALT lymfomu.
Pacienti s chronickou gastritidou zptsobenou infekei H. pylori jsou obvykle 1é¢eni antibio-
tiky. Tato 1écba byva uspésna a k relapsiim dochézi pouze v ptipad€ opétovné nakazy bak-

terii. (10; 11)

Mensi procento chronickych gastritid jsou autoimunitni. Je zptisobena ptitomnosti
autoprotilatek proti komponentiim parietalnich bunék zaludecnich z14z. Nejcastéji jsou pii-
tomny protilatky proti enzymu H*, K*-ATPaza, gastrinovému receptoru a vnitinimu faktoru.
Pfi tomto onemocnéni dochazi k destrukei zlaz a atrofii sliznice, kterd vede ke ztraté pro-
dukce zaludecni kyseliny. Také se objevuje intestinalni metaplazie sliznice, kdy se v zaludku
vyskytuji vysoké cylindrické bunky a poharkové bunky, které normaln€ nachazime ve sliz-
nici tenkého stfeva. Ve vaznych ptipadech dochazi ke ztraté produkce vnitiniho faktoru ve-

douci ke zhoubné anemii.
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Tato gastritida byva asociovana s dal$imi autoimunitnimi onemocnénimi jako Hashimotova

thyreoiditida, Addisonova choroba a diabetes typu I. (10; 11)

Chronické gastritidy mohou postihnout riizné ¢asti zaludku a vykazovat riznou miru
poskozeni sliznice. Béhem zénétu je v lamina propria nakupena chronicka zanétliva celuli-
zace. O aktivité zanétu sveédci pritomnost granulocytli v krécich zaludecnich zlaz. Pokud

dojde k vyraznému ubytku zlazek, vznika atrofie sliznice. (10; 11)

2.1.3 Specialni formy gastritid
Eozinofilni gastritida je idiopaticky stav, ktery se vyznacuje eozinofilni infiltraci sliz-

nice, svalové stény nebo vsech vrstev zaludku, obvykle v pylorické ¢asti zaludku. Miize se

vyskytovat spolecné s eozinofilni enteritidou a obvykle je doprovazena periferni eozinofilii.

Alergicka gastroenteropatie je détské onemocnéni. Muze zplsobovat nevolnost,

zvraceni a v n¢kterych ptipadech poruchu riistu.

Lymfocytarni gastritida je stav, kdy lymfocyty husté osidluji epitelialni vrstvu sliz-

ni¢niho povrchu a zalude¢nich zlaz. Skoro polovina ptipadi je spojena s celiakii.

Granulomatozni gastritida se vyznacuje pfitomnosti epiteloidnich granulomi. Tyto

granulomy se bézné vyskytuji u Crohnovi choroby a sarkoidozy. (10)

2.2 Vredova onemocnéni

Defekt povrchu Zaludecni nebo stfevni sliznice, ktery nepronika hloubégji nez ke sliz-
ni¢ni svaloving, je nazyvan eroze. Eroze mlZe piechazet ve vied, pokud pronikne vrstvou
slizni¢ni svaloviny a hloubéji do ¢asti stény travici trubice. Viedy se mohou vyskytovat ve

vSech ¢astech traviciho traktu, ale nejcastéji je nachazime v zaludku a duodenu. (11)

2.2.1 Akutni vired
Akutni viedy Casto vznikaji pfi uzivani nesteroidnich antiflogistik. V jinych ptipa-

dech vznikaji jako néasledek vazného fyziologického stresu, jako naptiklad ptfi popaleninach
a velkych trazech, ale 1 vlivem emocniho stresu, a proto se Casto nazyvaji stresové viedy.

Mnohdy vznikaji béhem desitek minut. (8)

Obvykle jsou mnohocetné vyskytujici se prevazné v zaludku a mén¢ casto v duo-
denu. Primarnim pfiznakem vétSinou byva krvaceni do gastrointestinalniho traktu. Akutni

viedy jsou Casto spojovany s lokalnimi vazospazmy, které jsou zptisobeny extrémni aktivaci
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sympatiku. Pfi tomto stavu brzy dochézi k poruSeni slizni¢ni bariéry a sliznice je samona-
tradvena pusobenim kyselé zaludecni stavy. Viedy vzniklé timto zplisobem se nazyvaji is-
chemické nebo Cushingovy viedy. Pti zvySeni hladiny histaminu v plazmé¢, ke kterému do-

chazi pii popaleninach nebo velkych ztratach plazmy vznikaji Curlingovy viedy. (8)

Akutni viedy byvaji kruhovité nebo ovalné s ostrymi okraji. Sté€na viedu je nerovna
a obsahuje zbytky nekrotické tkané. Spodina viedu byva pokryta natravenou krvi a v jeho

okoli miize byt mala zanétliva infiltrace. (11)

2.2.2 Chronicky vied
Chronické nebo také peptické viedy byvaji samostatné 1éze vyskytujici v jakékoli

¢asti gastrointestinalniho traktu, ktery je vystaven agresivnimu ptisobeni kyselych stav. Nej-
Castéji se vyskytuji v Zaludku a duodenu (pomér Zaludek : duodenum je 1 : 4). Toto onemoc-

néni Casto probiha sezénné na jafe a na podzim a mize trvat az n€kolik let. (10; 11; 12)

Hlavnim pfedpokladem pro vznik peptického viedu je nerovnovdha mezi ochrannym
mechanismem Zzaludecni sliznice a poskozujicimi faktory, zejména zaludeéni kyseliny a
pepsin. Kromé hyperacidity mohou byt peptické viedy vyvolany také selhanim obrany sliz-
nice, snizenim pratoku krve zaludec¢ni sliznici, opozdénym vyprazdiovanim zaludku nebo

narusenim obnovy epitelu. (10)

Infekce H. pylori je hlavnim faktorem patogeneze tohoto onemocnéni, vyskytuje se
az u 70 % pacienti trpicich peptickym viedem. H. pylori nenapada tkan¢, ale indukuje in-
tenzivni zanétlivé a imunitni reakce. Mikrob zvysuje produkei prozanétlivych cytokint jako
IL-1, IL-6, TNF a zejména IL-8, timto cytokinem jsou aktivovany neutrofily. Helicobacter
také podnécuje sekreci zaludecni kyseliny, jeho metabolity narusuji slizni¢ni obranu a né-
které jeho proteiny vyvolavaji imunitni odpovéd’ ve sliznici. Po antibiotické 1é€bé dochazi
k vymyceni bakterialni kolonizace a hojeni viedi. Pokud nejsou pacienti opét infikovani

bakterii, klesa pocet recidiv viedu. (8; 10; 11)

Hyperacidita nemusi byt zptisobena pouze infekci H. pylori. Mize byt zpiisobena
zvySenou masou parietalnich bunék, zvySenou senzitivitou k sekre¢nim stimulim nebo na-
ruSenim inhibice stimula¢niho mechanismu, napiiklad uvoliiovanim gastrinu. Peptické
viedy také mohou byt zplisobeny nadmérnym uzivanim nesteroidnich antiflogistik, koute-

nim nebo alkoholickou cirh6zou. (10)
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Okraje peptického viedu byvaji navalité vyklenuté, ¢imz je zGzeno usti viedu. Sténu
viedu tvori nékolik vrstev, povrchova vrstva je nekrotickd, pod se nachézi vrstva zanétlivé

infiltrace a nize je granula¢ni tkan. Zevni vrstva je tvofena vazivovou jizevnatou tkani. (11)

Komplikace, které nejcastéji nastavaji u chronického viedu, jsou krvaceni, perforace,
penetrace, jizevnata stenoza a ziidka maligni zvrat v karcinom. Krvaceni mtize byt okultni
(skryté), ale také Zivot ohrozujici, kdyz vied nahloda sténu tepny. V takovém ptipad¢ pacient
zvraci krev nebo ma krev ve stolici (meléna), ve vaznych ptipadech mize vykrvacet. Pokud
vied prodéravi sténu Zaludku a pronika do sousednich orgéanti a tkani, hovofime o penetraci.
V piipadé, ze vied nekryji pfilehlé tkané, perforuje do peritonealni dutiny a mize vyvolat

Sokovy stav. (11; 12)

Vied je zhojen paprscitou jizvou, kterd mize vést ke stendze (zuZeni). Zizeni byva

vyznamné v oblasti vratniku a muze vést k funkénim porucham. (11; 12)

2.3 Nadory zaludku
Nédory Zaludku jsou ¢asté€ji nddory vznikajici ze sliznice neZ mezenchymalni nebo

stromalni nadory. Jsou rozd¢élovany na benigni a maligni.

2.3.1 Benigni nadory a polypy
Terminem polyp jsou oznacovany uzliny nebo Utvary vystupujici nad okolni sliznici.

Polypy sliznice jsou déleny na neoplastické a non-neoplastické. Nej€astéji nachazime v Za-
ludku tfi typy polypt — hyperplastické, polypy Zlazek fundu a adenomatdzni polypy (poly-
p6zni adenomy). (10; 11)

Hyperplastické polypy tvoii hyperplasticky slizni¢ni epitel, ktery je ¢asto doprova-
zen zanétem a edémem. Hyperplasticky epitel vznika jako reakce na chronické poSkozeni
sliznice Zaludku. VétSinou jsou tyto polypy malé a ptisedlé, nejcastéji se vyskytuji v antru
pyloru. Asi ve ¢tvrting ptipadi se objevuji jako vicecCetné polypy, kdy jich miize byt nalezeno

vice nez dvacet. (10; 11)

Adenomat6zni polypy jsou polypovité benigni adenomy. Tyto 1éze se obvykle obje-
vuji samostatné, pfed detekci mohou nariist do velikosti az 4 centimetri. Benigni adenomy
mohou byt pfisedlé nebo stopkaté. Pokud v téchto polypech dojde k dysplastickym zmé&nam

epitelu, mize to vést az k tvorbé adenokarcinomu. (10; 11)
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Polypy zlazek fundu jsou neskodné cystické dilatace zlazek v parietalni sliznici. Ob-
vykle se objevuji sporadicky a jsou spojovany se syndromem familiarni adenomatézni po-

lypézy. (10)

V zaludecni sténé se Casto objevuji gastrointestinalni stromalni nadory. VEtSinou je
tvofi protahlé bunky, ze kterych se vytvareji vzajemné propletené snopce. Tyto nadory mo-
hou byt riizné velké, v nékterych pripadech dosahuji velikosti nad 10 centimetrti. Pravdépo-
dobné jsou odvozeny od Cajalovych bun¢k nebo jejich prekurzori. Tyto bunky fidi peristal-
tiku gastrointestinalniho traktu. (11)

V zaludku mizeme nachéazet leiomyomy. Jsou to nadory odvozené od hladké svalo-
viny a vyskytuji se méné nez stromalni nadory. Ojedinéle mizeme v Zaludku nalézt neuri-

nomy. (11)

2.3.2 Maligni nadory
NejcastéjSimi zhoubnymi nadory zaludku jsou karcinomy, které tvoii 90 az 95 %,

méng¢ Casté jsou lymfomy, sarkomy a neuroendokrinni tumory. Karcinomy zaludku byvaly

nejcastéj$imi nadory, v soucasnosti je preskocily karcinomy plic. (11)

2.3.2.1 Karcinom zaludku
Karcinom zaludku je druhym nejcastéjSim tumorem na svété. Jeho incidence je
zvlaste vysoka v Japonsku, Chile, Kostarice, Kolumbii, Cin& a Madarsku. Je vice rozsifen

Vv niz8ich socialné-ekonomickych tiidach a pomér pacientd muzu : Zen je 2 : 1. (10; 11)

Makroskopicky jsou rozliSovany Ctyti zakladni typy — karcinom polypovity, misko-
vity, viedovity a difuzni. Polypovity ma vyklenuty kvétakovity tvar, miskovity se vyznacuje
valovitymi okraji a vkleslym sttedem, viedovity vzhledem pfipomina chronicky vied a di-

fazni prorusta celou sténou Zaludku. (11)

Histologicky se jedna o adenokarcinom a rozliSujeme dva zakladni typy — intestinalni
a difuzni. Varianta intestinalni ma papilarni nebo tubularni uspotadani, jako je tomu u dobie
diferencovanych nadorti. Varianta difuzni v podobé bunék proniké celou sténou Zaludku.

Buiky maji prstencity vzhled nebo tvoii drobné skupinky malych nadorovych bunék. (11)

Intestinalni typ vznika z prekurzorovych 1ézi a je spojen s chronickou gastritidou vy-
volanou H. pylori. Chronické infekce H. pylori zvysuje riziko vzniku karcinomu pétkrat az
Sestkrat. Zda se karcinom rozvine zavisi na pfitomnosti bakteridlnich proteinli a imunitni
odpovédi pacienta. DalSimi rizikovymi faktory vzniku karcinomu jsou velky pfijem nitrith
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a nitratl, které se mohou vyskytovat v uzenych, solenych a jinak konzervovanych rybach
nebo nekvalitni vodé, dale jsou to konzervacni ¢inidla, barviva, aflatoxin a rizné kancero-
geny vznikajici tepelnymi upravami. Také to mize byt ovlivnéno nedostatkem zeleniny a

jodu a samoziejmé genetickymi predispozicemi. (8; 10; 11)

Difuzni typ obvykle vznika de novo a nenavazuje na chronicky zanét. Tato varianta
se vyskytuje spise u nizsich vékovych skupin. Jeho progn6za neni dobra, protoze nevytvari

ohrani¢ené nadorové télisko, ale roste v celé zaludecni sténé. (11)

Karcinomy jesté muzeme rozdé€lit podle hloubky invaze na ¢asny a pokrocily karci-
nom. Casny nador postihuje pouze mukozu a submukézu a mize, ale nemusi metastazovat
do perigastrickych lymfatickych uzlin. Casto se §ifi do plochy a miize vytvaret loziska o
priméru az 10 centimetrti. Prognéza tohoto nadoru je pfizniva. Pokrocily karcinom pronika

az do vrstvy svalové a ma vétsi tendenci se Sifit. (11)

Karcinom nejdfive metastazuje do regionalnich lymfatickych uzlin a pozd¢ji do jater,
plic, kosti a po peritoneu. Klinicky vyznamna je metastaze v levé nadklickové uzlin€. U Zen
fertilniho véku miiZe metastazovat do ovarii, coZ nazyvame Krukenbergertiv nador. Ovaria
jsou vyrazné zvétiena a maji bramborovity vzhled. Casto se tento problém projevi diive a

pomiize odhalit karcinom zaludku. (11; 12)

Karcinom byva asymptomaticky a jedinym zptsobem, jak ho odhalit v brzké fazi, je
zjiSténi okultniho krvaceni, které je ptitomné od zacatku. DalSimi ptiznaky jsou ztrata chuti
k jidlu, pfevazné k masu, bolest bficha, paleni zZahy, nauzea a zvraceni, prijem nebo zacpa.

(8; 12)

2.3.2.2 MALT lymfom
Ptiblizné 40 % lymfomi vznika mimo lymfatické uzliny a Casto pravé v Zaludku, ty

se nazyvaji gastrointestinalni lymfomy. Vétsinou se jedna o lymfomy B — fady. (10)

Zatimco nékteré zalude¢ni lymfomy vznikaji de novo, vétsina (>80 %) z nich je spo-
jena s chronickou gastritidou a infekci H. pylori. Bunky téchto nadori obvykle pronikaji
mezi epitel zlazek, coZz oznacujeme jako epitelotropismus. Ten je pro MALT lymfomy cha-
rakteristicky. V lymfomech dochazi ke stimulaci B-bungk, ktera vede k proliferaci. Stimu-
lace B-lymfocyti je zpisobena ovliviiovanim T-bunék Helicobacterem. Vlivem proliferace

se v zaludku hromadi lymfoidni tkan. Pii nakupeni cytogenetickych odchylek v této tkani
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muze dochazet k transformaci v lymfom. V piipadé eradikace bakterii antibiotiky je az po-

lovina zaludeénich lymfomu regredovana. (10; 11)

Neékteré MALT lymfomy vznikaji na genetickém podkladé€. Vétsinou se jedna o Tri-
somii 3 nebo o translokaci t (11;18). Tato translokace spojuje gen API2 z chromozomu 11
s genem MLT z chromozomu 18. Proteiny kédovany timto genem inhibuji apoptdzu. (10;
11)

MALT lymfomy nejc¢astéji rostou lokaln¢ a dale do organismu se nesiti. Maji dobrou

prognozu. (11)

V zaludku se Castéji objevuji difuzni velkobunééné B-lymfomy. Vznikaji transfor-

maci nizce maligniho MALT lymfomu nebo de novo. (11)

2.3.2.3 Stromalni tumor
Gastrointestindlni stromalni tumory vznikaji z Cajalovych intersticidlnich bunék.

Tyto buiiky se nachazeji v gastrointestinalnim traktu a fidi peristaltiku. (10)

Histologicky jsou podobné leiomyomidm. Byvaji tvofeny protahlymi buiikami, ty
vzajemnym propletenim vytvafeni snopce. Nadory maji specialni fenotyp, kdy 95 % z nich
obsahuje bunky, které jsou pozitivni na CD117. Proto tyto nadory miizeme prokazovat imu-

nohistochemickym barvenim. (10; 11)

Mohou se vyskytovat jako samostatné nebo vicecetné tumory. Nador mize vy¢nivat

do lumen nebo vystupovat na ser6zni stran¢ zaludeéni stény. (10)
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3 HELICOBACTER PYLORI

Tento mikrob spada do rodu Helicobacter, ktery je specificky mikroaerofilnimi spi-
ralovitymi bakteriemi s uredzovou aktivitou. Z tohoto rodu byli u ¢lovéka popsany Heli-

cobacter heilmannii, Helicobacter fennelliae, Helicobacter cinaedi, ktery se hlavné vyskytuje

vvvvvv

Helicobacter pylori byl poprvé vykultivovan v roce 1983 mikrobiology Marshallem
a Warrenem z odebrané sliznice pacienta trpiciho chronickou gastritidou. Tim byla navrzena
hypotéza, ze infekce timto mikrobem ma spojitost s chronickou gastritidou. Pro potvrzeni
hypotézy testoval pan Marshall infekci na vlastnim téle. Pozdéji, v roce 2005, za tento objev
a objasnéni ulohy Helicobactera pylori u gastritidy a viedové choroby ziskali mikrobiolo-

gové Marshall a Warren Nobelovu cenu. (13; 14; 15)

Helicobacter pylori je Gramnegativni pohybliva bakterie velikosti az 3pum. Pohybu
je schopna diky svazku biciki, které se nachazeji na jednom pdélu buniky. Mikroby byvaji
spiralovitého nebo zaktiveného tvaru, v né€kterych ptipadech mohou mit tvar pismene X

nebo Y. (13; 14)

Obrazek 3 - Helicobacter pylori

Zdroj: https://www.hopkinsmedicine.org/health/conditions-and-diseases/helicobacter-
pylori

Genom H. pylori obsahuje 1,65 milionu part bazi a koduje ptiblizn¢ 1500 proteint.
Typicka je schopnost produkovat oxiddzu, kataldzu a hlavné uredzu. Diky vylu¢ovani uredzy
je bakterie chranéna proti uc¢inku HCI ptitomné v zaludku. Ureaza $t€pi mocovinu na amo-
niak a oxid uhli€ity. Vznikly amoniak neutralizuje HCI v zaludku. VyluCovéni ureazy je
jednim faktorem patogenity Helicobactera. DalSimi patogennimi faktory jsou cytotoxiny,

napiiklad VacA, které ni¢i buiky zaludeéni sliznice. (10; 13)
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Ptenosova forma bakterie je pravdépodobné kokoidni, ktera je vice odolna vici ze-
vnim vlivim. V zaludku je chranéna produkci uredzy a neutralizaci HCI, priinik vrstvou
hlenu zaludecni sliznice je usnadnén tvarem a pohybem bakterie. Pienos infekce je pravde-
podobné fekalné-oralni nebo piimo z st do ust. Patrné je touto bakterii infikovana az polo-

vina populace véetné déti. (13; 14)

Mikrob je patogenni jen pro Clovéka a je nejéastéjsi pti¢inou chronické gastritidy.
Nejméné u 95 % pacientli s viedem dvanactniku a 85 % pacientl s viedem zaludku je ptito-

men H. pylori. (13)

Terapie infekce H. pylori je nejcastéji antibiotickd. Dobfe citlivy je mikrob na beta-
laktamova antibiotika, ktera ov§em maji snizenou G¢innost kvuli kyselému pH zaludku. Nej-
vice pouzivana je kombinace antimikrobialnich latek amoxicilinu, metronidazolu a soli vi-

zmutu. Terapie obvykle trva dva tydny. (13; 14)
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4 LABORATORNI DIAGNOSTIKA HELICOBACTER PY-
LORI

Od doby, kdy byl objeven Helicobacter pylori a byla objasnéna jeho tloha v patoge-
nezi gastritidy, bylo vyvinuto n¢kolik diagnostickych metod, jak prokézat infekci zpisobe-

nou timto patogenem. (16)

Laboratorni testy miizeme rozdélit do dvou kategorii — invazivni a neinvazivni. Pfi
vysetieni invazivnim je potieba odebrat pacientovi bioptické vzorky zaludecni sliznice, které
ziskame pii endoskopickém vysetfeni. Mezi testy patii histologické vysetfeni, kultivace,
rychly uredzovy test a molekularni metody. Testy neinvazivni jsou pro pacienta Setrn&jsi,
protoze neni potieba vzorek zalude¢ni sliznice. Do neinvazivnich metod fadime sérologické

vySetieni, detekci antigenti H. pylori ve stolici a detekce metabolitii urey ve vydechovaném

vzduchu. (16)

Ani jeden z vyse uvedenych testd neni senzitivni ani specificky na sto procent, a
proto se infekce H. pylori musi stanovovat alespont dvéma metodami. Diagnostickym stan-
dardem zGstava kombinace kultivac¢niho a histologického vysetieni, ale konkrétni vybér me-
tod je zavisly na dané klinické situaci a pracovisti. UZivani antibiotik nebo 1€kt blokujicich
sekreci zalude¢ni kyseliny negativné ovliviiuji vytéznost vSech diagnostickych metod. (13;

16)

4.1 Neinvazivni metody

Tento druh testl se pouziva nejcastéji pii dvou nasledujicich situacich:

1) prukaz infekce u pacientti mladsich 45 let, ktefi trpi dyspepsii horniho typu a
jsou bez tzv. alarmujicich ptfiznakd (Obytek hmotnosti, anémie). Pti pozitiv-
nim nalezu nésleduje eradikace infekce. Tato strategie, kterd se nazyva test
and treat je v Ceské republice povazovana za nevhodny piistup, pokud je pro-

vadéna bez endoskopického vySetieni.

2) Ke zjisténi, zda eradikacni 1é¢ba byla Gispés$na, pokud neni indikovano endo-
skopické vysetieni. V Ceské republice jsou oviem levngjsi invazivni metody,
a proto se k ovéfeni eradikacni 1é¢by pouzivaji spise tyto metody nebo se

1é¢ba neovétuje viibec.
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Neinvazivni metody se také pouzivaji v pfipadech, kdy neni invazivni vySetieni

mozné, naptiklad t€hotenstvi a v epidemiologickych studiich.

Tyto testy jsou vyrazné ovlivnény lécbou. Lécba antibiotiky, bismutem a léky, které
inhibuji zalude¢ni sekreci Casto vede k faleSn¢ negativnim vysledkiim, protoze tlumi meta-
bolismus H. pylori, ktery je kliCovy pro testovani. Z tohoto diivodu by se 1é¢ba méla ptizpi-

sobit nebo v¢asné prerusit. (16)

4.1.1 Sérologické testy
Jedna se o vySetieni protilatek ze séra, slin, pfipadné stolice nebo moci. Tyto testy

neurci, zda se jedna o aktualni infekci nebo infekci, ktera probéhla v minulosti, z divodu

pietrvavani pozitivity i po nékolik let po uspésné 1é¢be. (13; 16)

Testy sérologické musi byt standardizovany pro dany region s danou populaci, pro-

toze u imunosuprimovanych, déti a starSich a vlivem rasy se méni senzitivita testi. (16)

Muzeme stanovovat protilatky ve tfidach IgG, IgA a IgM, ale nejcastéji se pouzivaji
protilatky tfidy IgG, protoZe stanoveni protilatek IgA je malo senzitivni a protilatky IgM se
nevyskytuji u v8ech pacientt infikovanych H. pylori. (16)

Nejpouzivangjsi metodou k detekci protilatek je metoda ELISA. Tato metoda je ve-
lice spolehliva a jeji senzitivita dosahuje 90—-100 %. DalSimi mén¢ vyuzivanymi metodami
jsou imunoblotting a vySetfovani protilatek ve slindch. VySetieni ze slin se Castéji uziva u
déti, protoze neni nutny odbér krve. Existuji také rychlé sérologické testy, ke kterym je po-
tteba pouha kapka krve. Tyto testy poskytuji pouze kvantitativni vysledky a maji niz$i sen-

zitivitu i specifitu proti metodé ELISA, proto se rutinné nepouzivaji. (16)

4.1.2 Dechovy test
Jedna se 0 neinvazivni test s nejvySsi senzitivitou a specifitou, ktery je primarni vol-

bou pfi prvotni diagnostice H. pylori, pokud neni indikovano gastroskopické vysSetieni. (16)

Dechovy test je velice ovlivnén uzivanim antibiotik, inhibitory Zalude¢ni sekrece a
bismutem, a proto se musi provadét minimalné ¢tyfi tydny po vysazeni léka. Pfi kontrole
uspéchu eradikacni 1écby se po ziskani negativniho vysledku radéji test zopakuje s vétSim

odstupem od ukonceni 1é€by, aby negativita byla opravdu jista. (16)

Principem dechového testu je rozklad mocoviny, podané peroralng, uredzou produ-

kovanou Helicobacterem. Uredza mocovinu rozklada na NHz a COz. V podavané mocoving
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je znageny izotop uhliku 3C nebo C, ktery pak detekujeme ve formé& CO2 ve vydechova-
ném vzduchu. Pro vyhodnoceni testu se méfi pomér zna¢ené¢ho a ptirodniho izotopu uhliku
ve vydechovaném vzduchu. Pomér se urcuje pied podanim urey a néasledné 30 minut po

podani. Test je povazovan za pozitivni, pokud je rozdil téchto hodnot vétsi nez 5 promile.

(16)

Analyzu vzorkii miizeme provadét metodou pomérové hmotnostni spektrometrie, u
které je potfeba jen nékolik mililitrd vzduchu. Dal§im zptisobem je detekce v infraterveném

spektru, které maji niz$i citlivost a je potifecba mnohem vétsi objem vzorku vzduchu. (16)

4.1.3 Priikaz antigenu H. pylori ve stolici
Tato metoda mé srovnatelné hodnoty senzitivity a specifity jako dechovy test, ale

nepouziva se tak ¢asto, protoze se v klinické praxi nepouziva tak dlouho. (16)

Prikaz se provadi metodou ELISA s pouzitim monoklonalnich nebo polyklonalnich
protilatek. Stolice se pfed provedenim testu miize skladovat maximalné tfi dny pfi teploté 2-

8 °C nebo bez omezeni pii teploté -20 °C. (16)

Prvni studie této metody prokazaly, Ze uzivani 1€kt blokujicich aktivitu H. pylori
také ovliviiuji vysledky testu a ten miize vychazet falesn¢ negativni. Proto by se vySetfeni

m¢élo provadét po Ctyfech az Sesti tydnech po vysazeni 1é¢by. (16)

4.2 Invazivni metody

VétSina invazivnich vySetfeni k prikazu H. pylori vyZaduje provedeni endoskopic-
kého vySetteni, protoze se provadi z odebranych vzork sliznice Zaludku. Existuji i invazivni
metody, které nevyzaduji endoskopii, je to naptiklad nazogastrickd intubace sondou, pii

které se aspiruje zalude¢ni $t'ava a vysetiuje se. (16)

Do skupiny invazivnich testl fadime histologické vySetfeni, kultivaci, rychly urea-

zovy test a v soucasnosti se rozviji pouziti metod molekularni diagnostiky. (16)

4.2.1 Histologické vySetieni
Histologické vysetfeni je hlavnim diagnostickym standardem pii diagnostice H. py-

lori. Dle doporuceni se pro vysetfeni odebiraji dva vzorky z antra a dva z téla zaludku. (13;
16)

Mikroorganismus nachdzime na povrchu epitelovych bunék ve tvaru spiral. Pro obar-

veni vzorki se dfive uzivalo barveni Warthin-Starry, které je zaloZeno na principu stiibfeni.
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V dnesni dobé se do poptedi dostalo modifikované barveni dle Giemsy, které ma senzitivitu
kolem 90 %. Dal$im moznym barvenim je barveni alcianovou Zluti s toluidinovou modfi,
které poskytuje podobné vysledky jako modifikované barveni dle Giemsy. Novou metodou
je barveni dle Genty, které kvalitn€ zobrazi 1 okolni tkan. Lepsich vysledka 1ze dosahnout

pouzitim imunohistochemie s monoklonalnimi protilatkami. (16)

Vyhodou pii pouziti histologického vySetteni je, ze se soucasn¢ miize zhodnotit ak-
tivita zanétu a odhali se ptipadné zmény sliznice zaludku. Pokud je v biopsiich zachycena
atrofie nebo intestindlni mataplazie, nebyva zde H. pylori pfitomen a je nutné opakovat odbér
nebo vyuzit neinvazivnich metod. Pacientim, ktefi maji patrnou atrofii zalude¢ni sliznice
makroskopicky, se doporucuje odebirat vzorky ze stfedu antra a podél velké kurvatury téla

zaludku, protoZze to jsou mista s nejvétsi pravdépodobnosti zachytu infekce. (16)

4.2.2 Rychly ureizovy test
Jelikoz jsou tyto testy velmi levné, spolehlivé a rychlé, jsou velice rozsifené. Prove-

deni testu a ziskani vysledku zabere pouze n€kolik minut, maximalné¢ hodin. Rychlejsi je
ziskani pozitivniho vysledku, ktery je hodnotitelny vétSinou do n€kolika minut, negativni

vysledek mizeme definitivné vydat az po uplynuti 24 hodin. (16)

Principem testu je zména zbarveni indikatoru, ktery reaguje na zménu pH. Ke zméné
pH dochézi plisobenim uredzy na mocovinu, kdy vznikd NHs a CO.. Zvyseni pH zplsobuje
amoniak. Indikator se pii zvySeném pH zbarvuje fialové nebo Cervené. K testu je potieba
dvou vzorki biopsie zaludku, jeden z antra a jeden z téla. Vzorky jsou umistény do malych
zkumavek nebo platicek s tekutym ¢i polotekutym médiem. V nékterych ptipadech miize

byt indikator aplikovan i pfimo na sliznici béhem endoskopického vysetteni. (16)

Senzitivita i specifita tohoto testu dosahuji 90 %, ovSem jsou sniZovany uzivanim

1é¢by proti H. pylori. (16)

Nekteré testy mohou osidleni Zaludku bakterii hodnotit 1 semikvantitativn€. Hojnost
osidleni se projevi na zbarveni indikatoru, které mize nabyvat barev od Zluté, ptes zelenou,

k modré az tmaveé modré. Senzitivita i specifita téchto testi je srovnatelna s klasickymi. (16)

4.2.3 Kultivace
Mikrobiologické vySetieni se k zdkladni diagnostice rutinné nevyuziva, protoze je

naro¢né a drahé. V klinické praxi se kultivace vyuziva jen k vySetfeni rezistence H. pylori
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na antibiotika. Rezistenci H. pylori vySetiujeme pouze u pacientd, u kterych selhala jedna

nebo dvé eradikacni 1é¢by. (16)

Aby kultivace byla uspésna, musi se dodrzet standardni postupy pro dopravu a zpra-
covani vzorkl. Nejcastéji se vzorky prepravuji ve Stuartoveé transportnim médiu, ve kterém
H. pylori pieziva az 24 hodin pfi teploté 4 °C. Kultivace probiha na riznych ptidach, hlavné
se pouziva Columbia agar. Nutné jsou mikroaerofilni podminky, pii kterych je v prostiedi

5 % Oz, 10 % CO2 a 85 % N.. (13; 16)

4.2.4 Metody molekularni biologie
Vyuziti téchto metod zatim nenaslo misto v rutinni klinické praxi, ale uplatiuji se

v zékladnim a klinickém vyzkumu. (16)

v

Metodou molekuldrni biologie, ktera je nejrozsitenéjsi, je polymerdzova fetézova re-
akce. Touto metodou mizeme H. pylori prokazat v biopsii Zaludku, v Zaludecni §t'ave, zub-
nim povlaku a stolici. Senzitivita metody je az 100 %, ale velice zavisi na vybéru primarni

sekvence nukleovych kyselin. (16)

Druhou metodou je in situ hybridizace, ktera je ale velice naro¢na. (16)
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PRAKTICKA CAST

5 CIL A UKOLY PRACE

5.1 Hlavni cil

Hlavnim cilem této prace je porovnat senzitivitu dvou zékladnich histochemickych barveni
k prikazu Helicobacter pylori. Jedna se o impregna¢ni metodu dle Warthin-Starryho a mo-

difikovaného barveni dle Giemsy.
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6 VYZKUMNE PROBLEMY/OTAZKY

1. Které barveni je senzitivnéjsi k prikazu Helicobacter pylori ve tkani sliznice

zaludku?

2. Které faktory ovliviiuji vysledek?
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7 CHARAKTERISTIKA SLEDOVANEHO SOUBORU

Archivni parafinové bloky tkané s histologicky potvrzenou diagnozou gastritidy zpt-

sobenou mikroorganismem Helicobacter pylori v po¢tu 35 vzorkd.
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8 METODIKA PRACE

8.1 Prikrajovani materidlu
Po odbéru vzorku, jeho fixovani ve fixacni tekutin€ a doru¢eni do laboratote, dochazi
k jeho ptikrajovani. Piikrajovanim jsou z materialu vybrany dilezité ¢asti nebo je vzorek

rozdélen na ¢asti mensi. Po ptikrojeni jsou vzorky vlozeny do biokazet pro dalsi zpracovani.

Ptikrajovani vzorki probiha na ptikrajovacim stanovisti. Musi zde byt pfitomen pii-
krajovaci sttl a odtah, diky kterému nepronikaji pary formaldehydu do mistnosti. Stil je
vybaven umyvadlem, vylevkou a diktafonem, ptipadné i fotoaparatem, pro provedeni popisu

materialu 1ékafem.

Material, ktery po ptikrojeni zbude, je ukladan do kovovych skiini s odtahem, aby
mohl byt piipadné jesté pouzit.

8.2 Odvodnéni a prosyceni materialu

Abychom vzorek v biokazeté mohli prosytit parafinem, musime ho nejdfive zbavit
vody. Principem odvodnéni je nahrazovani vody ve vzorku pomoci vzestupné fady alkohola.
Pied ponotenim do alkoholu je material naloZen ve 4% pufrovaném formolu. Nésledné je
vkladan do lazni 70%, 80% a dvou lazni 96% ethanolu. Postupné zvySovani koncentrace
alkoholu je nutné pro postupné vytésinovani vody ze tkani. Pti pouziti pouze vysoce koncer-

tovaného ethanolu by mohlo dojit ke smr§téni a ztuhnuti tkéni.

Po odvodnéni tkani je nutné zbavit je ethanolu, protoze v ném je parafin nerozpustny.
Odstranéni ethanolu probiha v lazni acetonu. Nasleduji dvé 1azn€ xylenu, ktery je latkou

rozpoustéjici parafin.

Pokud je tkan prosycena xylenem, mizeme ji prosytit parafinem. To probiha ve dvou
az tiech laznich parafinu, ktery je rozpustény pfi teploté 56 az 58°C. Tim se tkan plné prosyti

a dojde Kk jejimu zakonzervovani.

Ve vétsing histologickych laboratofi vSechny tyto kroky probihaji v pfistroji zvaném
autotechnikon. V ném jsou biokazety se vzorky umistény v kovovych kosich, které jsou za-
veéSeny nad zésobniky tekutin. Vzorky vétsi, které potiebuji delsi ¢as na prosyceni, jsou pie-
souvany mezi tekutinami v intervalu dvou hodin, vzorky mensi jsou piesouvany po hoding.
V pfistroji je po celou dobu procesu navozeno vakuum. Vzorky jsou pfistrojem piipraveny

na dals$i zpracovani za 12—24 hodin.
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8.3 Zalévani do parafinu

Zalévani probiha na specidlnim pfistroji, ktery se nazyva zalévadlo. Do formicky se

pomoci pfistroje nalije rozehfaty parafin a nasledné se do n¢j vlozi vzorek tkané. Zalévaci

piistroj ma Cast, ktera je zahfivana. Na této ¢asti mohou byt vzorky v parafinu upravovany,

protoze teplo udrzuje parafin tekuty. Dalsi Casti pfistroje je chladici deska, na kterou jsou

formicky se vzorky ptesunuty, aby doslo k zatuhnuti tkané¢ do parafinu. Poté na formicku

nasadime ptivodni kazetku, ktera je oznacena Cislem a pfilijeme dal$i parafin, aby kazetka

byla naplnéna po okraj. NapInénou formic¢ku piesuneme na chladici desku a nechame zatuh-

nout parafin. Nakonec vyjmeme zatuhly blo¢ek z formicky, ocistime ho od nadbyte¢ného

parafinu a uchovame ho na mrazicich podlozkach nebo v mrazéaku, nez bude dale zpracovan.

8.4 Krajeni blocki se vzorky

Abychom mohli tkané¢ prohlizet v mikro-
skopu, musi byt nakrajeny na tenké fezy. Ke krajeni
vyuzivame mikrotom. Tento piistroj miZe nakrajet
blocek i na fezy tenké n¢kolik tisicin milimetru. Pro
béznou praxi se kraji fezy silné 2—4 um. Pro rtizna
specidlni barveni mohou byt krajeny fezy silngjsi

nebo slabsi.

V soucasnosti mame dva druhy mikrotomil.
Sankovy mikrotom, u kterého je pohybliva ¢ast se
ziletkou a bloc¢ek je pevné ukotven. Druhym typem
je mikrotom rota¢ni, kde je nliz stabilni a pohybuje

se blocek uchyceny svorkou.

Pii krajeni musi byt blocky vychlazené,
K udrzeni jejich nizké teploty se pouzivaji chladici

desky nebo kusy suchého ledu.

8.5 Napinani Fezii na podlozni skla
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Pro napinani fezii na podlozni mikroskopickd skla pouzivame studenou a teplou

vodu. Po ukrojeni jsou fezy nejdiive umistény do velké Petriho misky se studenou vodou.

Diky studené vodé mizeme fezy odd€lovat, rovnat a vypinat, k tomu pouzivame preparacni
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jehly. KdyZ mame fezy upravené, piesuneme je do vody o teploté 47—49°C. Rezy se na hla-
ding teplé vody pln€ napnou a narovnaji. Nasledné je mizeme uchytit na podlozni skla, u

¢ehoz si opét poméhame preparac¢nimi jehlami.

Ve velkych rutinnich provozech, kde jsou denné stovky vzorkl ke zpracovani, se
proces urychluje napindnim fezl rovnou v teplé vodé. V provozech menSich se pouziva stu-

dend a nasledné tepla voda.

8.6 Barveni preparati
Pfed barvenim musime preparaty zbavit parafinu, protoze vétSina barviv jsou vodné
roztoky. Odparafinovani za¢iname nékolika 1aznémi xylenu. Nasleduje sestupna fada etha-

nold — dvé 1azné 96% ethanolu a dale po jedné lazni 80% a 70% ethanolu.

8.6.1 Barveni dle Giemsy
Roztok Giemsy se sklada z n€kolika barev, kterymi jsou methylenova modf, eozin a

azur B. Pfi barveni dochazi k absorpci barviva organickymi strukturami.

Giemsuv roztok je do
laboratoti dodavan jiz pftipra-
veny. Roztok nalijeme do ky-
vety a ponofime do néj skla s
odparafinovanymi preparaty
na dobu 40 minut. Po uplynuti

této doby skla oplachujeme

V destilované vodé, dokud se

nezbavime veskerych zbytkl

) o Obrazek 5 - Kyvety Giemsovo barveni
barviva. Oplach provadime ve

i , . Zdroj: viastni
vice kyvetach. Takto obarvené !/

preparaty musime diferencovat v deionizované vod¢ s n€kolika kapkami ledové kyseliny oc-
tové. Diferenciaci dochazi k rozliSeni bunéénych struktur. Poté znovu oplachujeme destilo-
vanou vodou. Findlnim krokem je ponofeni preparatti do 1azn¢ 70% alkoholu a nasledné

80% alkoholu, ¢imZ se zahaji proces odvodnéni.

Preparaty obarvené¢ Giemsovym roztokem maji jddra bun€k zbarvena syté modie az
fialove, ostatni struktury jsou svétle modré. Pii pouziti k diagnostice Helicobacter pylori, se

tato bakterie zvyrazni modrou barvou.
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8.6.2 Impregnac¢ni metoda Warthin-Starry
Tato metoda vyuziva stfibfeni, pfi kterém dochazi k redukei stfibra na jeho elemen-

tarni podobu. Reduketi sttibra dochazi ke zvyraznéni pozadovanych struktur ¢ernou barvou.

Pro tuto metodu si musime pfipravit nékolik roztokl. Prvnim je kysela voda, kterou
ziskdme smichanim 2400 mililitrG s 1,6 mililitry 1% roztoku kyseliny citronové. Kyselou
vodu potiebujeme pro ptipravu vSech dalSich roztokl. Jednim je 2% roztok dusi¢nanu stii-
brného. Ten ptipravime smichdnim 1 gramu dusi¢nanu stiibrného s 50 mililitry kyselé vody.
Déle potfebujeme roztok hydrochinonu, na ktery pouzijeme 0,15 gramu hydrochinonu a 100
mililitrd kyselé vody. DalSim roztokem je roztok zelatiny. Ten ziskdme smichanim 3,75
gramu zelatiny a 75 mililitrii kyselé vody. Poslednim roztokem je vyvojka, pro kterou pou-

zijeme vSechny jiz pfipra-

vené roztoky. Pfed pouzi-
tim na vyvojku musi byt
vSechny roztoky ohtéaté na
56°C. Pro roztok vyvojky
smichame 30 mililitrd 2%

roztoku dusi¢nanu stfibr-

ného, 40,5 mililitrt roztoku

hydrochinonu a 75 mililitr

Obrazek 6 - Priprava roztokii Warthin-Starry

roztoku Zzelatiny. Vyvojku
piipravujeme az t&sné pred Zdroj: viasti

pouzitim.

Samotné barveni za¢ind naloZenim preparati do kyselé vody na dobu 5 minut. Poté
se sklicka ponofi do 2% roztoku dusi¢nanu stiibrného, ktery musi byt ohtaty na 56°C. Im-
pregnace probihd v termostatu, aby se udrzela teplota roztoku, 45 minut. Po uplynuti doby
impregnace se sklicka musi dvakrat az tfikrat proplachnou v teplé vode a nasledné prelit
vyvojkou. Vyvojku nechdvame ptisobit 2 az 4 minuty. Poslednim krokem je opét proplach

v teplé vode, nejlépe o 50°C. Proplach provedeme dvakrat az tiikrat.

Vysledkem této metody jsou hnédé€ zbarvena jadra bunck, Zluta cytoplazma bunck a

V naSem piipadé¢ ¢erné€ zvyraznén Helicobacter pylori.
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8.7 Odvodnéni a montovani preparati
Obarvené fezy musime nejdfive odvodnit, abychom je mohli uzavtit mezi podloZni
a kryci sklicka. Odvodnéni probiha vzestupnou fadou alkoholti, 1azni acetonu a dvéma laz-

némi xylenu.

Po odvodnéni miizeme preparaty montovat mezi podlozni a kryci sklicko. Pro uza-
virani pouzivame montovaci médium. Toto médium musi byt dokonale prihlednd latka,
kterd ma vysoky index lomu svétla a neposkodi zbarveni tkan€. V naSem ptipadé byl mon-

tovacim médiem Pertex, ktery je rozpustny v xylenu.
V nékterych laboratotfich maji dostupny montovaci piistroj, ktery uzavira preparaty.

8.8 Hodnoceni ve svételném mikroskopu
Poslednim krokem je hodnoceni vzorkd, které je provadéno pomoci svételného mi-

kroskopu. Hodnoceni provadi specializovany 1ékafr.

Svételny mikroskop vyuziva viditelné
svétlo. Mikroskop je sloZen ze stativu mikroskopu,
ve kterém je zasazen zdroj svétla s kondenzorem.
Ve vétsiné mikroskopt je jako zdroj svétla vyuzi-
vana klasicka nebo halogenova zarovka. Dalsi ¢asti
je tubus s revolverovym méni¢em objektivi a drzak
osvétlovaci soustavy. Na vybér mame z nékolika
objektivil, nejvétsi ma stondsobné zvétSeni. Dalsi
¢asti jsou okulary, které maji desetinasobné zvét-

Seni.

Nejvetsi zvétSeni je tisicindsobné, u kterého

musime pouZit imerzni olej, abychom sjednotili in-

dexy lomu svétla. RozliSovaci schopnost svétel-

Obrazek 7 - Pozorovani v mikroskopu

ného mikroskopu je ptiblizné 0,25 um. Zdroj: viastni
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9 ANALYZA A INTERPRETACE VYSLEDKU

Vzorky byly hodnoceny ve svételném mikroskopu. Kazdy vzorek byl prohlizen tfemi
hodnotiteli — mnou, dalsi studentkou a vedoucim prace. Nasim ukolem bylo vybrat si v kaz-
dém vzorku tii zalude¢ni Zlazky, které jsou nejvice osidleny bakterii Helicobacter pylori a
nasledné¢ jednotlivé bakterie spocitat. Tyto data budou dale zpracovavéana pro zhodnoceni

rozdilu mezi jednotlivymi barvenimi.
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Obrazek 8 - Vysledek barveni Giemsa

Zdroj: viastni

Na obrazku mizeme vidét bakterie Helicobacter pylori ve zlazkach zaludku. Bakte-

rie jsou obarveny svétle modrou barvou, a proto nejsou snadno rozliSitelné.
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Obrazek 9 — Vysledek barveni Warthin-Starry

Zdroj: viastni

Na obrazku jsou viditelné bakterie Helicobacter pylori, které osidluji zalude¢ni

zlazky. Bakterie jsou zbarveny sytou hnédou az cernou barvou.
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9.2 Hodnoceni preparati

Tabulka obsahuje pocty bakterii ve zlazkach.

Tabulka 1 - Pocty bakterii Helicobater pylori

hodnotitel: |Brumovska hodnotitel: [Lomozova hodnotitel: |Ondic

vzorek (-Z)| Giemsa |Warthin-Starry| Giemsa [Warthin-Starry| Giemsa |Warthin-Starry
1|740/20-1 27 108 74 184 52 150
2 |740/20-2 11 60 31 109 21 100
31651/20-1 20 38 22 135 21 25
4 11651/20-2 16 135 14 67 10 87
512150/20 3 47 36 152 10 120
6 [2706/20-1 0 0 0 0 0 0
7 12706/20-2 0 0 0 0 0 0
8 {2706/20-3 6 19 0 0 0 0
9 (3139/20-1 0 0 0 0 0 0
10(3139/20-2 104 82 74 111 90 51
11|3142/20-1 0 0 0 0 0 0
12|3142/20-2 0 30 0 2 0 0
13|3142/20-3 2 9 12 4 5 0
14(3142/20-4 16 27 34 38 15 31
15|3345/20 27 30 17 34 25 34
16|3695/20-1 71 79 34 162 58 130
17(3695/20-2 79 82 146 171 102 166
18|4286/20 40 136 83 263 62 174
19|5496/20 44 73 53 115 47 94
20|5675/21 81 63 76 120 80 120
21(6779/20 6 14 11 26 7 24
22|6868/21-1 12 21 27 59 19 48
23(6868/21-2 18 27 12 21 15 26
24(6868/21-3 9 14 8 21 5 18
25(8903/20 14 113 77 107 3 31
26(10714/20 77 104 116 158 85 147
27(11701/21-1 13 85 17 63 15 80
28(11701/21-2 18 45 15 52 15 50
29(11989/20 2 6 16 47 0 2
30|13750/20-1 220 229 171 310 20 270
31|13750/20-2 28 93 104 246 14 100
32(13864/20 20 85 28 127 20 86
33(14353/20 56 107 44 130 0 0
34|14532/20-1 0 0 0 0 25 52
35(14532/20-2 14 37 56 71 50 109
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9.3 Analyza vzorku

Analyza vzorki byla provedena pomoci Studentova t-testu. Studentiv t-test je me-
toda matematické statistiky. Existuji dva druhy t-testu — jednovybérovy a dvouvybérovy.
Jednovybérovy t-test porovnava zakladni soubor, u kterého zname stiedni hodnotu a vybé-

rovy soubor. U dvouvybérového t-testu porovnavame dva soubory vybérové. (17)

V nasem piipad¢ jsme vyuzili dvouvybérovy t-test. Pomoci tohoto druhu t-testu ma-
zeme uréit, jak vyznamny je rozdil mezi skupinami dat. K tomu vyuziva t-statistiku a porov-
nava ji s t-distribuci. V kone¢ném vysledku t-test urci, zda jsou rozdily souborii dat statis-
ticky vyznamné. Dvouvybérovy Studentiv t-test je vhodny pouze pro porovnavani dvou

skupin dat. (18; 19)

Pro hodnoceni se pouziva vypocet t-skore, které je pomérem mezi rozdily dvou hod-

nocenych skupin dat. Nejobecnéj$im vzorcem pro vypocet t-skore se skladd ze dvou praméra

M1-M2 x, ., . .
TR Cim vétsi je t, tim

(M1 a M2) a celkové standartni chyby (SE) dvou vzorkt: t =
vétsi je rozdilnost mezi soubory. (18; 19)

Pro vypocet t-skore existuji kalkulacky dostupné na rtiznych webovych strankéch.
Dle propracovanosti kalkulacky ziskdme hodnoceni testu. N&kterd zpracovani nam poskyt-

nou jen vypoctené t-skore, néktera lepsi poskytuji hodnoty smérodatné odchylky, chyby mé-

feni, pramért obou sad dat a t-skore.
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9.3.1 Hodnotitel 1

Tabulka 2 - Vysledky t-testu |

t-test Brumovska

Giemsa Warthin-Starry
M 30,11 57,09
SD 43,09 51,19
SE 11,310
t 2,3847

Dle vysledku Studentova t-testu je rozdil mezi soubory statisticky vyznamny. Hod-
nota t urcuje, ze jeden soubor dat je 2,3847krat rozdiln€jsi nez druhy soubor. Tento vysledek

byl o¢ekavany, data jsou na prvni pohled rozdilna, coz dokazuje i graf.

srovnani Giemsa/Warthin-Starry (1)
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9.3.2 Hodnotitel 2

Tabulka 3 - Vysledky t-testu 1l

t-test Lomozova

Giemsa Warthin-Starry
M 40,23 88,71
SD 43,35 81,95
SE 15,671
t 3,0940

Vysledky t-testu opét vyhodnotily rozdil mezi soubory dat jako statisticky vy-
znamny. Odliseni jednoho souboru od druhého je 3,0940krat. Tento vysledek byl o¢ekavany,
je prokazatelny i z grafu.

srovnani Giemsa/Warthin-Starry (2)
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9.3.3 Hodnotitel 3

Tabulka 4 - Vysledky t-testu 11l

t-test Ondic

Giemsa Warthin-Starry
M 25,46 66,43
SD 29,09 64,98
SE 12,034
t 3,4046

Rozdil mezi priméry souborli je opét statisticky vyznamny. Soubory se lisi

3,4046krat. O takovém vysledku opét hovoii graf, ze kterého je viditelna rozdilnost dat.

srovnani Giemsa/Warthin-Starry (3)
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DISKUZE

Dle analyzy a hodnoceni vzorkl je pro prikaz infekce Helicobacter pylori senzitiv-
néjsi histologicka metoda impregnace Warthin-Starry. Tato metoda je senzitivngjsi proto, ze
1épe zvyrazni jednotlivé bakterie. Diky tmavému zvyraznéni bakterii se infekce snadnéji
prokazuje a bakterie se snadnéji pocitaji. Hodnotitel identifikuje vice bakterii. Tim se zvy-

Suje senzitivita metody.

Specifitu maji obé metody podobnou. U obou metod dochézi k obarveni bakterii He-
licobacter pylori, a proto miizeme ptitomnost bakterie prokazat. Jednotliva barveni se lisi

pouze barvou, kterou jsou obarveny bakterie.

Ve vétsing piipadii bylo nalezeno vice bakterii u stfibfici metody Warhin-Starry. V
par ptipadech bylo nalezeno vice bakterii u metody barveni dle Giesmy. Tyto vyjimky
mohly byt zpiisobeny zkrajovanim tkanového bloku, kdy bylo vice prokazatelnych bakterii

ve vrstvé blocku, ktera byla pouzita pro metodu dle Giemsy.

U jednotlivych hodnotitelt se lisi konkrétni pocty nalezenych bakterii. Tato variabi-
lita je zndma z hodnoceni mnoha jinych barveni, ¢i histologickych parametrii. Z toho dtivodu
vzorky hodnotily 3 hodnotitelé nezavisle. K uréeni vyznamnosti rozdili v poétech bakterii
nalezenych s pouzitim dvou riiznych barveni byla pouzita objektivni statisticka metoda Stu-

dentlv t-test a to samostatn¢ pro kazdého hodnotitele.

Z provozniho hlediska u histochemickych metod je potfeba hodnotit i snadnost jejich
provedeni, ¢asovou naro¢nost a moznost automatizace. V téchto ohledech je vhodné;jsi me-
toda barevni dle Giemsy. Roztok pro barveni je vyrabén ve firméach a hotovy dodavan do
laboratoii. Casové tato metoda ndroéna neni, barveni spole¢né s oplachem a diferenciaci za-

bere piiblizné hodinu. Automatizace by pravdépodobné byla moZna v barvicim stroji.

V soucasnosti se pro pritkaz Helicobacter pylori pouzivaji i imunohistochemické me-
tody zalozené na reakci antigen — protilatka. O srovnani imunohistochemickych metod a
impregna¢ni metody Warthin-Starry byla vypracovana bakalaiska prace na Masarykové uni-
verzité. V této bylo zhodnoceno, ze tyto metody maji vyssi senzitivitu i specifitu. Déle je
mozné je standardizovat, automatizovat a jsou dostupné elektronické kontroly postupu. Je-

dinou nevyhodou imunohistochemickych metod je jejich finan¢ni naro¢nost.
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ZAVER

Cilem této bakalafské prace bylo zejména porovnat senzitivitu dvou histologickych
barveni pro prikaz bakterie Helicobacter pylori ve sliznici zaludku pocitdnim piitomnych
bakterii v terénu chronické gastritidy. Jednalo se o barveni dle Giemsy a impregnacni me-

todu Warthin-Starry.

V teoretické ¢asti byl popsan zaludek z hlediska anatomie, histologie a fyziologie,
onemocnéni zaludku. Dale zde byl vénovan prostor popisu bakteric Helicobacter pylori a

jeji laboratorni diagnostice.

Praktickd cast byla zaméfena na porovnani dvou histologickych barveni. Byla
popsana metodika prace od zpracovani vzorkl az po jejich barveni a montovani. Byl popsan
princip Studentova t-testu, kterym byla zpracovana data. Vysledky porovnani metod byly
zpracovany do tabulek a podlozeny grafy.

Bylo zjisténo, ze hodnotitel mikroskopicky identifikuje statisticky vyznamné vyssi
pocet mikroorganismi H. pylori, pokud je biopticky vzorek zalude¢ni sliznice obarven me-
todou Warthin-Starry ve srovnani s barvenim dle Giemsy. Prace tak jednoznacné prokazuje
vys$i senzitivitu impregnaéni metody Warthin-Starry pro prukaz infekce Helicobacter py-

lori.
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PRIV VENSE 0
Crmeovo Barvwnl stwrmainkeh punkes

2
:
!
:

Pracovni postup thusceny PPZSUP 0605

Giemsovo barveni sterndlnich punkci

Usnnost 0d. 28 1. 2022 Revis 12 23 2 roky
Schadittal seube: Prof. MUGr. Onafej Daum, | o Prol. MUDr. Ondle) Daum,

Pommoonmmmpommmmmm o
Jedng o nefizeny dokument. -

-}

Prihaz hrevnicn clementd v hoatv e v Sarfimov et Magech

Bostup,

1. ooparafinovat

2 oplach v OSCNToVANe vood

3. barvt roztokem Gemsy 40 mn

4. oplach v delonizovand vodé

6. dferenooval ve 400m! desanzovane vody + § apes kyselny oclove 00 riboveha zbarven)
6 oplachnout denirovanou vodoy

7. 0fvoank, projasnd
& montovet

Body &1+ 4 lzo provést v barviskm sutomatu, die phslubného programu,

Yysiodet barvenl
Jadrs modrd, cytcplaama Glovl, gramuls eosmofinich granuicytl Servend. granuta mastocytd tmavé

Pracown| roztok Glemay:
40 m zakadnibo rozioky Geamsy + JO0 mi deonzovand vody

Zakiaon! roztok Giamey
Poulivme hotovy rozick od frmy Merck

oy
wuawmn Jrow poule ormetsltar 3 sl jo bontTis pud skroshopem, nebet Darvew batoe

1

O Spranm veum—e 2w nabdanm factre M raLm
pe_ e mrzon 1

Shane | et

Zdroj: viastni




Piiloha B — Pracovni postup SUP FN Plzeii — Warthin-Starry

Impregnaéni metoda Warthin-Starry
[ Otinnost od: | 7 9 2020 Revize: 1x 23 2 roky
Kontaktni osoba: Onalef Dawm, Prot
D Garant: PRD.
Rozsah pdscbnosti- SUP FN PrenZoravoss Bhorems 3 isdorsormy asaters
Po vytibtéal je dokument platny jen po otnatent razitkem i -
Jinak 56 jodna o netizeny dokument. sprévee dokumentd ,Kople platna do
el
Prikas Melcotacter pyton v parsfinevych feaech
Postha
1. ooparafinovat
2. nalodit do rozioku Kysedny clranové ne § misgt
3. Impregnavat ve 2% rozioku AQNO» ph S6°C (termostat) 45 minut
: zmmm“
viveikou na 24 minuty. mutnd kontrols
£ prit v horks ook o
7. o8vOanE, projasntt
& monmovat

Bod ¢ 1 a7 lze provést v barvieim automety.

emtacr e dotams

downzovend voda, . ... 2400 mi
1% roxiok kyseliny otronove, .. 1.8 mi
I roston AgNO,

AgNO, i) 19
L L . 80 me
FOZION My OCINGONY

hygrochiven . ... 016¢g
kyseld vodR. ... 100 mi { uchovdivet v ledmici )
ook delatiny”

Islawa o 1259
50 L T IR— ]
vyvolka

2% roztok AgNOx.................\Omi
roztok hydrochinonu. .. ... 13,5 mi

| neplipravovat ptedem !

whachny rodlohy se day pledenst do termosian; (96°C)

mnamawvﬂh-pn“oup--nim nebof barven) kabv

L) L L S—
Ouinil

r::.ww 7

el

“t;u-numo I '-m‘()‘ﬂu. 1 Fom MO Fay Musesdnan ]

D20 0m

4

Zdroj: viastni



