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Souhrn:

Tato bakalatska prace se zabyva kvantitativni shodou po¢tu mikroorganisma Helicobacter
pylori mezi hodnoticimi v biopsiich sliznice Zaludku obarvenymi metodami Warthin-
Starry a Giemsa. Pearsontv korela¢ni koeficient dokazuje vétsi shodu u vzorkt barvenych
metodou Warthin-Starry. Wilcoxoniv test ukazal, Ze diky této stfibfici metodé je mozné

identifikovat mnohem vétsi mnozstvi bakterii H. pylori, nez barvenim dle Giemsa.
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Piredmluva

Bakalatska prace na t¢éma Hodnoceni shody mezi hodnotiteli pfi histologické kvan-
tifikaci nalezu mikroorganismu Helicobacter pylori v biopsii sliznice zaludku méla za ucel
poukazat a potvrdit lepsi shodu mezi hodnotiteli pii pouziti barveni stiibfenim, které je sice

nakladnéjsi, ale zaroven lepsi pro piesnéjsi diagnostiku infekce.
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UVOD

Tato bakalarska prace je zaméfena na urceni shody mezi hodnotiteli pii pocitani
bakterie Helicobacter pylori v biopsii sliznice Zaludku. Shoda byla hodnocena statisticky u
ttech hodnotitelti, ktefi klasifikovali kvantitativné vzorky barvené metodami Warthin-

Starry a Giemsa.

Histologické vySetieni infekce Helicobacter pylori je zlatym standardem pii diagnostice
tohoto mikroorganismu. Lze diky nému zhodnotit aktivitu zanétu, miru vyskytu eventual-
nich zmén (atrofie a metaplazie) a Cetnost spiralnich bakterii H. pylori. V zakladnim bar-
veni hematoxylin-eosin jsou patrné zmény na sliznici ¢i zanét, mikroorganismy jsou vSak
Spatné viditelné. Proto se vyuzivaji specificka barveni, v ptipadé této prace Warthin-Starry
a Giemsa. Cilem prace bylo za pomoci statistickych metod zhodnotit miru shody mezi
hodnotiteli u té€chto dvou barveni a zjistit, u kterého barveni je shoda pfi kvantitativni kva-

lifikaci lepsi.

Bakalarska prace obsahuje teoretickou a praktickou ¢ast. Teoreticka ¢ast je délena na kapi-
tolu s vSeobecnym piehledem o zaludku (stavba, cévni zasobeni, inervace, funkce, patolo-
gie) a kapitolu zaméfenou na bakterii Helicobacter pylori (charakteristika bakterie, epide-
miologie, patogeneze, nemoci zaludku spojené s H. pylori, diagnostika a 1é¢ba). Prakticka
¢ast zahrnuje vytyceni cilli a vyzkumnych otazek, charakteristiku materialu, metodiku pra-
ce (vyroba parafinovych blockt, krajeni, barveni vzorkl, prace se svételnym mikrosko-

pem, statistické¢ vyhodnoceni), vysledky a diskuzi.
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TEORETICKA CAST

1 ZALUDEK

Zaludek (latinsky Ventriculus, fecky Gaster) je roztahla &ast travici trubice, ktera
navazuje na jicen v misté¢ zvaném ceslo. Najdeme ho pod levou brani¢ni klenbou v btisni
duting. Jeho tvar je dosti proménlivy, zalezi na kvantité potravy a pozici téla. Jeho dlouha
¢ast veétSinou mefi okolo 21-25 cm a jeho objem je okolo 1,5 litru. Tvarove se zaludek po-

doba pismenu J. (1; 2; 3)

1.1 Poloha zaludku

Zaludek se nachazi prevazné v levé &asti bfisni dutiny, pokud je naplnén, saha jeho
velké zakfiveni az k pupku (t¢la obratli L4—L5). Kardie je uloZena vlevo u patefe ve vysi
tél obratlit Th10-Th12. Pokud je té€lo ve vzpiimené poloze, je fundus zaludku prakticky ve
vzptimené poloze. Misto pyloru je zna¢né proménlivéjsi, ve stoje ho najdeme 1-4 cm
vpravo od patete ve vysi tél obratli L1-L4 podle naplnénosti Zaludku. Plny zaludek je ve

styku s dolni rovinou levého jaterniho laloku a levé brani¢ni klenbu, a jeho zadni sténa je

Vv blizkosti levé ledviny levé nadledviny, pfedni plochy slinivky bfisni a sleziny. (1; 2)

1.2 Stavba zaludku

Zaludek 1ze rozdélit na nékolik funkénich a tvarovych tseki. Ceslo (kardie), je tiz-
ké svalové misto Siroké 1,5-3 cm piedstavujici napojeni jicnu na zaludek. Vratnik (pylo-
rus) je zuzena oblast zaludku, pokracujici do dvanactniku. Malé zak¥iveni (curvatura mi-
nor), tahnouci se od ¢esla k vratniku na pravém, mensim, konkadvnim okraji zaludku obra-
ceném nahoru a doprava. Velké zak¥iveni (curvatura major), nachazi se na levém okraji
zaludku, obracené konvexitou dolii. Dno Zaludku (fundus gastricus/ventrculi) je jeho hor-
ni a nejSirsi ¢ast s polokulovitym tvarem umisténé vlevo od Cesla. Jeho okraj je v blizkosti
branice. Télo Zaludku (corpus gastricum/ventriculi) je nejvétsi partii zaludku nachéazejici
se v jeho centru. Pyloricky oddil zaludku (pars pylorica) je koncova, mirn¢ vzestupna

¢ast. Jejim pokraovanim je dvanactnik. (1; 2; 4)
Kazda ze tfi zékladnich partii Zaludku ma dal§i morfologické jednotky:

o Na fundus gastricus rozlisujeme ¢ast ¢eslovou (pars cardiaca), vlastni vyusténi jic-

nu (ostium cardiacum) a ryha mezi ustim jicnu a dnem zaludku (incisura cardiaca).
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o Na corpus gastricum rozliSujeme vnitini ¢ast téla zaludku (canalis gastricus)
a §térbinu mezi télem a vratnikem zaludku, ze strany malého zakfiveni (incisura

angularis).

o Na pars pylorica rozlisujeme vchod vratniku (antrum pyloricum), dale jeho nava-
zujici oddil dlouhy 2-3 cm (canalis pyloricus), vlastni vyusténi zaludku do dva-

nactniku (ostium pyloricum). (1)

Obrazek 1: Stavba Zaludku

1 — oesophagus 9 — incisura angularis
2 — pars cardiaca 10 — sulcus intermedius
3 — fundus gastricus 11 — pylorus

4 — corpus gastricus 12 — curvatura minor

5 —antrum pyloricum 13 — curvatura major

6 — canalis pyloricus 14 —incisura major

7 — pars superior duodeni 15 — ostium cardiacum
8 — incisura cardiaca 16 — ostium pyloricum

Zdroj: (1)

1.2.1 Zavésy zaludku
Na malé zakfiveni je pfipojena mala predstéra (omentum minus), je to dvouvrstva

peritonedlni vrstva, ktera vede od malého zaktiveni zaludku k viscerdlnimu povrchu jater.

U malé kurvatury se dva listy omentum minus vétvi na ptedni list kryjici pfedni sténu za-
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ludku a zadni list potahujici zadni sténu. Po setkdni dvou listl u velké kurvatury se tvori
velka predstéra (omentum majus), ta visi smérem dold od velkého zakiiveni. Piedstéry spo-

juji zaludek s okolim a piichazeji v nich k zakiivenim cévy. (1; 3)

1.3 Stavba stén zaludku

Sténa zaludku ma elementarnimi znaky obecné struktury travici trubice, je ale také
prvnim oddilem, ktery je anatomicky a funkéné uzpisoben kromé mechanické upravy po-
travy 1 t€ chemické. Aby se zvétsil povrch zaludeéni sliznice, vnitini strana zaludku je tvo-
fena z podélnych tas tzv. rugae, které umoznuji rozsireni zaludku pii poziti potravy. Sténa
zaludku se sklada ze ¢ty riznych tkanovych vrstev; sliznice, podslizni¢ni vazivo, svalovi-

na a serosni povlak zaludku. (4; 5; 2)

1.3.1 Sliznice zaludku
Sliznice zaludku ma oranzové Cervenou barvu a je tvofena povrchovym jednovrs-

tevnym cylindrickym epitelem, ten vytvaii zalude¢ni jamky. Do nich vylucuji zalude¢ni
§tavu vétvené tubulozni zlazky (Zaludecni a hlenové Zldzy). Zaludeéni Zlazy jsou tvofeny
Z riznych bunék, vylucujicich rozdilné enzymy vcetné kyseliny chlorovodikové aktivujici
pepsin, ktery travi bilkoviny. Hlenové Zlazy vytvaii na povrchu epitelu ochranny obal z

alkalického hlenu. (1; 4; 6)

V kazdém oddilu zaludku je trochu jiné zastoupeni zlaz. V kardii jsou predevs§im zlazky
produkujici hlen a lysozym. Také v pyloru jsou hlavné zlazy vylucujici hlen, najdeme zde,
ale 1 buniky produkujici stimulacni hormon gastrin (G-buiiky) a inhibujici hormon somato-
statin (D-burky). Zlazky fundu a téla Zaludku zastavaji funkci vétsiny chemického trave-

ni, produkuji majoritni mnozstvi zalude¢nich sekreti a jsou tvofeny ze ¢tyt druhti bunék:

o Parietalni bunky: Jsou okrouhlého ¢i pyramidového tvaru s jednim jadrem ve stie-

du. Tyto pomérné velké bunky vytvaii kyselinu chlorovodikovou (HCI) a ,,zalu-
de¢ni faktor*, glykoprotein vazajici se na vstfebavani vitaminu B12 v tenkém stie-
vé. HCI se podili na kyselosti Zaludku a je nezbytna pro aktivaci pepsinu, enzymu,
jez travi bilkoviny. Kyselé prostiedi také napomahé zabijeni vétSiny patogent.

o Hlavni bunky: Nachazeji se hlavné v dolnim tseku Zalude¢nich zlazek. Produkuji
pepsinogen, neaktivni forma pepsinu.

o Mucinodzni buiiky krékt: Vyskytuji se ve shlucich ¢i samostatné v kréeich Zaludec-

nich zlaz. Produkuji alkalicky hlen a regeneruje se z nich Zalude¢ni sliznice
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o Enteroendokrinni buiiky: Jsou Vv blizkosti bazi zalude¢nich zlaz. Buniky produkujici

rizné hormony do intersticidlni tekutiny (napftiklad jiz zminéné G-bunky ¢i D-

bunky). (1; 2; 4; 6)

Na povrchu sliznice je sliznicni bariéra, ktera mé ochrannou funkci pfed velmi ziravou
kyselosti zaludec¢ni §tavy. Také enzymy travici bilkoviny mohou stravit i zaludek samotny.
Mezi ¢asti slizni¢ni bariéry patii velmi silnd vrstva hlenu tvofeného prevazné bikarbona-
tem. Hydrogenuhli¢itanové ionty neutralizuji kyselinu. Druhou ochrannou funkci zastupuji
bunky epitelové, které zamezuji vstupu zaludecni $tavy do tkanovych vrstev. Navic se

poskozené epitelové buiky kazdych 3 az 6 dni kompletné vymeéni. (6)

1.3.2 Podslizni¢ni vazivo Zaludku
Submukoza je tvorena z fidkého vaziva obsahujici krevni, mizni a nervové sité. Pfi

potiebé pohybu Zaludku dovoluje sliznici jeji posouvani. (1; 4)

1.3.3 Svalovina Zaludku
Svalovina je z dvou typickych vrstev pro travici soustavu: kruhové (Cirkuldrni)

apodélné (longitudindlni) svaloviny. Zaludek ma jesté jednu nejvnitingjsi vrstvu tdsné
Vv blizkosti submukosy, tzv. fibrae obliquae. Jsou to snopce podélné svaloviny jicnu jdouci
od kardie k velkému zakfiveni, které zrychluji vyprazdiiovani. V misté pyloru vytvati zesi-
lena cirkularni svalovina vratnikovy svéra¢ (musculus sphincter pylori), ten napomaha

uzavirani prichodu ze zaludku do dvanactniku. (1; 6)

1.3.4 Serosni povlak Zaludku
Lesklym, hladkym obalem Zaludku je pobfiSnice, ta pokracuje u malého a velkého

zakfiveni ve velkou a malou pfedstéru (omentum majus a omentum minus). (1; 2)

1.4 Cévni zasobeni Zaludku

Krevni zasobeni Zaludku je bohaté a vede pievazné z celiakélni tepny, ta se rozvét-
vuje na tii vétve, zalude¢ni tepnu, spole¢nou jaterni tepnu a slezinnou tepnu. Tyto tii arte-
rie zasobuji zaludek okyslicenou krvi vytvofenim dvou tepennych obloukli umisténych
podél malého a velkého zakiiveni. Oblouk podél malého zakiiveni nalezneme mezi listy
malé predstéry, je tvofen anastomézou pravé a levé zaludeCni tepny a zdsobuje predni
a zadni sténu zaludku v blizkosti curvatura minor. Oblouk podél velkého zakiiveni je mezi
dvéma listy velké predstéry, vychazi z pravé gastroepiploické tepny (z arterie gastroduode-
nalni) a levé gastroepiploické tepny (z arterie slezinné). Gastroepiploicky tepenny oblouk

zasobuje hlavné zadni a piedni sténu Zzaludku v okoli velkého zakiiveni. Oblouky

18



Vv kurvaturdch se ptizptsobuji podle zmén velikosti zaludku. Z nich odstupuji na piedni 1
zadni stén¢ mnoho dalSich vétvi, které proudi nejdfive ser6zou, poté pronikaji do svalovi-

ny, az se dostanou do podslizni¢niho vaziva. (1; 3)

Zily zaludku prevazné odpovidaji obloukéim okolo malé a velké kurvatury, které zasobuji
zaludek. V¢étSina téchto zil odtéka do slezinné nebo horni mezenterické zily (ty déale do

portalni zily), nékteré z nich odtékaji do portalni zily ptimo. (3)

1.5 Imervace zaludku

Zasobeni zaludku nervovymi vldkny je autonomni, tedy sympatické a parasympa-
tické. Sympaticka vlakna piichazeji do zaludku z plexus coeliacus a poté nervy v okoli
celiakalnich cév az do pleteni na sténé zaludku, z kterych vedou vzruchy do jednotlivych
¢asti zaludku. Sympatickd vldkna snizuji napéti svalové stény, peristaltiku a omezuji se-
kreci zlaz zaludku. Nachazeji se zde i sensitivni vldkna, ty vedou do miSnich segmentii
Th7-Th9 podnéty pocitu bolesti v zaludku. Parasympaticka vlakna jsou vétvemi zadniho
a predniho bloudivého nervu (nervus vagus). Vagové kmeny probihaji soubézné s jicnem
do bficha az k malému zakiiveni. Odtud se nervy vétvi a vytvaii pletené ve svaloving
a podslizni¢nim vazivu Zaludku, kde konecné vétévky vedou az ke zlazdm, bunkdm svalo-
viny a cévam. Parasympatickd vldkna jsou antagonisty sympatickych, podporuji tedy zalu-
de¢ni motilitu a sekreci. V nich zahrnuta senzitivni vlakna vnimaji teplo, tlak a chlad. (1;
3)

1.6 Funkce

Zaludek funguje jako rezervoar, které umi v kratkém Gasovém tseku pojmout velké
mnozstvi potravy a pak ji po mensich fyziologicky vhodnych davkach posilat do dvanact-
niku. Jeho hlavni funkei je natravit potravu a vyprazdnit sviij obsah dal travici soustavou

do duodena. (1; 3)

1.6.1 Traveni a vyprazdnovani Zaludku
Vyprazdiiovani je proces, pii kterém zaludek vypousti svlij obsah do tenkého stie-

va, to pak dale travi a absorbuje Ziviny. Traveni je proces, ktery zac¢ina pozitim potravin, ty
jsou dale systematicky rozkladany pomoci enzymatickych a mechanickych procest pro
dosazeni, co nejleps$i absorpce Zivin. Potraviny v Zaludku se neupravuji v porfadi, v kterém
byly zkonzumovany, spiSe se smichavaji s travici §tavou a po jejich pfetvofeni v trdveninu

(chyme) jsou uvolnény do duodena. (3; 6)
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Chemicka role Zaludku v traveni spoc¢iva v pocatecnim traveni bilkovin pepsinem a trigly-
cerid kyselinou chlorovodikovou. Dalsi jeho roli je utlumit slinné amylazy. Vstfebavani
se v zaludku taktka ned¢je, jediné vstiebatelné jsou latky rozpustné v tucich, jako je alko-

hol a aspirin. (6)

Mechanické traveni zaludku probihda v ramci zalude¢nich pohybii. Pii tomto procesu Se
natravena potrava z ust a jicnu (bolus) rozd€luje na mensi slozky (chyme), které se pak
snéze vstiebavaji v tenkém stfevé. Zaludek tyto mechanické pohyby provadi za pomoci ti
svalovin: sikma (jedine¢na pouze pro zaludek), kruhova a podélna. Vnitini Sikma svalova
vrstva vytvaii stloukavé pohyby. Diky kruhové a podélné svaloviné Zaludek vyprazdiuje
traveninu skrz pyloricky svérac¢, ktery necha projit pouze tekutiny a velmi malé kousky
potravy. Vracena Cast traveniny se bude v zaludku déle zpracovavat, dokud také neprojde

ptes svéra¢ do duodena. (5)

Faze vyprazdnovani zabere 3 az 4 hodiny a je ovladana lokalnimi nervovymi a hormonal-
nimi mechanismy, které se spusti s ptichodem potravy do Zaludku. Vniknuti potravy do
zaludku vyvola zvysenou sekreci Zalude¢nich §tav. Naopak natravené bilkoviny a zvySuji-
ci se pH zapficini uvolnéni gastrinu z enteroendokrinnich G-bunék, ten zase ovlivni parie-
talni buiky k produkci HCI, kterd svymi kyselymi vlastnostmi pfeméni pepsinogen na
pepsin, a tak b&Zi tyto faze stale dokola. Zaludek mé p¥irozeny systém, ktery p¥i velmi niz-

kém pH v zaludku pozastavi sekreci HCI a zvysi sekreci slizni¢ni bariéry. (6)

1.7 Patologie Zaludku

Obecné jsou nemoci zaludku zpisobené samonatravenim tkané kvuli velmi kyselé
zaludec¢ni $taveé (pH travici Stavy se ohybuje okolo 2) a enzymlm travici bilkoviny. Na
ochrané sliznice se podili n€kolik protektivnich faktorti, pokud se narusi rovnovaha, miize
vzniknout onemocnéni. Mezi tyto faktory fadime povrchovy slizni¢ni film hlenu
s bikarbonatem, ktery neutralizuje pH v misté slizni¢niho povrchu a inhibuje proteolytické
pusobeni pepsinu. Dalsi obranou je fosfolipidova dvojvrstva luminalni membrany a tight
junction povrchovych (epitelovych) bunck sliznice, které zajistuji mechanickou bariéru
zaludec¢ni tkan€ od travici kyseliny. Jako posledni faktor 1ze uvést pruchod krve slizni¢nimi
kapiladrami, jez privadi kyslik, ziviny a bikarbonat k povrchu. Vodikové kationty naopak

odvadgji pry¢, tim zajist'uji bunéénou vyzivu a alkalizuji oblast povrchu sliznice. (7)

1.7.1 Poruchy ¢innosti Zaludku
o Pylorospasmus — vétsinou vrozené, stalé stazeni svaloviny pyloru.
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o Ructacio (fihani) — vylouceni vzdusné (n€kdy s mensim mnozstvim potravy) bubli-
ny z komory zaludku.

o Nauzea — nevolnost, jedinec ma potiebu zvracet (vyvolano napt. psychicky, po-
drazdénim traviciho aparatu).

o Vomitus — zvraceni, je podrazdéno centrum v prodlouzené mise.

o Pyrosis — paleni Zahy, zptusobeno nadmérnou kyselosti Zalude¢nich §t'av v jicnu.

o Singultus — skytavka, vyvolana podrazdénim brani¢niho nervu a nasledné zpusobe-

nymi stahy branice. (8)

1.7.2 Anatomicka patologie
Mezi anatomicko-patologické nalezy mtizeme zatadit napiiklad hypertrofickou py-

lorickou stenozu. Je to hyperplazie svaloviny Zzaludku na trovni pyloru. To vede
k nekrvavému zvraceni u kojenct (okolo 4. tydne Zivota). Casté zvraceni zptsobuje hy-
pochloremickou hypokalemickou metabolickou alkalozu, kvuli ztrat¢ HCl a pokusu téla

vyrovnat alkalozu zvySenim reabsorpce vodikovych a vylou¢enim draselnych kationtd. (5)

1.7.3 Gastritida
Zanét sliznice neboli gastritida je charakterizovana zanétlivou infiltraci sliznice. Je-

ji klinické pfiznaky jsou zvraceni, bolest bficha, ale miZze byt i bez ptiznaki. Gastritida se

typicky rozdé€luje na akutni a chronickou. (7; 8)

Akutni gastritida se vyznaCuje nerovnovadhou mezi kyselou Zalude¢ni $tavou Zaludku
a jeho ochrannymi faktory sliznice vici kyseliné. Za nevyvazenost mize vice vlivl, mezi
nimi jsou napfiklad alkohol, nadmérné uzivani nesteroidnich protizanétlivych 1€k, koure-
ni, chemoterapie, infekce ¢i stres. Znamkou akutniho zanétu je ptitomnost neutrofilnich

granulocyta. (5; 7; 8)

Znakem chronické gastritidy jsou plazmatické buiiky a dalSi zmény, jako je atrofie Zalu-
decni sliznice a epitelovd metaplazie. Chronicky zanét se déli na dva subtypy, autoimunitni
gastritida a bakterialni gastritida (vice v kapitole 2.4). Autoimunitni gastritida zahrnuje

destrukci parietalnich bunék protilatkami. (5; 7; 8)

1.7.4 Eroze a viedova onemocnéni
Jedna se o heterogenni skupinu povrchovych defekt zalude¢ni sliznice. Pokud ne-

zasahuje hloubéji nez do slizni¢ni svaloviny, jde o erozi. Pokud se eroze dostane do hlub-
Sich vrstev, jde 0 vied. Za jejich vznik muze agresivni Vliv kyseliny chlorovodikové

a pepsinu, také pritomnost infekce H. pylori, kterd je prokazana az v 70 % ptipada. (7; 8)
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1.7.5 Pseudotumory Zaludku
Mezi pseudotumory zaludku spadaji polypy, ale tyto pojmy nejsou synonymum.

Polyp je jen oznaceni pro ohrani¢ené vyklenuti sliznice do dutiny, mtze byt vS§ak podmi-
nén nenadorovym i nadorovym prub¢hem. Pseudotumory jsou jen nenadorového charakte-
ru. Az 75 % polypi zastupuji hyperplastické polypy. Ty se vyskytuji soucasné
s chronickou gastritidou, reaktivni gastropatii, hypochlorhydrii a hypergastrinemii, v okoli
chirurgické anastomézy. Hyperplastické polypy jsou ze zafatku mensi a prisedlé
s hladkym, postupné se zvétsuji do stopkatého, nékdy rozclenéného tvaru. Dal§imi pseu-
dotumory vyskytujici se v zaludku jsou napiiklad fundicky glandularni polyp, heteropatie
pankreatické tkan¢, hamartomatozni polypy a inflamatorni fibroidni polyp. (7)

1.7.6 Nadory zZaludku
Nadorem zaludku je postiZzeno zhruba 10 % z celkového poétu nemocnych rakovi-

nou na svété. Nejvice piipadi je zaznamendno ve vychodni Asii, vychodni Evropé a Latin-
ské Americe. V zemich s nejcastéj$im vyskytem jsou nejcastéjsi karcinomy v oblasti pylo-
ru. Adenokarcinomy zaludku jsou vysledkem genetické a environmentalni multifaktorialni
etiolologie. Jeden z faktoru je i postizeni H. pylori, ktery je fazen WHO jako karcinogen
1. tfidy. Také jsou znamé souvislosti S environmentalnimi stravovacimi slozkami a to
zejména s konzervovanymi a uzenymi potravinami. Z mnoha piipadd je patrné, ze vyvoj
rakoviny Zaludku je vicestupniovy proces, popsany jako Correova kaskada. Ta postupuje od
zdravé sliznice pies chronickou gastritidu, atrofickou gastritidu a stfevni metaplazii

k dysplazii a karcinomu. (9)

Nédory Zaludku lze dle jejich histogeneze rozdélit na epitelové, neuroendokrinni, mezen-

chymalni a lymfomy (vice v obrazku 2). (7)
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Obrazek 2: Schéma klasifikace nadori Zaludku.
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Zdroj: (7)

Karcinom zaludku

Karcinomy zaludku jsou maligni epitelové nadory infiltrujici sténu pies bazalni
membranu epitelu zaludeéni sliznice. Nejcastejsi formou karcinomi, az 90 %, jsou adeno-
karcinomy, ostatni patii mezi karcinomy s lymfoidnim stromatem. Adenokarcinom zalud-
ku je 5. nejcastéj$i maligni nddor na svété a postiZzeni jsou vice muZi nez zeny V pomeru
2:1. Celosvétovy primér incidence je 17/100 000. Vyskyt je vSak zna¢né variabilni, oblast
rozdily v incidenci znaci o dilezitosti environmentalnich faktorti v onkogenezi adenokar-
cinomu. Nejvyznamnéjsi faktory karcinomii jsou infekce Helicobacter pylori a strava
s obsahem N-nitroslouc¢enin. Ty jsou obsazeny hlavné v potravé konzervované nasolenim a
uzenim. Dal$imi prokazanymi faktory jsou koufeni tabaku, infekce EBV ¢i subtotalni re-

sekce zaludku.

Mikroskopicky lze adenokarcinom rozdélit na dva bézné typy: intestinalni a difizni. Intes-

tinalni typ utvaii zlazové struktury, hlavné tubuly a papily. Existuje i nediferencovana for-

ma obsahujici ¢epy nebo plachty nadorovych bunék. Difuzni typ je méné Casty, netvori
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zlazové struktury, ale charakteristicky pronika sténou ve formé disociovanych bunék
s prstencitym vzhledem. Tyto buiiky se Sifi po plose zaludku a zplsobuji rozsifeni stény

zaludku. (5; 7; 8)

Gastrointestindlni stromalni tumor (GIST)

GIST jsou nejbéznéjsi mezenchymalni naddory a na rozdil od ostatnich skupin je
tézké tento nador jasné vyznacit jako benigni nebo maligni. Charakteristicky mé velké
spektrum histologickych obrazii S rozmanitym typem agresivniho chovani a piedpoklada
se, ze pochazi z mezenchymalnich progenitorovych Cajalovych interstitidlnich bunék
umisténych v tunica muscularis propria. Vyskytuje se od jicnu az po koneénik, vétSina
pripada se vSak vyviji v zaludku (60-70 %), tenkém stievé a jicnu. Nadory GIST vznikaji
vétSinou z muscularis propria a vyrustaji do dutiny, poptipadé do serozy zaludku. Tumory

jsou zpravidla dobte ohranicené s kulovitym nebo vejcitym tvarem.

GIST lIze ze stranky molekularni biologie rozdélit na SDHB-pozitivni (adultni forma)
a SDHB-deficientni (pediatrickd forma). D¢leni GIST spociva v imunohistochemickém
prikazu exprese enzymového komplexu sukcinat-dehdrogendzy (SDHB), ten se vyskytuje
na vnitini membran¢ mitochondrii nadorovych bunék. U cca 85 % ptipadt je exprese
SDHB zachovala. Tato forma je charakteristicka mutaci genu kodujiciho tyrozinkinazu I1l.
typu: KIT (,.kitten*, podle prikazu na koci¢im sarkomu) a PDFRa (receptor pro ristovy
faktor alfa). Aktivaci téchto gent se spusti kaskada ovliviwyjici proliferaci, apoptozu, dife-
renciaci a angiogenezi, s epigenetickymi faktory poté zpusobuji vznik nadord. SDHB-
deficientni typ je na rozdil od pozitivni formy charakteristicky inaktivaci podjednotky
komplexu mitochondrilni sukcinat-dehydrogendzy, to vede ke vzniku bunéné hypoxie,

ovlivnéni metabolismu a nasledné k nadorové zméné. (5; 7)
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2 HELICOBACTER PYLORI

2.1 Charakteristika Helicobacter pylori

Helicobacter pylori se fadi do skupiny bakterii, pfesnéji mikroaerofilnich gramne-
gativnich ty¢inek spirdlového tvaru. Pfi laboratorni metodé Gramovo barveni se vzorek
postupné barvi krystalovou violeti, Lugolovo roztokem, alkoholem a karbol-fuchsinem.
U gramnegativnich bakterii alkoholem odbarvi krystalova violet’ a zachycuje se karbol-

fuchsin, diky némuz se H. pylori pfi pouziti této metody barvi ¢ervené.

Dal$im charakteristickym znakem bakterie je jeji pohyblivost, které je schopna diky 5-7
polarné umisténym bic¢ikim. Ty jsou kryty dvéma obaly fosfolipidt, které chrani bi¢ik
pied nizkym pH. Velikost ty¢inek H. pylori byva zhruba 5 um do délky a 0,5 um do Sitky.
(10; 11; 12; 13)

2.1.1 Biochemicka aktivita
H. pylori vytvafi ureazu, proteazy, fosfolipazy, fosfatazy, glykosulfatazy, hemoly-

zin (bilkovina potlacujici tvorbu HCI), endotoxin a adhezivni faktory. Biochemické aktivi-
ty bakterie Helicobacter pylori maji sviij vyznam v roli Zivota tohoto mikroba. Uredza ne-
utralizuje kyselé mikroprostedi prostredi zaludku v okoli bakterie. Glukosulfatazy napo-
mahaji bakterii prostoupit hlenem v zaludku. Pfed toxickymi t¢inky fagocytu, se H. pylori
chrani katalazou. Fosfolipaza je enzym Stépici fosfolipidové membrany bunék, diky tomu
se bakterie do bunky dostane jednoduseji. Dulezity virulentni faktor je CagA (cytotoxin
associated gene A), u n¢hoz se predpoklada karcinogenni G¢inek. V zapadnich zemich se
vyskytuje asi u 60 % izolovanych kmenti, Vv Asii je pfitomnost CagA prakticky u vSech
kmenti. (10; 14)

2.2 Epidemiologie infekce Helicobacter pylori

H. pylori osidluje membranu sliznice Zaludku a dvanactniku U vice nez poloviny
populace. Coz tuto bakterii fadi mezi prvni v zebficku bakterialnich patogent ¢lovéka. U
15-20 % nakaZenych se rozvinou gastrointestinalni obtize. Pfi¢inou rizného prabéhu in-
fekce je antigenni riznorodost H. pylori, jina imunitni odpovéd’ nakazeného a Zivotosprava
jedince (koufeni, piti alkoholu, strava). Vyskyt v populaci je nerovnomérny, za regionalni
rozdily mohou piedevSim socioekonomickeé rozdily, které maji vliv na hygienické podmin-

ky. Pfenos H. pylori ma fekalné-oralni a pfimou (oral-oralni) drahu. Také v rodinach je
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prevalence zvysena az na 80 % ze stejnych divodi, kde ptenos byva jiz v détstvi z matky

na dité ¢i mezi sourozenci. (11; 13; 7)

2.3 Patogeneze

Prostiedi zaludku byva pro bakterie velmi nehostinné, Helicobacter pylori je vSak
na kyselé Zalude¢ni $tavy uzpusoben (viz podkapitola 2.1.1. Biochemicka aktivita). Za
pomoci bi¢iku se mikrob dostane az do ochranné hlenové vrstvy na vnéjSku zaludecni sliz-
nice. Adheziny bakterie zajisti kontakt mikroorganismu s receptory foveolarnich bun¢k
zaludku. Poté patogen ni¢i zaludecni sliznici svymi dvéma cytotoxiny a chemotaktickymi
faktory, které jsou spojeny s vétsi zanétlivou odpoveédi organismu hostitele, rizikem vzniku
viedové choroby a také maligniho nadoru. Cytotoxiny vytvoiené H. pylori jsou CagA (cy-
totoxin-associated gene A) a VacA (vakuolizujici cytotoxin A). Oba dva synergickym pu-
sobenim poskozuji epitelové builky, to vede k rozsdhlym zanétlivym zménadm. Dlsledkem
je poskozeni tvorby hlenu, tim se agresivni kysela $téava zaludku dostane k nechranéné
sliznici. Nejdfive mechanismy parietalnich bun¢k zvysi produkci HCI, nasledné rozsiteni
zanétu spojené se znicenim korporalnich zldzek zpiisobi hypochlorhydrii. To pfi pokrocilé

wrwe

va pii pH 3,5-5 do korporalnich Zlazek sliznice zaludku, kde je pH niZzsi. (7)

2.4 Nemoci zaludku zpisobené infekci Helicobacter pylori
Mezi nejvyznamnéj$i nemoci zaludku asociované s infekci bakterii Helicobacter

pylori miizeme zatadit chronickou gastritidu, peptidicky vied, adenokarcinom zaludku a
MALT lymfom zaludku. (7; 11)

2.4.1 Chronicka gastritida
Vétsina pacientl je asymptoticka a chronicka gastritida zptisobena H. pylori mize

probihat po mnoho let bez povs§imnuti. Nékteti mohou zaznamenat bolest v epigastriu, po-
ruchy traveni, nevolnosti €1 zvraceni. Je zaznamenano 1 spontanni vymizeni bakterii
a ustup gastritidy zhruba u 10 % ptipadt. Zhruba ¢tvrtina pacientt s eradikaci bakterie ne-

pocituje zlepSeni dyspeptickych obtizi. (9)

Chronicka gastritida se vyviji ve dvou fazich: akutni a pokrocila faze, Akutni faze ma ob-
vykle subklinicky charakter, proto se vétSinou nestanovuje biopticky. Projevuje se otokem
proprie a neutrofily v epitelu. V rané fazi chronické gastritidy mikroorganismus charakte-
risticky osidluje antrum diky vhodnému mikroprostfedi a pH. Pokrocila faze je typicka
zanétlivou destrukci zlazek a faveol epitelu, tim vznika metaplazie a atrofie antralni slizni-
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ce. Protoze je atrofované prostiedi pro bakterii H. pylori nehostinné, piesidluje mikroorga-
nismus a s nim i zanét od antra smérem ke kardii po sliznici celého zaludku (pangastritida).
Tim dochazi k atrofii a metaplazii i v ostatnich ¢astech zaludku zasazenych zanétem.
Komplikacemi chronické gastritidy, jez byla zpusobena kmeny H. pylori produkujici cyto-

toxiny CagA a VacA jsou t&€zsi prubeh gastritidy, ale i riziko vyvinuti duodenalniho viedu,

zaludec¢niho viedu, adenokarcinomu zaludku a MALT lymfomu zaludku. (7; 9)

2.4.2 Gastroduodenalni viredova choroba
Pro gastroduodenalni viedovou chorobu je charakteristicky zanét a ulcerace zalu-

dec¢ni sliznice. K tomu dochazi v zavislosti na vzristu Skodlivych podnétit piisobicich na
sliznici (kyselé prostiedi zaludku a pepsin travici bilkoviny). Vznikly chronicky vied je
kulata, jasné ohrani¢ena 1éze s lehce sbihajici se slizniéni fasou na okraji. Mezi majoritni
pric¢iny viedové choroby patii nesteroidni protizanétlivé léky, kouteni, cirkula¢ni poruchy a
infekce Helicobacter pylori spojena s chronickou gastritidou. Nejcastéji se viedy nachazeji
Vv antralni ¢asti zaludku. Typickym ptiznakem je bolest zaludku za chvili po jidle. Pokud se
viedova choroba rozvine, mohou vzniknout tyto komplikace: penetrace viedu do vedlejsi-
ho organu, perforace stény zaludku nebo dvanactniku, krvaceni viedu pii destrukei stény

cévy a stenoza pylorické Casti. (7; 9)

2.4.3 Rakovina Zaludku
Rakovina Zaludku je 3. nej¢astéj$i nddorové onemocnéni na svété. Nadorova one-

mocnéni zaludku jsou az z 80 % zpusobena infekci Helicobacter pylori, proto je také tento
patogen, jako jediny mikrob, karcinogenem v kategorii A dle WHO. Do této kategorie patii
pro srovnani i koufeni cigaret. DilleZitym ¢initelem pro vyvinuti nadoru, je délka plsobeni
mikroba v téle. S delsim vyskytem bakterie vznika vice poskozeni i mutaci bunék, které se

mohou rozvinout v nador. (14)

Nejcastéji je infekce spojovana s adenokarcinomem zaludku, gastrointestinalnim stromal-

nim tumorem (viz podkapitola 1.7.6 Nadory zaludku), a MALT-lymfomem. (9)

Gastrointestinalni lymfom (MALT-lymfom)

Témetr 40 % lymfomi je primarn€ extranodalnich (vné lymfatickych uzlin) a az
vV 60 % piipadi je postizenym mistem zaludek. MALT-lymfom neboli non-Hodginuv lym-
fom je u dospélych po adenokarcinomu druhym nejpocetnéjSim nadorem zaludku. Chro-
nicka gastritida zptusobena infekci Helicobacker pylori je typicka tvorbou lymfatickych

folikuld, které se normaln¢ ve tkdni Zaludku nenachazeji. Z nich se poté v malém procentu
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ptipadi rozvine MALT lymfom spadajici do B-fady lymfomi. Nejéast€jsim mistem vzni-
ku je antrum, kde se nejcastéji rozviji chronicka gastritida. Patologicky je tento novotvar
svymi rysy podobny stfevnim Payerovym platim, jez maji lymfoidni folikuly z aktivniho
zarode¢ného centra zahaleného plastovou oblasti malych lymfocytt a stfedné velkych bu-
nék. Nadorové B-buiiky jsou podobné centrocytiim zarodeénych center a oznacuji se CCL
bunky (centrocyte-like). CCL bunky mnohdy proristaji do epitelu zlazek a dochazi
k tvorbé lymfoepiteliarnich 1ézi, ty jsou charakteristické pro MALT-lymfomy. Helicobac-
ter pylori ma vliv na T-lymfocyty, které napomahaji déleni B-bunky. (8; 9; 11)

2.5 Diagnostika H. pylori

Diagnostiku mikroba Helicobacter pylori mizeme rozd¢lit na dva zakladni typy:
invazivni (je potfeba odebrani kusu tkané pii endoskopickém vySetfeni) a neinvazivni (ne-
ni zapotiebi endoskopie). Mezi invazivni metody spadd histologické vySetfeni, rychly ure-
azovy test, kultivace a molekularné-genetické metody. K neinvazivnim testim fadime vy-
Setfeni sérologické, detekce antigenu Helicobacter pylori ve stolici, detekce metabolith
hydrolyzy urey ve vydechovaném vzduchu (diky oznacenému uhliku Ci3 a Ci4), krvi a
moci. Kvili ne zcela stoprocentni specificité a senzitivité testi by se méli pouzit alespoil

dvé metody. (15)

2.5.1 Neinvazivni
Neinvazivni testy se vétSinou pouZivaji, pokud maji pacienti dyspepsii pred 45 ro-

kem Zzivota a neobjevuji se u nich zadné alarmujici ptfiznaky jako je anémie nebo ztrata
hmotnosti. P¥i pozitivnim vysledku nasleduje eradikace infekce. Tento postup neni v Ceské
Republice bez endoskopického vySetfeni povaZzovan za vhodny. Dalsi situace, pii které se
neinvazivni testy pouZzivaji, je ovéteni stavu po eradikacni 1é€bé. Vzhledem ke Spatné do-
stupnosti neinvazivnich testti a nizké cené endoskopického vySetieni se i v tomto ptipadé
vyuziva spiSe invazivnich testd. Proto se neinvazivnich testli vyuziva spise jen u pacientti

s rizikovosti endoskopického vysetieni, jako jsou t€hotné zeny. (15)

Sérologické

Sérologické vysSetfeni s detekci protilaitek neukazuje soucasny stav infekce

z divodu az nékolikaletého pietrvani protilatek po uzdraveni pacienta. Naopak faleSné
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negativni vysledky jsou Casto u starSich osob, déti a imunosuprimovanych lidi, také rasa
ma vliv na senzitivu. Proto by sérologické vysetieni mélo byt standardizovano v zavislosti
na oblasti s ur¢itou populaci. Vzhledem k malému poklesu protilatek po vylééeni infekce je
tato metoda vhodna spiSe pro epidemiologické prizkumy ¢i hledani bakterie v rodiné paci-
entli postizenych nemocemi spojenymi s vyskytem Helicobacter pylori. Mezi antigeny
schopné vyvolat imunitni odpovéd’ se fadi sekrecni liposacharidové antigeny, cagA, ured-
zové slozky, proteiny tepelného Soku ¢i katalaza. Infekce Helicobacter pylori je v podstaté
chronicky stav, a diky tomu pievazuje v séru IgG odpovéd’. Senzitivita této metody je 80—

90 %. (15; 16)

Priukaz antigenu ve stolici

Pii prikazu antigenu ve stolici se vyuziva monoklonalnich ¢i polyklonalnich proti-
latek proti H. pylori, metodou ELISA. Senzitivita a specificita této metody je az 94 %
a 91 %. Vyhodou této metody je vyhodnoceni eradikace infekce. V ptipadé snizeni kon-
centrace antigenu se vSak vysledek muze jevit faleSné negativni. Dal$i nevyhodou metody
muze byt nestalé vylucovani antigenu stolici v Case ¢i degradace antigenu ve stieveé. (15;

16)

Dechovy test
Dechovy test je zlatym standardem v diagnostice infekce Helicobacter pylori. Tato

metoda vyuziva pacientovi podavanou znacenou mocovinu izotopem uhlikem Cj;3 nebo
Cu4, ktera je rozstépena ureazovym enzymem produkovanym bakterii Helicobacter pylori.
Pokud je mikrob v zaludku pfitomen, rozlozi se zna¢ena moc¢ovina na oxid uhli¢ity a amo-
niak, CO; putuje krvi do plic. Z plic se CO, vydechuje s uzitym izotopem uhliku, ktery se
da detekovat. Z vétsiny provedenych studii lze fici, Ze specificita a senzitivita metody je
vice nez 90 %. Nevyhodou testu je faleSné pozitivita v ptipad¢ kolonizace zaludku jinymi
mikroby produkujici ureazovy enzym. Fale$né¢ negativni vysledky se mohou objevit pii
pozivani antibiotik pacientem. Nedostatky této metody jsou napiiklad u lidi po operaci

zaludku ¢i pacientl uzivajicich 1éky ptsobici na pH zalude¢ni sliznice. (15; 16)

2.5.2 Invazivni
Pro provedeni invazivnich metod je povétSinou nutné provést endoskopické vyset-

feni s odbérem. Do kategorie invazivnich testll spada histologické vySetfeni, rychly urea-

zovy test, kultivace a metody molekularni diagnostiky. (15)

Histologické vySetfeni
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Histologické vysetieni bylo prvni pouzitou metodou pro detekci infekce Helicobac-
ter pylori. V soucasnosti je to nejuzivangjs$i metoda, ktera hodnoti ptitomnost typické spi-
ralové bakterie a zanétlivou reakci v tkanovych preparatech sliznice antra a téla zaludku.
Uziva se metoda stiibieni (Warthin-Starry), a dle Giemsy s udavanou senzitivitou 90 %.
Dals$imi pouzitelnymi barvenimi jsou akridinova oranz, barveni dle Genty, Mc Mullena ¢i
Dieterleho. Zakladni barveni hematoxylin-eosin ukazuje zavaznost zanétu. Specificita a
senzitivita histochemického barveni je okolo 90 % podle typu barveni a odbornosti hodno-

titeli. Spravné detekci muze zabranit pieména typického spirdlového tvaru bakterie H.

vvvvvv

ky. (15; 16)

Rychly ureazovy test

Ureazovy test vyuziva podobné jako dechovy test pfemény mocoviny v amoniak
a oxid uhli¢ity enzymem ureazy, kterou produkuje bakterie H. pylori. Amoniak pusobi
zasadité¢ na pH, ktery zbarvi pH citlivy indikétor. VySetfeni se provadi bud’to v pevném
podpurném médiu nebo v roztoku a je k nému zapotiebi odebrat dvé biopsie, z antra a téla.
Senzitivita a specificita testu je az 90 %, pokud ma pacient krvaceni do gastrointestinalniho

traktu, senzitivita se snizi na 60 %. (15; 16)

Mikrobiologické vySetreni

Mikrobiologické vySetieni neboli kultivace mikroba Helicobacter pylori se bézné
kvili vysoké cené rutiné nedéla. Metoda se provadi kvili citlivosti bakterie na antibiotika
U pacientt, u kterych selhala 1é¢ba jedné ¢i dvou eradikacnich terapii. Pro uspé$nou kulti-
vaci je nutnd spravna ptreprava vzorku do laboratofe, kterd se provadi ve Stuartove trans-
portnim médiu pfi teploté 4 °C, takto mikrob pfeziva az 24 hodin. Pro izolaci je poté mi-
krob nanesen na kultiva¢ni medium, nejcastéji Columbia agar nebo Brain heart infusion
(BHI), bujén doplnény krvi. Inkubace se provadi pii 37 °C v mikroaerobni atmosféfe s 5—
10 % CO,, 80— 90 % N; a 5-10 % O,. Kultivace trva 5-7 dni. Specifi¢nost metody je nej-
lepsi z metod, jeji citlivost vSak dost kolisa (50-70 %) podle schopnosti laboratofe kmeny

Helicobacter pylori obnovit. (15; 16)

Metody molekuldrni biologie

Nejcastéji vyuzivanou molekularni metodou pii detekci bakterie Helicobacter pylo-

vvvvv

zubnim povlaku. Metoda ma az 100% senzitivitu, ta vSak kolisa podle spravnosti vybéru
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primeru. Molekuldrni metody jsou stale dosti drahé a naro¢né, proto se zatim v rutinni pra-

xi nepouzivaji. (15)

2.6 Lécba infekce Helicobacter pylori

Podle prizkumu z roku 2022 je mira vyléceni infekce H. pylori 80 % nebo méné.
Skoro vSechny 1écebné terapie jsou empirické, tedy zalozené na zkuSenosti. Bohuzel jsou
Vv poslednich letech mikroby ¢im dél vice rezistentni vici antibiotikiim, a tak diive dobie
pusobici trojita terapie (amoxicilin, klarithromycin a metronidazol nebo levofloxacin) za-
¢ind byt neucinna. Terapeutické pokyny se povétSinou vydavaji na zakladé metaanalyz.
Zajimavosti je, ze nevhodna indikace antibiotik pii 1é€bé H. pylori piispiva k celosvétové

rezistenci na antibiotika.
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PRAKTICKA CAST

3 CIL A UKOLY PRACE

3.1 Hlavni cil

Cilem této prace bakalaiské prace bylo za pomoci statistické analyzy vyhodnotit
shodu mezi histologickymi hodnotiteli pfi kvantifikaci mikroorganismu Helicobacter pylo-

ri ve vzorcich z biopsie sliznice zaludku.

3.2 Diléi cile
1. Dil¢im cilem bakalafské prace bylo vyuzit histochemickych metod pro zviditelnéni

bakterie Helicobacter pylori v biopsii zaludku
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4 VYZKUMNE PROBLEMY/OTAZKY

4.1 Hlavni otazka

Je shoda v hodnoceni nad 70 %?

4.2 Diléi vyzkumné otazky

Kter¢ faktory ovliviiuji vysledek?
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5 CHARAKTERISTIKA SLEDOVANEHO SOUBORU

Z archivniho materialu Siklova Gstavu patologie FN Plzefi bylo vybrano celkem 35
vzorkt parafinovych bloku, které obsahovaly tkan sliznice Zaludku s histologicky potvrze-

nou diagnozou gastritidy pavodu Helicobater pylory.

Vzorek ¢. T40/20/1 — Sliznice Zaludku
Vzorek ¢. 14012012 — Sliznice Zaludku
Vzorek ¢. 1651/20/1 — Sliznice zaludku
Vzorek ¢. 1651/20/2 — Sliznice zZaludku
Vzorek ¢. 2150120 — Sliznice Zaludku
Vzorek ¢. 2706/20/1 — Sliznice zaludku
Vzorek ¢. 2706/20/2 — Sliznice zaludku
Vzorek ¢. 2706/20/3 — Sliznice Zaludku
Vzorek ¢. 3139/20/1 — Sliznice Zaludku
Vzorek ¢. 3139/20/2 — Sliznice zaludku
Vzorek ¢. 3142/20/1 — Sliznice zaludku
Vzorek ¢. 314212012 — Sliznice Zaludku
Vzorek ¢. 314212013 — Sliznice Zaludku
Vzorek ¢. 3142/20/4 — Sliznice Zaludku
Vzorek ¢. 3345120 — Sliznice Zaludku
Vzorek ¢. 3695/20/1 — Sliznice Zaludku
Vzorek ¢. 3695/20/2 — Sliznice Zaludku
Vzorek ¢. 4286/20 — Sliznice Zaludku
Vzorek ¢. 5496/20 — Sliznice zZaludku
Vzorek ¢. 5675/21 — Sliznice Zaludku
Vzorek ¢. 6779/20 — Sliznice Zaludku
Vzorek ¢. 6868/21/1 — Sliznice Zaludku
Vzorek ¢. 6868/21/2 — Sliznice Zaludku
Vzorek ¢. 6868/21/3 — Sliznice Zaludku
Vzorek ¢. 8903/20 — Sliznice zZaludku
Vzorek ¢. 10714/20 — Sliznice zaludku
Vzorek ¢. 11701/21/1 — Sliznice zaludku
Vzorek ¢. 11701/21/2 — Sliznice Zaludku
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Vzorek ¢. 11989/20 — Sliznice zaludku
Vzorek ¢. 13750/20/1 — Sliznice zaludku
Vzorek ¢. 13750/20/2 — Sliznice zaludku
Vzorek ¢. 13864120 — Sliznice Zaludku
Vzorek ¢. 14353/20 — Sliznice zaludku
Vzorek ¢. 14532/20/1 — Sliznice zZaludku
Vzorek ¢. 1453212012 — Sliznice zaludku
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6 METODIKA PRACE

6.1 Prikrajovani tkané

Pokud chceme zpracovavat odejmuté tkané velkych rozméra (resekaty, excize),
musime je nejdiive spravné prikrojit na mensi kousky, které nésledné¢ pro vyrobeni histo-
logickych preparati zalévame do parafinovych blocku. Prikrajovani uz fixovanych tkani ve
formolu vykonava patolog Vv odvétravanych boxech S pomoci laboranti a zapisovatelky
nebo diktafonu. Tém patolog béhem piipravy diktuje popis materialu, v kterém zahrnuje
anatomické partie odejmuté tkan¢, pocet kouska, velikost, konzistenci, barvu a jasné pato-
logické zmény. Tyto informace jsou zaznamenany do privodniho listu nebo pocitacové
databaze. Vysledkem spravného prikrojeni by mély byt dobfe vybrané kousky tkané, které
maji pfitomny vSechny sktruktury potfebné pro mikroskopické hodnoceni. Poté jsou vzor-
ky vloZeny do kazet, ve kterych jsou dofixovany formolem a putuji do autotechnikonu

(viz 6.2). Na kazdé kazet¢ je fadné zaznamenano oznaceni vzorku. (7)

V ramci BP byly zpracovavany velmi malé tkanové vzorky sliznice zaludku ziskané tak-
zvanou endoskopickou biopsii. Ty byly dopraveny do patologické laboratofe v nadobce

zalité pufrovanym formolem.

6.2 Odvodnéni a prosyceni vzorku

Po fixaci ve formolu se tkan vypira vodou, proto se nasledné¢ odvodnuje za pomaoci
posloupné tady roztokil se stoupajici koncentraci etanolu a nasledného pteneseni do xyle-
nu. Poté se pokracuje procesem prosyceni tkan€ parafinem za zvySené teploty (tomu na-
pomaha piedchozi organické rozpoustédlo xylen). Prosyceni parafinem je dilezité provést
fadné, kvuli moznému rozkladu tkané v mikroskopickych prostorach. Cely tento proces je

Vv dnesni dobé¢ jiz automatizovan piistrojem autotechnikon. (7; 19)

6.3 Zaliti do parafinového bloku

Vzorek ve fixaéni tekutiné neni mozné krajet rovnou, ale je nutné ho zalit do zalé-
vaciho media, to vzorkem dobfe pronikne a je jednodussi provadét tenké fezy. Proto byly
tkan¢ po vyjmuti z autotechnikonu vyndany z histologickych kazetek a zality do parafinu.
Proces zalévani se provadi na specializované lince. Zalévaci linka udrzuje teplotu media
mezi 56-58 °C, pfi nichz je parafin v tekutém stavu. Vzorek byl zalit do kovové zalévaci

komurky/formi¢ky. To je mal4d nadobka, do které bylo nejdfive nalito malé mnozstvi para-
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finu. Poté byl vlozen vzorek tkang, ktery musel byt spravné orientovany pro néasledovné
krajeni. Na formicku byla nasazena spodni Cast histologické kazetky, na které bylo cislo
vzorku, a nakonec byl vzorek zalit nadbytkem media (tkan musela byt fadné potopena).
Nakonec se takto zalita komiirka ptesunula na chlazenou ¢ast zalévaci linky. Po zatuhnuti

parafinu byl z formic¢ky vyklepnut parafinovy blocek s tkani. (19)

6.4 Krajeni parafinovych blockii

Z parafinovych bloc¢ku byly nasledné na specialnim piistroji zvaném mikrotom pfi-
praveny tenké fezy o tloust’ce 2—4 um. Mikrotomy muzeme rozd¢€lit na rotacni a saikovy
podle zpusobu, kterym se pouzivaji. U rota¢niho mikrotomu je ve stalé pozici ziletkovy
vymeénitelny nliz, vzorek je uchycen ve svorce, kterou se pohybuje za pomoci rotace packy.
U sankového je naopak ve fixni pozici vzorek umistény ve svorkach a pohybuje se pies néj

Ziletkovym nozem. (19)

Aby se parafinové blocky Iépe krajely, byly nejdiive schlazeny, to se provadélo bud'to na
chladici desce nebo za pomoci kovové formicky a suchého ledu. Ztuhlé vzorky se umistily
do svorek sankového mikrotomu. Poté bylo tieba vzorek nastavit do pozadované pozice za
pomoci mikrometrického Sroubu a na mikrometrické stupnici nastavit danou tloustku fezu.

Mikro tahem byly provadény fezy, z nichz se vybralo par vhodnych pro dalsi zkoumani.

6.5 Natahovani parafinovych rezi

Po ukrojeni byly fezy vlozeny na studenou hladinu destilované vody v Petriho mis-
ce. Zde se daly fezy za pomoci preparacnich jehel a podloznich skel rovnat, vypinat a od-
délovat na jednotlivé fezy. Poté bylo vybrano nékolik kvalitnich fezi, které byly zachyce-
ny na podlozni sklicko a pfeneseny do teplé lazné (destilovana voda o teploté 47-49 °C).
Diky teplé vod¢ se fezy jesté vice vyhladily a mohly se za pomoci patracich jehel prenést
na podloZni sklicko, kde se uchytily vytazenim z vody. Kazdé podlozni sklicko obsahovalo

pted pouzitim ¢&islo vzorku. (19)

6.6 Odparafinovani tkanovych Fezi

Pted kazdym barvenim byly parafinové fezy fadn€ odparafinovany z diivodu ne-
rozpustnosti parafinu ve vod¢ (aplikovana barviva byla ve formé vodného roztoku). Odpa-
rafinovani se provadélo v laznich xylenu a poté se fezy zavodnovaly v sestupné etanolové

fad¢ az do deionizované vody. (7)
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6.7 Barveni
Protoze se neobarvené tkan€ v bézném svételném mikroskopu nedaji pozorovat
a tato BP prace je zaméfena na detekovani Helicobacter pylori hodnotiteli, bylo nezbytné

bakterie zvyraznit specialnim histologickym barvenim. (7)

6.7.1 Hematoxylin-eosin
Hematoxylin-eosin je zakladni barvici metoda patologie. Vytvotila se spojenim za-

sadité¢ho barviva hematoxylinu, které barvi jadra bunék modre a kyselého eosinu, ten barvi
cytoplasmu &ervend. V SUP FN Plzei se pouziva Gilliv hematoxylin. Roztok hematoxyli-
nu by zéasadité substance neobarvil, a proto se nejdiive jodicnanem sodnym oxiduje na he-
matein, z n¢j ptidanim mofidla (kamence draselného) vznikne barevny lak. Z eosinu se

vyvine pfidanim deiozinované vody zluty roztok barvici kyselé substance. (18)

Pii barveni vzorkid metodou hematoxylin-eosin byl pouZit barvici automat. Rezy byly
nejdiive odparafinovany do 70% alkoholu. Dale se nechaly se v Gillové hematoxylinu po
dobu 7 minut a byly diferenciovany v kyselém alkoholu. Nasledné byly vzorky prany pod
tekouci vodou. Po zmodréni jader byly ponofeny na 1 minutu do roztoku eosinu. Nakonec

se oplachly v deionizované vodé¢, odvodnily, projasnily a montovaly. Vice v ptiloze A.

6.7.2 Warthin-Starry
Warthin-Starry je dopliikkové barveni k béznému barveni hematoxylinem-eosinem,

které se pouziva pro detekovani bakterie Helicobacter sp., spirochet a dal$ich organismi

Vv fezech tkani. (20)

Pro tuto bakala¥skou préaci byly vzorky barveny ruéné podle predepsaného manuélu Siklo-
va tstavu patologie FN Plzen (viz ptiloha B). Nejdiive se vzorky musely odparafinovat do
deionizované vody. Dale nalozit do kyselé vody (roztok kyseliny citronové). Po 5 minu-
tach impregnovat 45 minut vV 2% roztoku dusi¢nanu stfibrného pii 56 °C v termostatu. Po
vyndani z termostatu se 2—3krat proplachly v teplé vod¢ a pielily vyvojkou na 2—4 minuty.
Nasledné se tkan zkontrolovala pod mikroskopem, zda je spravné obarvena a opé&t 2—3krat

proplachla v teplé vod¢. Nakonec se vSechny vzorky odvodnily, projasnily a montovaly.

Poméry pro pfipravu roztoku:

Kyseld voda: 2400 ml deionizované vody + 1,6 ml 1% roztoku kyseliny citronové.
2% roztok dusicnanu stribrného: 1 g dusi¢nanu stiibrného + 50 ml kyselé vody.

Roztok hydrochinonu: 0,15 g hydrochynonu + 100 ml kyselé vody.
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Roztok zelatiny: 1,25 g zelatiny + 25 ml kyselé vody.

Vyvojka (nutné smichat tésné pred pouzitim): 10 ml 2% roztoku dusi¢nanu sttibrného

+ 13,5 ml roztoku hydrochinonu + 25 ml roztoku Zelatiny.
Vsechny roztoky se davaji predehiat do termostatu na 56 °C.

6.7.3 Giemsa
Pokud chceme morfologicky identifikovat prvoky a bakterie, je Giemsovo barveni

jednou z moznosti. Giemsuv roztok je neutralni barvivo zhotovené namichanim zasaditého
(naptiklad azure B, metylonové modfi) a kyselého barviva (naptiklad eosinu). Po obarveni
jsou mikroorganismy v tkani modrofialové, cytoplasma svétle modrd, jadra jsou modra,

a erytrocyty, kolagen, svaly kosti jsou rizové. (19)

Vzorky biopsii byly nejdiive odparafinovany do deionizované vody a poté nalozeny do
roztoku Giemsy na 40 minut pii 56 °C v termostatu. Po uplynuti doby se oplachly deioni-
zovanou vodou a nechaly se diferencovat v 400 ml destilované vody s 8 kapkami ledové
kyseliny octové do rtizového zbarveni. Nasledoval opét oplach deionizovanou vodou

a nakonec odvodnéni, projasnéni a montovani. Piesny postup SUP FN Plzen Piiloha C.

6.8 Montovani

Po obarveni byly vzorky uzavieny v montovacim automatu do vodou nemisitelného
media (rozpoust&jiciho se v xylenu). V SUP FN Plzef se pouziva Pertex. Mezi vodou ne-
misitelné latky pouZivajicich se k montovani patii naptiklad i Solakryl ¢i Kanadsky balzdm
(viskozni svétla pryskytice z jedle kanadské). Pti tomto procesu bylo medium képnuto na

vzorek a nasledné prekryto krycim sklickem. (7)

6.9 Hodnoceni vzorki pod svételnym mikroskopem

Svételny mikroskop je primarni pracovni pomtcka patologa. PouZiva se denné ke
klasifikaci zakladniho a specialniho histologického barveni, enzymové histochemie a vy-
sledkt imunohistochemickych metod. Lidské oko ma rozliSovaci schopnost (vzdalenost
mezi dvéma body, u které je od sebe jesté dokazeme odlisit) 0,25 mm, ve svételném mi-
kroskopu je az 0,25 um. Vzdy vS8ak zaleZi na riznych faktorech, jako je oko jedince, do-

stupné svétlo ¢i zdroj a kvalita pouzitého mikroskopu. (7)

V rdmci této prace byl pouzit svételny diaskopicky mikroskop, u kterého svételny paprsek

vznikajici ze zdroje zafeni prochazi pies kondenzor a pfes vzorek do objektivu a okularu.
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Pozorovany jiz montovany vzorek byl vzdy poloZzen na podlozni stolek svételného mikro-
skopu pfi zvétSeni 4x10, pfi tomto zvétSeni se nastavila vzdalenost makroskopickym
a mikroskopickym Sroubem, aby byl vzorek vidén ostie. Nasledné se objektivem nastavilo
zvétSeni 10x10 a poté 20x10, pii kterém byly dobie viditelné bakterie Helicobacter pylori.
Ty se vzdy scitaly ve tfech nejvice zamotenych celistvych zlazkach sliznice zaludku. Vy-
sledné ¢islo bylo zaznamenano. Pozorovani probihalo stejné u vSech 35 vzorkt barvenych

metodou Giemsa a Warthin-Starry.

6.10 Statistické zhodnoceni vysledki

Vysledné hodnoty vSech hodnotitelt byly statisticky zhodnoceny pomoci Pearso-
novy korelace a vysledného korela¢niho koeficientu. Tato metoda byla vyvinuta Pearso-
nem v roce 1896. Korelaci Ize popsat jako miru linearni zavislosti mezi dvéma nahodnymi
proménnymi. Pearsontiv korela¢ni koeficient dvou proménnych X a Y je definovan jako
kovariance dvou proménnych délend soucinem jejich smérodatnych odchylek, ta slouzi

jako normalizaéni faktor. Korelacni koeficient miizeme vyjadrit za pomoci této rovnice:

ey = = XG-OW=D B, XiYi-nXY
\/Z?ﬂ(xi_f)z i=1(Yi=19)? (n=1)sxsy

kde X a Y jsou vybérové priméry, sy a Sy jsou vybérové smérodatné odchylky. Koefi-
cient ryy je vzdy v rozmezi -1 az 1 a je invariantni k linedrnim transformacim obou pro-

ménnych. Znaménko PCC znédzorfiuje intenzitu vztahu mezi dvéma nahodnymi promeén-

nymi X a Y, to je kladné, pokud jsou proménné piimo umérné a zaporné, pokud jsou ne-

wewvr

ké hodnot€ .y Ize ocekavat korelaci i ve skute¢ném stavu pozorovani. (21; 22; 23)
Podle Evansovy pfirucky muzeme hodnotu |r| kvantifikovat i verbaln¢ takto:

0,00 - 0,19 = velmi slaba,

0,20 — 0,39 = slaba,

* 0,40 — 0,59 = stfedni,

* 0,60 — 0,79 =silna,

* 0,80 — 1,00 = velmi silna. (24)
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Grafy v kapitole Analyza a interpretace vysledkd s hodnotou 7y (Pearsonliv korelacni

koeficient) jsou vytvoieny ve statistickém programu GraphPadPrism 9. (25)

6.10.1 Wilcoxoniiv test
Vysledky byly statisticky zhodnoceny také dle Wilcoxonova testu, ktery je neparametricky

test dvou zavislych datovych sad. Test srovnava pravdépodobnost, ze jedna sada dat obsa-

huje vyssi naméienou hodnotu nez druha zavisla sada dat.

Pouziva se pro hodnoceni parovych pokust, kdy sledovana veli¢ina neodpovida Gaussovu
normalnimu rozdéleni. Porovndva 2 méfeni provedend u jednoho vybérového souboru.
Testuje hypotézu rovnosti distribu¢nich funkei na zakladé ovéteni symetrického rozlozeni
sledované ndhodné veliciny. Vypocet testu vychédzi z parovych hodnot dvou méfeni na
jednom vybérovém souboru: veli¢iny X a X'. Vypocet byl proveden kalkuldtorem webové

platformy Statistics kingdom. (26; 27)
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7 ANALYZA A INTERPRETACE VYSLEDKU

Jde 0 analyza 35 vybranych vzorkt biopsie zaludku, které byly barveny histoche-
mickymi metodami Giemsa a Warthin-Starry. Byly hodnoceny tiemi na sob&é nezavislymi
hodnotiteli ve svételném mikroskopu. Hodnotily se tfi zlazy ve sliznici zaludku, které ob-
sahovaly nejvice bakterii Helicobacter pylori. Ve vSech tiech Zlazach se spocetly bakterie a

jejich soucet zaznamenal.

7.1 Vysledek barveni
Vzorky byly barveny tfemi histochemickymi metodami: hematoxylin-eosin, Giem-

sa a Warthin-Starry. V nasledujicich podkapitolach je vidét jejich vysledné barveni.

7.1.1 Hematoxylin-eosin
Hematoxylin-eosin je zakladni barveni, které pii infekci bakterii Helicobacter pylo-

ri zvyrazni zanét ¢i zmény na sliznici zaludku.

Obrazek 3: Vzorek biopsie sliznice Zaludku barveny metodou hematoxylin-eosin.

Zdroj: vlastni

Na obrazku 3 je pod ¢ervenou Sipkou viditelny neutrofilni granulocyt v Zlaze sliznice za-

ludku. Tyto jsou charakteristické pro akutni zanét.
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7.1.2 Geimsa

Obrazek 4: Vzorek biopsie sliznice Zaludku barveny metodou Giemsa.

Zdroj: vlastni

Na obrazku 4 je sliznice zaludku obarvena specifickym barvenim Giemsa. Cervena $ipka
ukazuje na neutrofilni granulocyt specifické pro akutni zanét. Na mikrofotografii $patné

viditelné bakterie Helicobacter pylori jsou svétle modré.
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7.1.3 Warthin-Starry

Obrazek 5: Vzorek biopsie sliznice Zaludku barveny metodou Warthin-Starry.
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Zdroj: vlastni

Na obrazku 5 je vyfocena tkan sliznice zaludku s infekci Helicobacter pylori, barvena spe-
cifickou metodou Warthin-Starry. Oproti fotografii 4, kde je tkan barvena Giemsou, jsou

zde jasné viditelné spiralni bakterie H. pylori, které jsou v barveni stfibfenim hnédocerné.

7.2 Analyza vzorki
Vysledky ziskané kvantitativnim hodnocenim vybranych vzorki byly kazdym hod-
notitelem zaznamenany do nasledujicich tabulek. Vzdy se secetly bakterie Helicobacter

pylori ve tiech nejvice zamotenych zlazach sliznice zaludku.
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Tabulka 1: Vysledky kvantitativniho hodnoceni bakterie Helicobacter pylori v biopsii sliznice za-

ludku barvené Giemsou

Giemsa

Vzorek Hodnotitel 1 Hodnotitel 2 Hodnotitel 3

740/20/1 27 74 52
740/20/2 11 31 21
1651/20/1 20 22 21
1651/20/2 16 14 10
2150/20 3 36 10
2706/20/1 0 0 0
2706/20/2 0 0 0
2706/20/3 6 0 0
3139/20/1 0 0 0
3139/20/2 104 74 90
3142/20/1 0 0 0
3142/20/2 0 0 0
3142/20/3 2 12 5
3142/20/4 16 34 15
3345/20 27 17 25
3695/20/1 71 34 58
3695/20/2 79 146 102
4286/20 40 83 62
5496/20 44 53 47
5675/21 81 76 80
6779/20 6 11 7
6868/21/1 12 27 19
6868/21/2 18 12 15
6868/21/3 9 8 5
8903/20 14 77 3
10714/20 77 116 85
11701/21/1 13 17 15
11701/21/2 18 15 15
11989/20 2 16 0
13750/20/1 220 171 20
13750/20/2 28 104 14
13864/20 20 28 20
14353/20 56 44 50
14532/20/1 0 0 0
14532/20/2 14 56 25

Zdroj: viastni
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Tabulka 2: Vysledky kvantitativniho hodnoceni bakterie Helicobacter pylori v biopsii sliznice za-
ludku barvené metodou Warthin-Starry.

Warthin-Starry

Vzorek Hodnotitel 1 Hodnotitel 2 Hodnotitel 3

740/20/1 108 184 150
740/20/2 60 109 100
1651/20/1 38 135 25
1651/20/2 135 67 87
2150/20 47 152 120
2706/20/1 0 0 0
2706/20/2 0 0 0
2706/20/3 19 0 0
3139/20/1 0 0 0
3139/20/2 82 111 51
3142/20/1 0 0 0
3142/20/2 30 2 0
3142/20/3 9 4 0
3142/20/4 27 38 31
3345/20 30 34 34
3695/20/1 79 162 130
3695/20/2 82 171 166
4286/20 136 263 174
5496/20 73 115 94
5675/21 63 120 120
6779/20 14 26 24
6868/21/1 21 59 48
6868/21/2 27 21 26
6868/21/3 14 21 18
8903/20 113 107 31
10714/20 104 158 147
11701/21/1 85 63 80
11701/21/2 45 52 50
11989/20 6 47 2
13750/20/1 229 310 270
13750/20/2 93 246 100
13864/20 85 127 86
14353/20 107 130 109
14532/20/1 0 0 0
14532/20/2 37 71 52

Zdroj: viastni

7.2.1 Statiticka analyza

Statistické zhodnoceni vysledkli mezi tfemi hodnotiteli bylo provedeno zvlast’ pro

metodu barveni Giemsa a pro metodu Warthin-Starry v softwaru Graphpad prism 9. Shoda
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mezi dvéma hodnotiteli byla spoc¢tena softwarem s pouzitim funkce korela¢niho koeficien-
tu. Vysledné PCC jsou vyobrazeny na obrazku 6 a 7.

Obrazek 6: Korelacni koeficienty pro pocet Helicobacter pylori v biopsii sliznice Zaludku barvené
dle Giemsy.

| Hodnotitel 1
~ Hodnotitel 2
Hodnotitel 3

1.0

Hodnotitel 1

Hodnotitel 2

Hodnotitel 3

Zdroj: vlastni

Korela¢ni koeficienty hodnotiteld H. pylori v tkanich barvenych metodou Giemsa se
pohybuji od 0,58 do 0,80. Aritmeticky pramér PCC je 0,68 (viz tabulka 4), to podle

Evansovy piirucky mizeme brat jako silnou shodu. Z procentudlniho hlediska je shoda

kvantitativni kvalifikace mezi hodnotitely 68 %.
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Obrazek T: Korelacni koeficienty mezi hodnotiteli Helicobacter pylori v biopsii Sliznice Zaludku
barvené metodou Warthin-Starry.
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Zdroj: vlastni

Korela¢ni koeficienty hodnotiteltt H. pylori v tkanich barvenych metodou Warthin-Starry
se pohybuji od 0,84 do 0,90. Aritmeticky pramér PCC je 0,87 (viz tabulka 4), to podle
Evansovy pfirucky mizeme brat jako velmi silnou shodu. V procentech je shoda

kvantitativni kvalifikace mezi hodnotitely 87 %.

Tabulka 3: Korelacni koeficienty hodnotitelii Helicobacter pylori v biopsii sliznice Zaludku.

Korelac¢ni koeficienty hodnotitel [r]

Hodnotitelé 1-2 1-3 2-1 2-3 3-1 3-2
Giemsa 0,80 0,58 0,80 0,66 0,58 0,66
Warthin-Starry 0,84 0,87 0,84 0,90 0,87 0,90

Zdroj: vlastni
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Tabulka 4. Priimérny PCC a smérodatné odchylky.

Barveni Primérny korelacni | Smérodatna odchylka | Smérodatna odchylka
koeficient (zékladni) (vybérova)
Giemsa 0,68 0,09 0,10
Warthin-Starry 0,87 0,02 0,03

Zdroj: viastni

V tabulce 4 jsou zaznamenany pramérné korela¢ni koeficienty, smérodatné odchylky za-
kladni a smérodatné odchylky vybérové vysledkt hodnotitelti z metody barveni Giemsou
a Warthin-Starry. Smérodatna odchylka zakladni je pro metodu Giemsa 0,09, metoda
Warthin-Stary ji ma 0,02, je tedy 3,71 krat mensi a odpovida to lepsi shodé u barveni stiib-

fenim.

Wilcoxontv test

Wilcoxonovuv test, u kterého byly zjisténé hodnoty od vSech hodnotiteli pro barveni Gi-
emsa srovnany s hodnotami zjisténymi pro barveni W-S, nam ukézal statisticky vyznamny
rozdil mezi vyslednymi poéty mikroorganismt H. pylori u srovnavanych barveni. Vysled-

Ky jsou v pfiloze D.
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DISKUZE

Hlavnim cilem této bakalarské prace bylo za pomoci statistické analyzy dat vyhod-
notit shodu mezi histologickymi hodnotiteli pii kvantifikaci mikroorganismu Helicobacter
pylori ve vzorcich z biopsie sliznice zaludku. K tomu bylo vybrano celkem 35 biopsii sliz-
nice Zaludku z archivnich parafinovych blockt Siklova ustavu patologie Plzen. Vzorky
z téchto parafinovych bloku byly barveny histochemickymi metodami: zakladnim barve-
nim hematoxylin-eosin a specifickymi barvicimi metodami Giemsa a Warthin-Starry. Dale
hodnotitelé kvantitativné (spocetli mikroorganismy ve tiech nejvice zanesenych zlazach
vzorku) kvalifikovali bakterii ve vzorcich Giemsy a Warthin-Starryho a zaznamenali.
Z vysledkl se provedla statisticka analyza shody Pearsonovym korela¢nim koeficientem,
ktera ukazala shodu mezi hodnotiteli v barveni Giemsa 68 % a u hodnotiteltl v barvici me-
tod¢ Warthin-Starry 87 %. To odpovida na hlavni vyzkumnou otazku, kterd zni: Je shoda

V hodnoceni nad 70 %? U metody Warthin-Starry ano, a u barveni Giemsou ne.

Rozdily mezi barvicimi metodami zaznamenal i Willi Sandhika v roce 2019, ktery ve svém
vyzkumu pouzil 30 vzorkl biopsii sliznice zaludku. Tyto vzorky hodnotil na Skale, kde
0 = bez nélezu, +1 = fidce osidlen, +2 = stfedn¢ osidlen a +3 = vysoce osidlen bakterii He-
licobacter pylori podle po¢tu mikroorganismu vyskytujicich se v jednom zorném poli. Od-
chylka se objevila u 3 vzorku, kdy u tkani barvenych metodou Warthin-Starry bylo regis-
trovano tfidké osidleni mikrobem (+1) a u Giemsy byl vzorek bez nalezu (0). V jednom
pfipadé¢ byla u Giemsy pozorovana pfitomnost +1 a metodou Warthin-Starry byl detekovan
organismus na skore +2. Pokud byla ve tkani stfedni az vysoka intenzita pfitomnosti mi-

kroorganismy, byla shoda v hodnoceni 100 %. (28)

Z vysledka této bakalarské prace je patrné, ze se bakterie Helicobacter pylori 1épe detekuje
histochemickou barvici metodou Warthin-Starry. Laboratofe vSak spiSe vyuzivaji barveni
Giemsou z divodu levnéjsi a jednodussi varianty. Faktorem ovliviiujici rozdil detekce mi-
kroorganismu Vv sliznici zaludku barvené témito dvéma metodami by mohl byt jasny kon-
trast Cerné barvy bakterie a zlutého pozadi barvenim Warthin-Starry, ktery u Giemsy neni
(odstin modré bakterie na modrém pozadi). Navic se metodou Warthin-Starry potahuji
mikroorganismy stiibrem, a tim plsobi ve svételném mikroskopu zvétSené. Na druhou
stranu napiiklad bunky zanétu (neutrofilni granulocyty) jsou 1épe viditelné ve tkanich bar-

venych Giemsou.
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ZAVER

Cilem této prace bylo zhodnotit shodu hodnotitelt pti kvantifikaci Helicobacter py-
lori v biopsii sliznice zaludku barvené histochemickymi specifickymi metodami Warthin-
Starry a Giemsa. Pro analyzu dat bylo vybrano 35 archivnich parafinovych bloc¢kt biopsii
sliznice zaludku SUP. Ty byly dle metodiky zpracovany a nabarveny. Poté byly tfemi na
sob¢ nezavislymi hodnotiteli kvantitativné klasifikovany a vysledky byly zaznamenany.
Statisticky za pomoci Pearsonova korela¢niho koeficientu se urcila shoda mezi hodnotiteli
u kazdé barvici metody. Shoda hodnotitelti pro kvantitativni kvalifikaci pii pouziti barvici
metody Giemsa je 68 %, a pii obarveni vzorkli metodou Warthin-Starry je 87 %. Sméro-
datnd odchylka od priméru korelaénich koeficientii shody hodnotiteld u barveni Giemsou

je 0,09 a pro barveni Warthin-Starry 0,02.

Z vyslednych hodnot je jasné patrnd vétsi shoda v kvantitativni kvalifikaci mikroorganis-
mu Helicobacter pylori u vzorkt barvenych histochemickou metodou stiibfenim (Warthin-
Starry). Dale jsme zjistily, ze toto barveni umoziuje identifikaci vyznamné vyssiho poctu

mikroorganisma H. pylori nez barveni dle Giemsa.
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PRILOHY

Piiloha A — Pracovni postup pro barveni metodou Hematoxylin-Eosin

E=& 2 FAKULTNINEMOCNICE PLZEN PPZ SUP/003/VERZE 06
EEE
Pracovni postup zkraceny SUP/003/06

Barveni Hematoxylin — Eosin

Uginnost od: 15. 4. 2019 Revize: 1x za 2 roky
¥ Petra Vopelkova . Doc. MUDr. Ondiej Daum,

Kontaktni osoba: Nadoradsks Garant: PhD.
Rozsah pusobnosti: SUP FN Pizef/Zdravotni laboranti

Po vytisténi je dokument platny jen po ozna&eni razitkem spravce dokumenti ,Kopie platna do:*,
jinak se jedna o nefizeny dokument.

Ugel:
Piehledné barveni pro parafinové fezy

Postup:

1. odparafinovat do 70% alkoholu

2. Gilliv hematoxylin — 7 min

3. diferencovat v diferenciaénim roztoku

4. prat pod tekouci vodou (zmodrani jader)
5. roztok Eosinu — 1 min

6. oplachnout v deionizované vodé

7. odvodnit, projasnit, montovat

Cely postup barveni se provede v barvicim automatu — program &. 1 na Borech, program ¢&. 7 na
Lochotiné

Vysledek barveni:

Jadra bunék modfe, kolagen riZové, hyalin rizové, fibrin Gerveng, svalovina rizovoderveng, chrupavka
modie

Priprava roztok:

Gilldv hematoxylin ( na 2 | roztoku ):

Hematoxylin S 8g

jodi€nan sodny ........cccceeveereneneen. .08g

siran, hlinity SENeERE R 7049 4
deioniZovana Voda i ittt 1420 m|

etylenglykol ................ ...500 ml

kyselina octova (I8dOVA) ..........cuveeeevirrieerecreerreeseeerseennn, 80 ml

Rozpustit hematoxylin, jodi€nan sodny a siran hlinity v destilované vodé (rozpustit kazdé zvIast a pak teprv

I e
§mlchat). Pfudat ethylenglykol, promichat. Naposledy pidat kyselinu octovou ledovou. Hematox;iin mopzno
ihned pouzit. Né.kdy viak vzhledem k tomu, Ze mliZe byt nedostategn& oxidovan, prvni 4 dny mize barvit
slabé. Pak se mlze dooxidovat pfidénim jodi¢nanu sodného v mnozstvi 10-20 mg/l.

V soutasné dobé odebirame jiz hotovy Gillav hematoxylin od firmy Merck.

Overil: Spravce dokument: Vedouci ZT/d i
F atum: Schvalildatum:
Petra Vopelkov4 Eva Kaslova Doc. MUDr. Ondfej Daum, Prim. MUDr. Petr MukenSnabl,
Naderadské K. 2740 Ph.D/ 12. 4, 2019 Ph.DJ/ 12. 4, 2019

Strana 1 (celkem 2)

Zdroj: Sikliv vistav patologie FN Plzeri



Piiloha B — Pracovni postup pro barveni metodou Warthin-Starry

FAKULTNI NEMOCNICE PLZEN

PPZ/SUP/018/VERZE 05
Imregnaé&ni metoda Warthin-Starry

Pracovni postup zkraceny PPZ/SUP/018/05

Impregnaéni metoda Warthin-Starry

Uéinnost od: 7.9. 2020 ‘ Revize: 1x za 2 roky ﬁ’
. s Prof. MUDr. OndFej Daum, X Prof. MUDr. Ondfej Daum,

Kontaktni osoba: Ph.D. , Garant: Ph.D.

Rozsah pusobnosti: SUP FN Pizef/Zdravotni laboranti a laboratorni asistenti

Po vytisténi je dokument platny jen po oznageni razitkem spravce dokumentu ,,Kopie platna do:*,
jinak se jedna o nefizeny dokument.

Ugel:
Prikaz Helicobacter pylori v parafinovych fezech

Postup:

odparafinovat

naloZit do roztoku kyseliny citronové na 5 minut

impregnovat ve 2% roztoku AgNO:s pfi 56°C (termostat) 45 minut
prat v horké vodé

prelit vyvojkou na 2-4 minuty, nutna kontrola pod mikroskopem
prat v horké vodé

odvodnit, projasnit

montovat

PN RN

Bod ¢. 1 a7 Ize provést v barvicim automatu.

Vysledek barveni:

Helicobacter pylori hnédogerné

Priprava roztok(i:

roztok kyseliny citronoveé:
deionizovana voda

2% roztok AGNQ3:
AGNOS. . sassmansssssmmss..

roztok hydrochinonu:
hydrochinon ...................... 0,15¢g
Kyseldvota: .oz, . 100 ml ( uchovavat v lednici )

roztok Zelatiny:
Zelating orocososmvnnin st e e 1259
kyseld voda...............c.....cocoeen 25 ml

vyvojka:

2% roztok AGNO3.................... 10 ml
roztok hydrochinonu........
roztok Zelatiny.............cceeevn. 25ml

! nepfipravovat predem !

vSechny roztoky se daji pfedehfat do termostatu (56°C)

VSechny ¢asy a teploty uvddéné v PPZ jsou pouze orientaéni a duleZitd je kontrola pod mikroskopem, nebot’ barveni kaZdé
tkdné je individudlini.

v : Schvalil/datum:
Spravce dokumentu: Zpracoval/dzgtgm. '
o ¢ 3 Eea Kaslova, kI.2740 Prof. MUDr. Ondfej Daum, Prim. MUDr. Petr Muken$nabl,
FeAre Vopalioi® Nacamcsia ' Ph.D./ 1.9. 2020 Ph.D./ 2.9.2020

Strana 1 (celkem 1)

Zdroj: Siklivv tistav patologie FN Plzeri



Priloha C — Pracovni postup pro barveni metodou Giemsa

FAKULTNI NEMOCNICE PLZEN

PPZ/SUP/036/VERZE 05
Giemsovo barveni sternalnich punkci

Pracovni postup zkraceny PPZ/SUP/036/05

Giemsovo barveni sternalnich punkci

Uginnost od: 28.1. 2022 Revize: 1x za 2 roky

. . Prof. MUDr. Ondfej Daum, y Prof. MUDr. Ondfej Daum,
Kontaktni osoba: PhD. Garant: Ph.D.
Rozsah plsobnosti: SUP FN Plzefi/Zdravotni laboranti a laboratorni asistenti

Po vytidténi je dokument platny jen po oznageni razitkem spravce dokumentt ,Kopie platna do:*, jinak se |
jedna o nefizeny dokument.

Ugel:
Prakaz krevnich elementd v kostni dieni v parafinovych fezech

Postup: |

. odparafinovat

. oplach v deionizované vodé

. barvit roztokem Giemsy 40 min

. oplach v deionizované vodé

 diferencovat ve 400ml deionizované vody + 8 kapek kyseliny octové do rizového zbarveni
oplachnout deionizovanou vodou

odvodnit, projasnit

8. montovat

NGB WON =

Body &. 1 - 4 Ize provést v barvicim automatu, dle pfislusného programu.

Vysledek barveni:
Jadra modra, cytoplasma rGZova, granula eosinofilnich granulocyttl Cervena, granula mastocytld tmavé

modra

Pfiprava roztoku:

Pracovni roztok Giemsy:
40 ml z&kladniho roztoku Giemsy + 360 ml deionizované vody

Zékladni roztok Giemsy:
Pouzivame hotovy roztok od firmy Merck

VSechny Casy a teploty uvddéné v PPZ jsou pouze orientaéni a duleZité je kontrola pod mikroskopem, nebot’ barveni kazdé

tkdné je individuélni.
Overil: Spravce dokumentu: Zpracoval/datum: SchvaliVdatum: -
Petra Vopelkova Naceradska, Eva Kaslova /kl.2740 Petra Vopelkova Naceradska, Prof. MUDr. Michal Michal
DiS. DiS., 20.1.2022 21.1.2022

Strana 1 (celkem 1)

Zdroj: Siklivv tistav patologie FN Plzeri



Priloha D — Protokol statistického vypoctu Wilcoxonova testu

Wilcoxon Signed-Rank, using Normal distribution (n=87.0000) (two-tailed)

Name: After minus Before

Sample average (X): 38.809524

Sample Size: 105

n: 87

Sample SD (S): 46.906842

Median: 27

Skewness: 1.535504

Skewness Shape: positive_skew

Normality: 2.139¢-8

Outliers: 180, 250

Outliers Count: 2

W-:128

W+ 3700

Ties Correction:7

Exact: false

Wilcoxon Signed-Rank, using Normal distribution (n=87.0000) (two-tailed) (validation)
The normal approximation is used. The statistic's distribution is N(1914.000,236.2582).
i =n(n+1)/4 = 87(87+1)/4, 62 = n(n+1)(2n+1)/24 - Cties = 87(87+1)(2*87+1)/24 - 7.
Z=(W- - pu + Ccontinuity)/c = (128 - 1914.000 + 0.5)/236.258.

The data contains ties, identical values, it is recommended to use the normal approximation
that uses the ties correction. Since n > 40, the tool cannot use the exact calculation.

1. HO hypothesis
Since p-value < a, HO is rejected.

The value of After minus Before's population is considered to be not equal to the Expected
difference (p0).



In other words, the difference between the value of the After minus Before and Expected
difference (p0) is big enough to be statistically significant.

2. P-value

The p-value equals 4.22995e-14, ( p(x<Z) = 2.11497e-14 ). It means that the chance of
typel error (rejecting a correct HO) is small: 4.230e-14 (4.2e-12%).

The smaller the p-value the more it supports H1.
3. The statistics

The test statistic Z equals -7.557405, which is not in the 95% region of acceptance: [-
1.9600 : 1.9600].

W-=128.00, is not in the 95% region of acceptance: [1450.9400 : 2377.0600].
4. Effect size

The observed standardized effect size, Z/\n, is large (0.81). That indicates that the magni-
tude of the difference between the value from Before and the value from After is large.

The observed common language effect size, 2W-/(n(1+n)), is 0.033, this is the probability
that a random value from Before is greater than its corresponding value from After.

Test validation

The requested test was calculated, it is likely you chose the right test.

Qutliers

Outliers' detection method: Tukey Fence, k=1.5

After minus Before contains 2 potential outliers, which is 1.90% of the observations.

Wilcoxon Sign Rank test is robust to the presence of outliers, more robust than the paired
t-test.

Zdroj: (26)



