Zdravotné Jihoceska univerzita

"‘ socialni fakulta v Ceskych Budé&jovicich

Faculty of Health University of South Bohemia
‘. and Social Sciences  in Ceské Budé&jovice

Diagnostika Helicobactera pylori pomoci
histologického a imunohistochemického
vySetieni

BAKALARSKA PRACE

Studijni program: LABORATORNI DIAGNOSTIKA

Autor: Anna Burdova

Vedouci prace: Mgr. Michala Velkova

Ceské Budéjovice 2023



Prohlaseni
Prohlasuji, Ze svoji bakalafskou praci s nazvem ,,Diagnostika Helicobactera pylori
pomoci histologického a imunohistochemického vySetreni” jsem vypracovala

samostatn€ pouze s pouZitim prament v seznamu citované literatury.

ProhlaSuji, Ze v souladu s § 47b zdkona €. 111/1998 Sb. v platném znéni souhlasim se
zvetejnénim své bakalatské prace, a to v nezkracené podobé elektronickou cestou ve
vefejné piistupné ¢asti databaze STAG provozované Jiho&eskou univerzitou v Ceskych
Budégjovicich na jejich internetovych strankach, a to se zachovanim mého autorského
prava k odevzdanému textu této kvalifikacni prace. Souhlasim dale s tim, aby toutéz
elektronickou cestou byly v souladu s uvedenym ustanovenim zakona ¢. 111/1998 Sh.
zveiejnény posudky skolitele a oponentl prace i zaznam o pribéhu a vysledku obhajoby
bakalarské prace. Rovnéz souhlasim s porovnanim textu mé bakalaiské prace s databazi
kvalifika¢nich praci Theses.cz provozovanou Narodnim registrem vysokoskolskych

kvalifikacnich praci a systémem na odhalovani plagiati.

V Ceskych Budgjovicich dne 2.5.2023 ...



Podékovani

Réda bych podékovala vedouci této prace Mgr. Michale Velkové za velmi cenné a
uzite¢né rady, za vstiicnost a trpélivost. Dékuji také celému persondlu na Oddéleni
patologicko-anatomickém Nemocnice Pisek a.s. za umoznéni prace v laboratofi.

Pod¢kovani patii i mé rodin¢ za podporu v psani bakalaiské prace.



Diagnostika Helicobactera pylori pomoci histologického a
imunohistochemického vySetreni

Abstrakt

Hlavnim tématem této bakalaiské prace je bakterie Helicobacter pylori (HP), jeji
vyskyt v zaludec¢ni sliznici a zpusob jeji diagnostiky v laboratofi pomoci histologického
a imunohistochemického vysetteni.

V teoretické c¢asti se zabyvam samotnou bakterii, jeji morfologii a hlavné
diagnostikou. Zpisobi, jak zjistit pfitomnost této bakterie, je mnoho, nejcastéjsi
rozdéleni je na invazivni testy, kam fadime histologické vySetteni, kultivaci a ureazovy
test, a neinvazivni testy, kde miizeme vyuzit sérologii a dechové testy. Popisuji zde také
anatomii a histologickou stavbu Zaludku a poté navazuji na patologii zaludku, kde jsem
se zaméfila na nejcastéj$i onemocnéni zptisobené Helicobacterem pylori, akutni a
chronické gastritidy a nddory Zaludku. Je zde zahrnut cely proces histologického
vySetfeni, od pfijmu vzorku na oddé&leni, pies fixaci s piiklady rtznych fixa¢nich
prostiedkil, k zalévani, krajeni a barveni, kde popisuji i druhy barveni, které jsou
vyuzité v praktické casti. Na konci teoretické ¢asti se zabyvam 1 tématem
imunohistochemie.

Jednim zcili praktické casti je osvojeni si zdkladniho rutinniho barveni
Hematoxylin eosin, specialniho barveni Giemsa a imunohistochemického vysetieni
antigenu pomoci polyklonalni protilatky Anti-Helicobacter pylori. Dalsim cilem je
zmapovani vyskytu infekce Helicobacter pylori dle vékovych skupin, pohlavi
vySetfovanych pacientli a ro¢niho obdobi. Stanovila jsem si dvé vyzkumné otazky, které
bych rada zodpovédéla.

Vysledky vysetieni 38 Zalude¢nich biopsii ziskanych v roce 2022 budou statisticky

zpracovany a doplnény mikrofotografiemi vybranych vzorki.

Klicova slova
Helicobacter pylori; histologie; Giemsa; imunohistochemie; zaludek; gastritida;

histologické vySetieni



Diagnostics of Helicobacter pylori using histological and

immunohistochemical examination

Abstract

The main topic of this bachelor thesis is the bacterium Helicobacter pylori, its
occurrence in the gastric mucosa, and the metod of its diagnosis in the laboratory using
histological and immunohistochemical examination.

In the theoretical part, | describe the bacterium itself, its morphology and mainly its
diagnostics. There are many ways to detect the presence of this bacterium, most
commonly divided into invasive tests, which include histological examination,
cultivation and urease test, and non-invasive, where we can use serological and
breathing tests. | also describe the anatomy and histological structure of the stomach in
this part. Then | follow up on stomach pathology, where | focused on the most common
diseases caused by Helicobacter pylori, acute and chronic gastritis and stomach tumors.
The over-all histological examination is also included, its parts being receiving the
sample to the department through fixation with examples of various fixation agents, to
embedding, cutting and staining, where | also describe the types of staining that are
used in the practical part. | also deal with the topic of immunohistochemistry.

One of the goals of the practical part is to master the basic routine Hematoxylin
eosin staining, special Giemsa staining and immunohistochemical examination of the
antigen using the Anti-Helicobacter pylori polyclonal antibody. Another goal is to map
the occurrence of Helicobacter pylori infection based on age groups, sex of examined
patients and season. | set two research questions that | would like to answer.

Results obtained in the year 2022 will be statistically processed and supplemented

with photomicrographs of selected samples.

Key words
Helicobacter pylori; histology; Giemsa; immunohistochemistry, stomach; gastritis;

hystological examination
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Uvod

Infekce, které zplsobuje bakterie Helicobacter pylori, jsou celosvétové velmi
roz§ifené, prevalence Casto presahuje 50 %. Zplisob pfenosu je mnohdy nejasny, ale jak
se zda, nejCastéj$im zpisobem je z ¢lovéka na ¢lovéka. Jisty podil na vyskytu téchto
infekci maji urcité 1 hygienické podminky domécnosti, naptiklad zivot na venkové nebo
naopak v uzavieném panelovém domé, ¢i jakkoliv kontaminované potraviny a pitna
voda.

Helicobacter pylori je spiralovita gramnegativni bakterie, ktera nejcastéji osidluje
zalude¢ni sliznici. Je pfi¢inou vzniku jak chronickych, tak akutnich gastritid a je
zatazena jako karcinogen prvni tfidy ve vzniku rakoviny zaludku. K diagnostice
mizeme vyuzit jednak invazivni, tak neinvazivni testy, kdy se miZeme setkat
s histologickym vySetfenim, ale napiiklad také s kultivaci nebo dechovym testem. Pfi
histologickém vySetfeni se daji vyuzit rizné barvici metody, ve vétSiné laboratoii je
rutinnim barvenim Hematoxylin eosin. Zda se jedna o Helicobactera pylori, nelze
jednoznaéné potvrdit pouze z morfologie. K potvrzeni ptitomnosti Helicobactera pylori
Vv Zalude¢ni sliznici se uplatiiuji specialni barvici metody, napt. Giemsa ¢i barveni
Warthin-Starry na bazi dusiénanu stiibrného. V poslednich letech je trendem
v diagnostice imunohistochemické vysetfeni antigenu pomoci primarni protilatky Anti-
Helicobacter pylori.

K 1é¢bé se nasledné pouziva kombinace riznych antimikrobidlnich latek.



1 Soucasny stav

V dnesni dobé¢ je Helicobacter pylori vniman jako celosvétovy problém. Je hlavni
pti¢inou vzniku nejen chronickych gastritid a viedd, ale i rakoviny zaludku. Odhadem
se nakazi az polovinu svétové populace (Sutton a Mitchell, 2010). Za poslednich
nékolik let je ohromujicim znakem rychle klesajici prevalence infekce H. pylori a to
nejen v zapadnim svéte, ale 1 na Dalném vychodé. Mezi predpokladané pficiny mize
patiit mensi pocet rodin, zvySena hygiena, ¢i vEtsi Casovy rozestup mezi porodem

prvniho a druhého ditéte (Tytgat, 2002).
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2 Helicobacter pylori

Historie této mikroaerofilni pohyblivé prohybané tyc¢ky je nedlouhd. Doneddvna
bylo pfedpokladano, Ze diky vysoké kyselosti nemohou v zaludku ptezit Zadné bakterie.
Az australsky mikrobiolog Marshall testoval na svém téle hypotézu, Ze i peptidicky vied
muze byt infek¢éni. Diky tomuto testovani byl objeven Helicobacter pylori, diive fazeny
mezi rod Campylobacter (Schindler, 2010). Je to prokézany karcinogen se vztahem
k nadorim zaludku (Votava, 2007).

Krom¢ Helicobactera pylori lze rozlisit i n€kolik dalsich bakterii spadajicich do
tohoto rodu. Helicobacter cinaedi, nalezen u bakterémii, které se projevili u lidi
nakazenych HIV a tuberkul6zou, Helicobater fennelliae, nebo Helicobacter heilmannii
(Votava, 2003).

2.1 Morfologie

Je to §tihla gramnegativni tyCka, ktera je Spatné barvitelna (Kramat, 2007). Ma tvar
zahnutych tycek, dlouhych az 3 um a jsou umistény v hlenu (obr. 1). Bi¢iky ma ve
form¢ trsu na jednom pdlu, které jsou na konci paliCkovité rozsitené (Bednar, 1996).
Ma velkou genetickou variabilitu, kdy nékteré kmeny mohou byt vice toxické nez jiné.
V soudasnosti je také znam kompletné cely gen této bakterie (Martinek a Spi¢ak, 2000).
Jeho specifickou vlastnosti je schopnost odolat extrémnim kyselym podminkdm zaludku

(Camilo et al., 2017).

Obr. 1 Helicobacter pylori (zdroj: Schindler,
2010)
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2.2 Kultivace

Je ristové naroény a roste na specialni padé az tfi dny. Stépi modovinu v Zaludeéni
staveé na CO2 a amoniak, ktery neutralizuje kyselinu chlorovodikovou (Schindler, 2010).
Pro jeho kultivaci se pouzivaji pidy obohacené koniskou krvi a heminem. Neroste ani za
pfitomnosti vzduchu ani v anaerobnim prostfedi. Roste pii 37 °C za 5-7 dni.
Helicobacter pylori nefermentuje ani neoxiduje a je tu vyrazna tvorba ureazy, katalazy a
oxidazy (Bednaf, 1996). Lze ho kultivovat soucasné¢ na jedné neselektivni ptidé, na
médiu s ptidavkem antibiotik a antimykotik. To se vyplaci u pacientli se snizenou
aciditou, kde odebrany vzorek miZze byt kontaminovdn kvasinkami nebo
nefermentujicimi bakteriemi. Kolonie jsou nendpadné, drobné s naSedlym povrchem,
pokud pacient predtim dostal davku antibiotik. V opa¢ném ptipadé jsou kolonie vétsi

(Votava, 2003).

2.3 Patogenita

Tato bakterie je uzce spojena s chronickou gastritidou a Zzalude¢nimi viedy.
Vyskytuje se pouze u lidi, ale byl prokazan ptivod také u kocek. Pienos probiha

pravdépodobné slinami nebo fekaln&-oralni cestou (Kramar, 2007).
2.4  Epidemiologie

Vice nez 50 % svétové populace je postizeno chronickou gastritidou, Siroce
prevlada zejména v Asii (Khan et al., 2022). Naopak pokles vyskytu rakoviny zaludku a
peptidickych viedi pokracuje v zapadni Evropé€, Spojenych statech a v Japonsku (Hooi
et al., 2017). Svétova zdravotnicka organizace (WHO) zatfadila Helicobactera pylori do

prvni skupiny jako karcinogen pro adenokarcinom Zaludku (Rowland et al., 2006).

2.5 Terapie

Helicobacter pylori je citlivy na betalaktamova antibiotika, ktera jsou bohuzel

znevyhodnéna kyselym pH, vhodné jsou proto makrolidy a nitromidazoly (Bednéf,
1996).

2.6 Prevence

V poslednich letech je nejdiskutovanéjSim zplisobem prevence rakoviny Zaludku

eradikace bakterie Helicobacter pylori, i kdyz zcela vyskytu rakoviny nezabrani
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(Cheung a Wong, 2008). Diagnostické testy, jako dechové testy nebo detekce antigenu
ve stolici, dosahuji velmi vysoké senzitivity a specifity, nevyhodou je bohuzel cena a
Casova naroCnost. Naopak sérologie je levna a na praci jednoduchd, ale s nizsi

senzitivitou a specifitou (Wu et al., 2018).

13



3 Anatomie Zaludku

Zaludek (gaster, ventriculus) navazuje na jicen jako dilatovana neboli rozsifena
¢ast travici trubice. Funguje jako rezervoar potravy, kterou pfedbézné zpracovanou
predava do tenkého stieva (Cihdk, 2013). Hlavni tulohou je piidat kysely roztok
(kyselinu solnou) a hydrolyticky enzym (pepsin) k potravé ulozené v zaludku a
pfemeénit ji v chymus (Konrddova et al., 2000). Vyznamné se podili na zajisténi stalosti
vnitiniho prostiedi a na vystavbé organismu (Stfitesky, 2001).

Nachazi se v dutiné bfis$ni pod levou brani¢ni klenbou. Je vysunuty vzhiru pod
kostru hrudniku, ma tvar zahnutého vaku slevym konvexnim okrajem a pravym
konkavnim okrajem (Cihak, 2013).

Stavbu zaludku miizeme, 1 ptes jeho proménlivy tvar, funkéni stav, polohu, pohlavi
a vek, rozdelit na tfi Casti. Misto vstupu jicnu do Zaludku neboli kardii (Ceslo),
polokulovitou ¢ast zaludku vlevo od vstupu jicnu tvofici dno zaludku — fundus, nejvétsi
stfedni Cast, corpus (t€lo) a koncovy pyloricky oddil neboli pars pylorica (Dylevsky,
2009).
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4 Histologicka stavba zaludku

Zaludecni sténa se sklada ze sliznice, podslizni¢niho vaziva, zevni vrstvy svalové a

Z povlaku pobftisnice neboli serdzy (Vacek, 1995).

4.1 Sliznice

Vrstva sliznice je pfiblizné 1 mm vysoka a pokryta 100-200 pm silnou vrstvou
hlenu. Ten se sklada ze dvou typti mucinu, které se nachazi ve vrstvach a tvofi povlak,
ktery chrani epitel pted slozkami zaludecnich §tav, které by mohly povrch zaludku
poskodit (Liillmann-Rauch, 2012). Je Sed€ riizové az nacervenalé barvy (Dylevsky,
2009).

Sliznice v zaludku je rozdé¢lena ryhami v lehce se vyklenujici mala policka, ktera
jsou roz¢lenéna na ¢etné prohlubeniny, tzv. zalude¢ni jamky. Povrch Zaludeéni sliznice
vystyla jednovrstevny cylindricky epitel. Zalude&ni jamky nejsou v jednotlivych ¢astech
zaludku stejné, v kardii je nachdzime Siroké a méelké, v pyloru naopak hluboké a uzké a
v téle se smérem od kardie k pyloru prohlubuji a zuzuji. Do jamek usti jednotlivé
zaludec¢ni zlazky (glandulae gastricae propriae), které rozeznavame dle ¢asti zaludku na
zlazky kardie, téla a pyloru. V kardii nachazime jednoduché aZ rozvétvené tubuldzni,

mucindzni zlazky (Vacek, 1995).
4.1.1 Zlazy

V Zaludku nachazime dva typy Zlaz, a to zlazy Zaludec¢ni, které produkuji zakladni
slozky zalude&ni §tavy, a hlenové Zlazy, které tvoti hlen chranici povlak sliznice. Zlazy
zalude¢ni jsou tvofeny Ctyfmi zakladnimi druhy bunék (Dylevsky, 2009).

Buniky hlavni vystylaji télo a dno zlazek a produkuji pepsin, enzym Stépici
bilkoviny (Dylevsky, 2009). Vyskytuji se v basélnich castech Zlazek a maji charakter
bunék syntetizujicich a secernujicich proteiny. Jejich cytoplasma je vyrazné basofilni.
Produkuji také lipazu a hormon leptin (Vajner et al., 2017).

Kryci buiiky se vyskytuji nejvice na ptechodu krcku a téla zaludecnich Zlazek.
Také se podileji na tvorbé kyseliny chlorovodikové (Dylevsky, 2009). Jsou vsunuty
mezi mucinozni buiiky kréka. Jsou vEtsi neZ okolni bunky a nasedaji zevné na ostatni
burniky. Maji tvar pyramidy a jsou sférické o praiméru 20-30 um. Obsahuji jedno nebo
dvé centralné ulozend sféricka jadra, cytoplasma je eosinofilni. V klidové fazi jsou na

povrchu bunky vyvinuty c¢etné mikroklky, pod bunéénou membranou nachézime
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tubuvesikuldrni struktury. Pokud je bunka stimulovand, dojde ke splynuti
tubuvesikularnich struktur s bunéénou membranou a pocet mikroklkt se zvysi (Vajner
etal., 2017).

Buiikky krc¢ki produkuji hlen a obnovuje se znich epitel Zalude¢ni sliznice
(Dylevsky, 2009). Vyskytuji se jednotlivé nebo v ostriivcich mezi krycimi buinikami
Vv krcécich zlazek. Maji nepravidelny tvar a jadro je ulozeno u base buiky. Sekre¢ni
granula jsou mensi; sféricka nebo ovoidni jsou PAS pozitivni (Vajner et al., 2017).

Jednobunécny typ bunék jsou bunky endokrinni, jsou to buniky s vnitini sekreci a
vylucuji do krve rizné hormony (Dylevsky, 2009).

Nediferencované kmenové buniky nejsou pfili§ ¢etné, nachazeji se v oblasti krc¢ka
zlazek. Jsou cylindrické, nepfili§ vysoké, jejich velka, svétla, ovalna jadra jsou uloZena
Vv blizkosti base bun¢k. Vykazuji vysokou mitotickou aktivitu. Tyto bunky Ziji pouze 3
az 7 dni (Vajner et al., 2017).

4.2  Podslizniéni vazivo

Pod sliznici nachazime silnou vrstvu podslizni¢niho vaziva s pletenémi cévnimi a
nervovymi (Vacek, 1995). Podslizni¢ni vazivo je fidké a umoziuje sliznici posouvat se

pfi zménach naplné a pti zalude¢nich pohybech (Cihak, 2013).
4.3  Zevni vrstva svalova

Sklada se ze tii vrstev: vnitini, stfedni a zevni. Vnitini vrstva se sklad4 ze snopct,
které¢ probihaji Sikmo, vrstva stfedni je kruhovité uspofadéna a zevni vrstva probiha
podélné (Vacek, 1995). Svalovina umoziuje ménit tvar zaludku diky napéti a pfi

naplitovani zaludku vykonava peristaltickou a peristolickou ¢innost (Cihak, 2013).
4.4  Seroza

Serozni vrstva pokryva Zaludek. Jedna se o vazivovou blanu, ktera je stejna jako
vnitini list peritonea, na stran¢ stocené do dutiny bfiSni je pokryta jednovrstevnym
plochym epitelem (Vacek, 1995). Povlak tvofi hladka, leskla pobtisnice, kterd prechazi
z malé a velké kurvatury ve dvojlist malé a velké predstény (Cihak, 2013).
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5 Patologie Zaludku a onemocnéni zpusobena H. pylori

Pii infekcich Helicobacter pylori dochazi k rozvoji akutnich gastritid, u kterych se
zejména projevuje nauzea, zvraceni ¢i bolest v epigastriu. U vétSiny lidi zpasobuje

antralni gastritidu (Martinek a Spi¢ak, 2000).
5.1 Poruchy sekreéni innosti

Mezi tyto poruchy patii hyperacidita, kdy je zvySena kyselost Zalude¢ni §tavy.
Hypacidita je jejim opakem, nachéazi se zde sniZzena kyselost zaludecnich $tav. Dale
mezi sekre¢ni poruchy muze patfit achlohydrie, kdy chybi kyselina soln4 v zalude¢ni

Stave, nebo achylie, kdy dochézi k Gtlumu sekrece zalude¢ni st'avy (Stritesky, 2001).
5.2 Peptidické viedy

V soucasné dob¢ je Helicobacter pylori povazovan za jeden z divodt vzniku viedu
v zaludku i vduodenu. Pokud se po eradikaci neboli vymyceni bakterie snizi
pravdépodobnost recidivy viedu na minimum, je to dikaz, Ze hlavnim faktorem vzniku

viedu je H. pylori (Martinek a Spicka, 2000).
5.3 Gastritida

Pokud je pacient infikovan, miize mit n€kolik forem zanctu zaludku, nejcastéji
gastritidu B neboli chronickou superficialni antralni gastritidu. Helicobacter pylori je
casto spojovan i s Ménétrierovou chorobou a vznikem hyperplastickych Zalude¢nich
polypti (Martinek a Spi¢ak, 2000). Z gastritidy se poté miize vyvinout viedova choroba
nebo zhoubny nador (Povysil a Steiner, 2011).

5.3.1 Akutni gastritida

Tento typ gastritidy se projevuje kratkodobym pribéhem a spontdnnim hojenim.
Vznikat mohou po siln¢ kofenéném jidle ¢i alkoholu, nebo po pusobeni nekterych 1€k,
naptiklad protinadorovych. Mezi dal$i faktory miiZze patfit koufeni, stres nebo infekce
postihujici organismus. Sliznice zaludku je pfekrvena nebo edematdzni s vyskytem
drobnych erozi. Lze nalézt hyperémii, ¢asto vznikaji povrchové slizni¢ni eroze, které se
rychle hoji pomoci zvySené aktivity progenitorovych bunék v oblasti krc¢kl zlazek

(Povysil a Steiner, 2007).
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5.3.2 Chronicka gastritida

Chronicky typ gastritidy se vyznacuje vyskytem chronickych zanétlivych zmén na
zalude¢ni sliznici. V budoucnu muze vést k atrofii zalude¢ni sliznice, ke vzniku
intestindlni metaplazie nebo ke zvySenému riziku vzniku karcinomu. Mezi
mikroskopické zmény pii chronické gastritidé patii intenzivni zanétliva celulizace
lamina propria mucosae. Byvaji pfitomny mononukleary a pfi aktivit¢ zanétu hlavné
neutrofilni granulocyty. Pii vzniku chronické gastritidy se uplatituje predevSim
Helicobacter pylori, dale 1éky, chemikalie, radiaéni zateni ¢i mechanické drazdéni
(Povysil a Steiner, 2007).

Pokud na zalude¢ni sliznici dochazi k vyraznému ubytku bunék, nastava atrofie. Na
té se podili snizenad aktivita progenitorovych bunék. Dochéazi k redukci, nebo az
Kk vymizeni Zldzové vrstvy a ke zmnoZeni vazivového stromatu (Povysil a Steiner,
2007).

Pii intestinalni metaplazii dochazi K nahradé epitelu zaludeéni sliznice pomoci
epitelu stfevniho typu. RozliSujeme metaplazie kompletni a nekompletni. Kompletni
metaplazie napodobuje sliznici tenkého stieva. Nekompletni metaplazie, kde jsou
pfitomné hlenotvorné bunky, se déli na typ II, kde jsou pfitomny pohdrkové buiiky,
které obsahuji sialomuciny, a hlenotvorné epitele obsahujici neutrdlni hlen nebo
sialomuciny. Typ III je charakterizovan nepravidelnymi vétvicimi se kryptami, které
jsou tvoteny cylindrickymi bunkami produkujici silfomuciny a poharkovymi buitkami,

které produkuji sialomuciny nebo sulfomuciny (Povysil a Steiner, 2007).
5.4 Nadory Zaludku

5.4.1 MALT (mucosa-associated lymphoid tissue)

Mezi nejcastéjsi nadory zaludku patii karcinomy, poté maligni lymfom, jenz je bud’
primarni, nebo sekunddrni, a pravé ty primdrni, které jsou nehodgkinského typu,
vychézi ze zaludku. V této skupiné pfevazuji lymfomy B-fady, zejména extranodalni
maligni lymfom typu MALT, ktery vznika v okoli chronické helikobakterové gastritidy.
Nédor je tvofen pfevazn€ mensimi bunikami a nadorové bunky pronikaji do epitelovych
struktur sliznice. Z lymfomu typu MALT miize vzniknout i diftzni velkobunécny B-
lymfom, kdy ptevazuji velké lymfoidni bunky a nador je vysoce maligni (Povysil a
Steiner, 2007). Prvni volbou pii 1é¢bé lymfomu v &asnych stadiich je eradikace
Helicobactera pylori (Violeta Filip et al., 2018). Umoziuje utlum lymfomu u 60 % az

18



90 % nemocnych (Floch et al., 2017).

5.4.2 GIST (gastrointestindlni stromdlni tumor)

Tento neepitelovy nador ma primitivni vztah k mezenchymovym kmenovym
bunkam a buiikam Cajalovym, které se nachazi v tunica muscularis. Nador tvoii ve
sténé zaludku uzel, sliznice nad nadorem se muze jevit neposkozena. Nador posuzujeme

dle velikosti a podle mitotické aktivity nadorovych bunék (Povysil a Steiner, 2007).
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6 Diagnostika Helicobactera pylori

K diagnostice bakterie Helicobacter pylori mizeme pouzit testy, které se déli na

invazivni a neinvazivni, podle toho, zda potiebujeme endoskopické vysetieni (Martinek

a Spic¢ak, 2000).
6.1 Neinvazivni metody

Kromé sérologie a dechového testu lze k analyze Helicobactera pylori zatadit testy
ze slin &i stolice (Martinek a Spi¢ak, 2000).

6.1.1 Sérologie

U této neinvazivni metody se obvykle vysetiuji protilatky tfidy IgG enzymovou
imunoabsorpéni eseji neboli ELISA. Neukazuje aktualni stav infekce a mulze zlstat
pozitivni 1 n€kolik let po provedeni Uspésné 1écby. Setkat se lze i s faleSné€ pozitivnimi
vysledky, a to zejména u déti ¢i imunokomprimovanych osob. Tato metoda je vhodna
pro epidemiologické studie nebo kdyz se vyhledava HP v roding, kde mél pacient tézky
priibéh choroby, ktera byla vazana pravé s HP (Martinek a Spi¢ak, 2000). Vyhodou
sérologickych testl je, Ze nejsou ovlivnény predchozim uzivanim antibiotik (Tonkic et

al., 2018).

6.1.2 Dechovy test

Dechovy test je zlatym standardem s vysokou senzitivitou a specifitou (Tonkic et
al., 2018). Tento test ma nejvyssi specifitu a senzitivitu. Provadi se, pokud neni uréeno
endoskopické vysetieni. Je to nejvhodngjsi test pti kontrole eradikace 1é¢by, zda byl
puvodce nemoci zcela vymycen. Test se provadi 4 tydny po ukonceni 1écby, protoze
muze byt faleSné pozitivni 4-6 tydni po skonceni 1€€by antibiotiky nebo inhibitory.
V Ceské republice lze test provést na nékolika pracovistich, nebo provést odbér

v ordinaci lékafe a zkumavku poslat na misto kone¢né analyzy (Martinek a Spicak,
2000).

6.1.3 Detekce antigenu ve stolici

Tato metoda nam detekuje pFitomnost bakterie Helicobacter pylori ve vzorku
stolice. Pouzivaji se metody =zalozené na enzymové imunoanalyze a na

imunochromatografickém testu, kdy se vyuzivaji monoklondlni nebo polyklonalni
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protilatky. Test je levny, vysoce citlivy a specificky (Shimoyama, 2013).
6.2 Invazivni metody

6.2.1 Histologie

Histologie patifi mezi nejcastéji vyuzivané diagnostické metody. Vyhodou tohoto
vySetieni je zhodnoceni aktivity zanétu a posouzeni zmén sliznice zaludku. Poté ho lze
zvyraznit nékolika zptisoby barveni, jako je stfibfeni, ale i zakladni hematoxylin eosin.
Jeho senzitivita a specifita zavisi pravé na typu barveni (Martinek a Spicak, 2000).
Giemsovo barveni, jedna z nékolika dalSich technik, se stalo nejpouzivangj$i metodou
pro diagnostiku Helicobactera pylori, protoze je levné, reprodukovatelné a snadno
proveditelné (Tonkic et al., 2018).

6.2.2 Uredzovy test

Princip spocivd ve zméné zbarveni pH indikdtoru pfi rozkladu mocoviny na
amoniak a oxid uhli¢ity, protoZze amoniak zptisobi zvyseni pH, a tudiz dojde ke zbarveni
pH indikatoru. Odebiraji se nejlépe dvé biopsie (z antra a téla Zaludku), které se umisti
do pfipravenych platicek nebo zkumavek s médiem. Negativni vysledek se prohlaSuje
béhem 24 hodin, pokud nedojde ke zmén¢ barvy, u pozitivnich pacientli je vysledek
znam do nékolika minut (Martinek a Spi¢ak, 2000).

6.2.3 Kultivace

Tento zplisob diagnostiky se kviili narocnosti a vysoké cené nevyuziva. K urovani
rezistence bakterie na antibiotika se vyuziva pokud selhala eradika¢ni kura (Martinek a
Spi¢ak, 2000). Pouzivaji se selektivni média, jako je Pylori agar, Columbia agar

s koniskou krvi a antibiotickym doplitkem (Tonkic et al., 2018).
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7 Teorie histologického vySetieni

7.1 Odbér materidalu

Cilem celého procesu histologického vysetieni je stanoveni klinické diagnozy.
Pouziva se material bud’ z mrtvého organismu neboli nekropsie pii pitvé, nebo u zivého
materidlu pii biopsii. Dba se na to, aby byl vzorek odebran co nejrychleji a nejSetrnéji,
proto se témito okolnostmi tidi riizné zpisoby odbéru (Jirkovska, 2006).

Nejobvyklejsim zplisobem je excize neboli vyfiznuti vzorku. Provadi se ostrym
nastrojem, nejlépe skalpelem ¢i ziletkou. Pouziva se jak pii bioptickém odbéru ci
peroperacni biopsii, tak pii nekroptickém odbéru, kdy je béhem pitvy lepsi pfistup
k jednotlivym organtim (Jirkovska, 2006).

Pfi punkci neboli nabodnuti, se pouzivd dutd jehla jako odbérovy néstroj. Lze
odebrat valecek tkané, napt. z ledvin, jater ¢i lymfatickych uzlin. Pfi kyretazi, kdy se
pouziva draténa klicka s rukojeti neboli kyreta, se seSkrabava povrch sliznic a ziskava
se vzorek povrchového epitelu. Podobn¢ se da ziskat vzorek aspiraci z dutych organt,

jako je déloha nebo zaludek. Z té€zko pfistupnych mist, jako je jicen, zaludek, tlusté a

vvvvvv

7.2 Fixace

Po odebrani vzorku je nutné zachovat jeho strukturu a barvitelnost, a proto se ihned
po odbéru fixuje. Nadobka, kde se nachazi nejméné 20krat vice roztoku, néz je objem
vzorku, se oznaci Stitkem s udaji pacienta. S naddobkou je nutné vyplnit privodni list
k zasilce (Jirkovska, 2006).

Utelem fixace je vysrazeni (denaturace) bilkovin protoplazmy bundk a tkani
fixaénimi prostfedky, které zabranuji samovolnému rozkladu tkan€. Denaturace by méla
byt jak rychla, tak pfedevsim Setrnd, aby byla zachovana struktura tkdné jako za Ziva.
Kromé zachovani struktury, by fixacni prostfedky mély zachovéavat barvitelnost dané
tkan¢ a rychle do ni pronikat. Fixac¢ni prostfedky mame bud’ chemického, nebo

fyzikalniho pivodu (Vacek, 1996).
7.3 Fyzikdlni fixacni prostiedky

Tyto fixacni prostfedky jsou v laboratofi malo pouzivané. Vyuziva bud’ teplo, nebo

rychlé vysuSeni tkané za nizké teploty. Nékdy je vyuzivéna fixace varem, napf. ke
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koagulaci bilkovinného obsahu ledvinovych kanalkd. Tato metoda je nedokonala a vede
k poruseni struktury tkané (Vacek, 1996).

V poslednich letech se vyuziva také mikrovinné zafeni. Vyhodou je rychlé
pusobeni na cely vzorek, kdy fizeny ohiev v mikrovinné troubé (45-55 °C) jemn¢

denaturuje bilkoviny vzorku (Jirkovska, 2006).

7.4  Chemické fixacni prostiedky

Chemické prostiedky jsou nejvyuzivangjsi prostiedky pro snadnou piipravu a
jednoduché provedeni fixace. Vyuziva se bud’ roztok, nebo rizné chemické slouceniny

anorganické ¢i organické povahy (Vacek, 1996).
7.5 Formol

Formaldehyd vznika fedénim paraformaldehydu a poskytuje 40% nasyceny roztok.
Pro tento roztok se uziva obecny ndzev 100% formol. V laboratofi se skladuje
v tmavych lahvich s vrstvou namletého uhli¢itanu vapenatého na dné. Takto ulozeny
formol se poté fedi na roztoky o koncentracich 10-25 %. Kitedéni se vyuziva
fyziologicky roztok nebo pufr (Jirkovska, 2006). Na Oddé€leni patologicko-
anatomickém, Nemocnice Pisek, a.s., kde bude zpracovana prakticka cast této
bakalafské prace, se ke zfedéni pouziva voda.

Je to bezbarva tekutina drazdivého zépachu a pfi styku s kiizi zplisobuje ztvrdnuti

pokozky ¢i ekzémy (Vacek, 1995).
7.6 Kyselina pikrova

Kyselina pikrova neboli trinitrofenol, je praskovita latka zbarvend do Zluta. Lze
vytvofit napt. Bouinovu nebo Gendreovu tekutinu. Vzorky s touto tekutinou dobie

zachovavaji polysacharidy (Jirkovska, 2006).

7.6.1.1 Slouceniny téZkych kovii

Pouzit mizeme sublimat neboli chlorid rtutnaty, tvotici Zenkerovu tekutinu, kde je
pfitomen dvojchroman draselny, nebo Hellyho tekutinu. Rtutové sraZeniny, vznikajici

béhem fixace, se odstranuji jodovanim (Jirkovska, 2006).
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7.6.1.2 Organické kyseliny

Z téchto kyselin se pouzivad ledova kyselina octovd a kyselina trichloroctova

(Jirkovska, 2006).

1.7 Zalévani

Ke spravnému histologickému vysetieni je zapotiebi odebrany vzorek nakrajet na
fezy tenké 4-8 um. Pfedtim se vzorek zalije do parafinu, kde dojde k prosyceni
odvodnéné tkan€ rozehtatym parafinem pfi teploté cca 55 °C. Parafin vyborné vyplni
vSechny Stérbiny ve tkani, a proto jej mizeme krajet do tenkych fezii. Zalévani do
parafinu je nejjednodussi a nejrychlej$i metoda zalévani, jelikoz parafin je snadno
dostupny. Bohuzel se nehodi na zalévani tkani, které maji tuzsi konzistenci, jako jsou
kosti nebo chrupavky, a proto se na tyto tkané pouziva napt. celoidin.

Zalévaci média se déli na rozpustnd a nerozpustnd a jejich pouziti se fidi
Charakterem vzorku a tim jaké budou pouzity barvici metody pro zviditelnéni struktur

tkané (Jirkovska, 2006).

7.71.1 Média rozpustnd ve vodé

Do téchto médii zalévame v ptipadech, kdy nesmi dojit ke styku tkang
s organickymi rozpoustédly, jako je benzen nebo xylen (Vacek, 1996). Pouzivame je
tehdy, kdyz dochazi pti pouziti média ve vode nerozpustného k nezadouci extrakci tuk

z tkan&. Mezi tato média patii naptiklad Zelatina, pryskyfice a vosky (Jirkovska, 2006).

7.71.2 Média nerozpustnd ve vodé

Pii zalévani pomoci nerozpustnych médii se vyuzivd naptiklad parafin, celoidin
nebo ve vodé€ nerozpustné pryskyfice. Pied zalitim jednim z téchto médii se provadi dva
zékladni postupy, odvodnéni a prosyceni vzorku intermediem. Pii odvodnéni se
nahrazuje voda ve tkani odvodiovacim médiem, nejcastéji vzestupnou alkoholovou

fadou. Poté se pouziva intermedium, které nahradi alkohol ve vzorku (Jirkovska, 2006).

7.1.3 Zalévaci a odvodiiovaci automaty

Samotné zalévani je velmi cCasové ndrocny proces, kdy se zpracovava velké

mnozstvi materialu, a proto je vyhodné vyuzit odvodnovaci automaty (Jirkovska, 2006).
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7.8 Krdjeni

Dalsim krokem ke stanoveni diagnézy a spravnému vytvoteni histologického
preparatu, je krajeni, které je zprostfedkované mikrotomem. Ten je pfipevnén na
pevném podstavci, na kterém jsou namontované dal$i soucasti. Podle toho, jakou
tloustku fezu pottebujeme, si navolime pomoci mikrometrického Sroubu. Ke krajeni se
pouzivaji noze z tvrdé oceli, nebo ziletkové noze. Rozeznavame dva typy mikrotomi,
sankovy a rotacni, kdy sankovy se pohybuje proti bloc¢ku, tzv. po sanich. U rota¢niho
zUstava niiz nehybny. U zmrazeného vzorku je pouzivam kryostat, ktery je zamontovan
vV mrazivém boxu. Nafezané vzorky se poté napinaji, nejlépe na vodni hladiné nebo se
pienesou na suché sklicko kde se pod néj nakape destilovana voda. Poté se jen ususi

v susarn¢ (Jirkovska, 2006).
7.9 Barveni

Nejdiive se pouzivala ptirodni barviva pouzivana k barveni textilnich vlaken, napf.
indigo, karmin nebo Safran. V dnes$ni dobé€ jsou pfipravovana pomoci chemické syntézy,

aby bylo dosazeno kvality (Jirkovska, 2006).

7.9.1 Hematoxylin eosin

Vyuziva kombinaci dvou barviv, zasadit¢tho hematoxylinu a kyselého eosinu.
Hematoxylin je pfirodni barvivo, které samo nema barvici vlastnosti. Ziskava se az
oxidaci, ktera z n&j vytvoii hematein. Po pfidani moftidla se vytvoii komplex, ktery vaze
bazofilni struktury (Jirkovska, 2006).

Eosin v kombinaci s hematoxylinem je schopny barvit cytoplasmu bunék a

mezibunécnou hmotu pojiv (Jirkovska, 2006).

7.9.2 Giemsa

Barveni Giemsa se pouZziva k barveni krevnich natérd a ke zndzornéni nékterych
bakterii a vird. Do odstini ¢ervené znazoriuje acidické struktury a do purpurové az

modré bazické struktury (Kobilkova a Siracky, 1990).

7.10 Montovani Fezi

Pomoci montovaciho média se instaluji na projasnéné tezy kryci sklicka. Média

maji v zasad¢ stejny index lomu jako sklo, aby nedochdzelo k nezddoucim optickym
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efektim. D¢li se na ve vod€ rozpustnd a nerozpustna. Pouzivaji se média na bazi

pryskyfic nerozpustnych ve vodé¢ (Jirkovska, 2006).

7.11 Mikroskopovdni

Mikroskop je pfistroj, ktery se pouziva ke zvétSeni obrazu predméti, aby byl vidét
pouhym lidskym okem. D¢li se na svételné a elektronové, kdy svételny mikroskop

zobrazuje objekty v oblasti viditelného svétla, cca 400-760 nm (Jirkovska, 2006).

26



8 Imunohistochemie

Principem imunohistochemickych metod je vazba protilatka na antigen a jeho
vizualizace pomoci detekénich systému na zakladé¢ vazby enzym-substrat (obr. 2).
Vyuzivaji se k vySetfeni exprese makromolekul v fezech formolem fixovanych a do
parafinu zalitych. Také slouzi ke stanoveni diagnézy ¢i urCeni progndzy. Barevny

produkt je poté hodnocen ve svételném mikroskopu (Zamecnik, 2019).

8.1 Antigen

Antigenem se rozumi makromolekularni latka, kterou imunitni systém rozpoznava
jako cizi. Muze byt ptirodniho nebo syntetického piivodu. Aby mohl vyvolat imunitni
odpovéd’, musi mit urcité vlastnosti a byt kompletni, ten se poté nazyva imunogen.
Naopak nekompletni, hapten, sice mize reagovat s protilatkou, ale nevyvold imunitni
odpovéd (Gomolcak, 1997). Antigeny, které se imunohistochemicky prokazuji, jsou
vétSinou soucasti tkani a buné€k, ale kromé nich lze stanovit i cizorodé latky, naptiklad

viry a bakterie (Zamecnik, 2019).
8.2 Protilatka

Jedna se o latky v séru, které plsobi proti mikrobim a jinym cizim latkdm
Vv lidském téle. Z chemického hlediska se jedna o glykoproteiny. Je to dvojvazebna
molekula, kterad se sklada ze dvou lehkych a dvou tézkych fetézcl vzajemné propojené
disulfidickymi mistky. Na molekule se nachéazi i vnitini vazby, které tvoii shluky,
domény. Cela molekula imunoglobulinu ma N— konec, uréeny skupinou NH2 a C—
konec, ur¢end COOH (Gomolcak, 1997).

8.2.1 Primarni protildtky

Jsou to prvni protilaitky v pofadi, které jsou aplikované na tkan pfi
imunohistochemickém vySetfeni. Vyuzivaji se bud’ monoklonalni nebo polyklonalni

(Zamecnik, 2019).
8.2.1.1 Monoklondalni protilatky

Tyto protilatky reaguji s jednim epitopem antigenu. Pfi jejich vyrobé se vyuziva
schopnost bud’ plazmatickych bunék nebo transformovanych B lymfocyti produkovat

specifické protilatky (Zamecnik, 2019).

27



8.2.1.2 Polyklondlni protilatky

Jsou to protilatky produkované po imunizaci zvitete. Je nutno je z krve izolovat,
vycistit, odstranit protilatky, které reagujici zkiizené s jinymi antigeny, zkoncentrovat a
oveftit si specifitu protilatek (Zamecnik, 2019).

Protilatka Anti-Helicobacter pylori se pouziva pii identifikaci infekce Helicobacter
pylori v gastritidé a rakoviné zaludku (Jonkers et al., 1997). Tuto protilatku je mozné
pouzit ke znaceni fezil, které jsou zalité v parafinu a fixované ve formalinu. Je nutné
nafezat vzorky na piiblizn¢ 4 um. Pokud je Helicobacter pylori ptitomny v infikované

gastrickém epitelu, zobrazuje apikalni zabarveni bunék membrany (Dako, 2013).

8.3 Imunohistochemické vysetieni

Ukrojené fezy z formolem fixované tkané zalité do parafinového bloku, jsou
deparafinovany a postupn¢ zavodnény pomoci roztokli se snizujici se koncentraci
etanolu az do destilované vody (Zamecnik, 2019).

Po zavodnéni pfichazi na fadu demaskovani, pfi némz se zpfistupni antigenni
epitop pro primarni protilatku a Ize ho provést riznymi zplisoby, napiiklad varem ve
vodni 1azni v pufrech, které maji rozdilné pH, jeZ je urené typem pouZité primarni
protilatky dle specifikace vyrobce (Zamecnik, 2019).

Poté, co se demaskuje antigenni epitop, je zapotiebi zablokovat potencionalni
zbytkovou endogenni aktivitu enzymu, kdy enzymem byva nejcastéji peroxidaza. Pokud
by se aktivita nezablokovala, neni mozné odlisit pozitivitu zpisobenou vazbou primarni
protilatky od endogenni peroxidazové aktivity, a tudiz by mohlo dojit k falesné
pozitivnimu vysledku (Zamecnik, 2019).

V pritomnosti antigenu ve tkani dojde k vazbé primarni protilatky na antigenni
epitop, proti kterému byla vytvotena. Je dilezité pouZzit spradvnou koncentraci protilatky
a vhodné prostiedi, které zahrnuje spravnou teplotu, pH, iontovou silu pufru i vlhkost
inkubac¢niho prostfedi. Po celou dobu vazby antigen-protilatka je nutné udrzovat stalé
prostfedi, aby nedoslo k uvolnéni protilatky. Aby Sla vazba pozorovat v mikroskopu,
musime Ji Vvizualizovat detekénimi systémy, kdy lze pouzit vicekrokové nebo
jednokrokové aplikace sekundarni protilatky. Ty jsou polyklonédlni a vazi se na vice
epitopt. Vyrabény jsou proti mysim ¢i krali¢im imunoglobulinim (Zamecnik, 2019).

Pomoci aplikace substratu a kosubstratu a jeho pfeménou reakce enzym-substrat

vznikne barevny produkt. Aby se dalo Iépe orientovat ve tkani, 1ze jadra bun¢k dobarvit
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hematoxylinem (Zame¢nik, 2019).

Obr. 2: Vicekrokové detekéni  systémy

v imunohistochemii. (Zdroj: Zamec¢nik, 2019)

8.3.1 Hodnoceni vysledkii

Hodnotit 1ze lokalizaci pozitivity ve tkani ¢i bunce. V ¢astech bunék lze hodnotit
expresi molekul napfiklad v jadrech bunék, cytoplazmé nebo na bunécnych
membrandch. Dilezitou roli u nékterych ptipadd hraje i procento nadorové populace,
proto I1ze hodnotit procentudlni zastoupeni nadorovych bun¢k, které exprimuji antigen,

ktery stanovujeme (Zamecnik, 2019).
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9 Cile prace a vyzkumné otazky

9.1 Cile prace

Cilem této bakalaiské prace je porovnani pouzitych metod vySetieni Hematoxylin
eosin, barveni Giemsa a imunohistochemického vySetfeni antigenu pomoci primarni
protilatky Anti-Helicobacter pylori a jejich osvojeni. Dal§im cilem je zmapovani
vyskytu Helicobactera pylori v souboru vySetifovanych pacienti za dané obdobi

(v€kové skupiny, pohlavi zkoumanych subjekta s piihlédnutim k rocnim obdobim).
9.2 Vyzkumné otdazky

Je specialni barveni dle Giemsa dostatecné citlivou a snadno pouzitelnou metodou
v detekci pritomnosti Helicobactera pylori v rutinni diagnostice?

Poskytuje barveni dle Giemsa srovnatelné vysledky jako imunohistochemicka
metoda pomoci protilatky Anti-Helicobacter pylori kidentifikaci této bakterie

v histologii?
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10 Metodika prace

10.1 Charakteristika vyzkumného souboru

Prakticka ¢ast mé bakalarské prace byla provedena na Oddéleni patologicko-
anatomickém v Nemocnici Pisek, a.s. VSe bylo provedeno pod dohledem vedouci této
bakalaiské prace, Mgr. Michaly Velkové pifi dodrzovani danych bezpecnostnich
pravidel. Ve zkoumaném souboru jsou zahrnuty vSechny zalude¢ni biopsie vykazujici
znamky zanétu, které byly vySetiené béhem roku 2022 a zpracovany na Oddé€leni
patologicko-anatomickém. Vzorky byly zpracovany nejdiive histologicky, kdy se
fixované parafinové bloky obarvily zakladnim barvenim Hematoxylin eosin. Pokud po
mikroskopickém hodnoceni vykazovaly vzorky Zalude¢ni biopsie zndmky zanétu, byly
zhotoveny dva preparaty, kdy se prvni obarvil metodou dle Giemsa a u druhého se

provedlo imunohistochemické vySetieni antigenu pomoci protilatky Anti-Helicobacter

pylori.
10.2 Odbér a transport na Oddéleni patologicko-anatomickém

Odbér vzorkt je provadén odbornym persondlem Nemocnice Pisek, a.s., nejcastéji
na centralnich operacnich salech, popf. specializovanych ambulancich. V piipadé této
bakaléiské prace se odbér vzorkli uskutecnil v gastroenterologické ambulanci béhem
endoskopického vykonu. Odebrané vzorky tkané byly ihned po odbéru vloZeny do
oznac¢ené nadoby s fixaéni tekutinou (obr. 7), vtomto pfipadé se jednalo o 10%
neutrdlni pufrovany formalin. Transport odebranych vzorkti probiha v pravidelnych
intervalech, a to nejCastgji jedenkrdt za den, v odpolednich hodinidch sanitafem

Patologie.

10.3 Prijem vzorku v laborato¥i

Oddéleni patologicko-anatomické Nemocnice Pisek, a.s., sidli vjizni casti
nemocni¢niho aredlu. Pfijem vzorkl probihd v ptizemni ¢asti budovy, ktera navazuje na
laboratorni trakt. Laborant odd¢€leni, ureny pro dany den pro piijem vzorki, pievezme
doruceny material od sanitafe. Pokud oznacena nadoba se vzorkem tkan¢ a privodni list
obsahuji vSechny potiebné informace viz Laboratorni pfirucka Patologie, je tento
vzorek oznacCen laboratornim ¢islem a informace z priivodniho listu vlozeny do

laboratorniho informac¢niho systému (LIS).
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10.4 Priprava vzorku pied barvenim

Pfijaté vzorky jsem slékafem nejprve prikrojila v odvétrdvaném boxu na
ptikrajovacim pracovisti D-LAB 1650 od firmy Bamed s.r.o. (obr. 8). Lékar (patolog)
jednotlivé vzorky makroskopicky popsal (vzhled, rozméry, pocet odebranych a
zpracovanych tkanovych CasteCek) a ur€il postup provedeni a barveni. Popis jsem
zapsala na privodni list a do laboratorniho informacniho systému. Ptikrojené tkanové
castecky jsem vlozila do vhodnych umélohmotnych ¢i kovovych kazet, které jsem
musela predtim oznalit laboratornim c¢islem. Kazety jsem uzaviela a vlozila do
kovového kose a uzaviela vikem. Poté jsem vzorky oplachovala pod tekouci vodou 10
minut.

Po uplynuti této doby jsem koS$ s kazetami vlozila do standardniho vakuového
tkanového procesoru (autotechnikon) RVGI1, TP-300 od vyrobce Intelsint srl (obr. 9).
Nastavila jsem program dle F-PAT-054 Programovaci pracovni list — tkanovy procesor
a nasledné program spustila. Zde vzorky prochazely sedmi laznémi 96% alkoholu, tfemi
laznémi xylenu a Ctyfmi laznémi rozpusténého parafinu, ktery byl zahtaty na 60 °C.
V kazdé lazni se vzorky nachéazely po dobu jedné hodiny. Po ukonceni programu jsem
vyjmula ko$§ se vzorky ztkanového procesoru a vloZila kazety do predehiivaci
parafinové 1azné TES 99 od vyrobce Medite-Medizintechnik GmbH.

Nasledn¢ jsem provedla vlastni zaliti tkdnovych vzorkli pomoci parafinové zalévaci
linky ptedehfatym parafinem na 65 °C do stiedu formy (obr. 10). Po zchladnuti nam
vznikl parafinovy blok, ktery obsahuje tkanovy vzorek a je ptipraven ke krajeni.

Pted samotnym krajenim jsem si bloky vyskladala na chladici modul TES 99.410
od firmy Medite-Medizintechnik GmbH (obr. 11). Dosahuje teploty -10 °C. Tyto
dostate¢né vychlazené bloky jsem krajela na mikrotomu Ergostar HM 200 od firmy
Mikrotom GmbH (obr. 12). Krajela jsem na tloustku 4 um a poté fezy nanesla na vodni
lazen ABW 210 od firmy AMOS Scientific Oty. Ltd (obr. 13). Rovné tkanové fezy jsem
natahla na podlozni sklo, které jsem si pfedem oznacila laboratornim ¢islem. Natazené

sklo jsem vlozila do pfipraveného stojanu na barveni.

10.5 Barveni

Pied vlastnim barvenim preparatl jsem tkanové tezy suSila v suSarné¢ UN75 od
firmy Memmert GmbH + CO. KG (obr. 14) po dobu 20 minut pfi teplot¢ 65 °C. U

barveni Hematoxylin eosin je suseni zahrnuto v programu ¢. 2 barviciho automatu Leica
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AutoStainer XL (obr. 15).

10.5.1 Barveni Hematoxylin eosin

Barveni Hematoxylin eosin jsem provadela rutinné vramci histologického
vySetieni dle SOP-PAT-301 Histologické vySetieni a diagnostika. Barveni Hematoxylin
eosin patii mezi zékladni barvici metodu, potfebnou k rozliSeni jednotlivych bunécnych
struktur. V neobarveném tkanovém fezu nejsou totiz jednotlivé slozky patrné. V piipadé
naSeho vyzkumu jsem hledala v zalude¢ni biopsii znamky zanétu. Na Oddéleni
patologicko-anatomickém se standardné barvi Hematoxylin eosin pomoci barviciho
automatu Leica AutoStainer XL (obr. 15) pfi nastaveni programu ¢. 2 dle PP-PAT-001
Hematoxylin eosin. Potfebné barvici roztoky jsem ru¢né vyrabéla dle PP-PAT-001
Hematoxylin eosin.

Ususena skli¢ka ve stojanku se pienesla k deparafinaci, ktera se provedla pomoci
tfi ldzni xylenu, po sedmi minutach. Nasledné se vSechny oplachla ve tfech laznich 96%
etanolu. Po oplachnuti se preparaty piesunuly na 2 minuty do Harrisova hematoxylinu.
Nasledovalo oplachnuti pod tekouci vodou alesponn na 4 minuty a vlozeni do 1%
roztoku eosinu. Zde se preparaty barvily 2 minuty. Pak se preparaty oplachovaly ve
tiech laznich 96% etanolu, v jedné lazni acetonu, Vv jedné lazni aceton/xylen vV poméru
1:1 a vjedné lazni xylenu. Obarvend sklicka jsem pomoci Entellanu, montovaciho
média, piikryla krycim sklickem, ocistila, sefadila do desek a odnesla I¢kati

k mikroskopickému zhodnoceni (obr. 19, obr. 20, obr. 21).

10.5.2 Barveni Giemsa

Toto barveni jsem provedla uz jako jedno ze specialnich barveni, kdy jsem se
snazila prokazat ptitomnost Helicobactera pylori zpusobujici zanét, ktery se ve tkani
nachazi. Jako prvni jsem si pfipravila zakladni barvici chemikalii, roztok Giemsa-
Romanovski, kdy jsem k 20 ml roztoku Giemsa-Romanovski, vyrobeného v Lékarné
Nemocnice Pisek, a.s., ptidala 80 ml destilované vody. Dle pracovniho postupu PP-
PAT-101 Barveni Giemsa-Romanovski jsem provedla barveni. V prvnim kroku jsem
preparaty, které jsem pfedem ususila, vloZila do lazné€ xylenu na 20 minut, kdy doslo
k odstranéni parafinu. Nasledné jsem preparaty oplachovala ve tfech laznich 96%
etanolu a navazala jsem na oplachovani v destilované vodé. Po okapani stojanku jsem
preparaty vlozila do lazn€ s pfipravenym nafedénym roztokem Giemsa. Barvila jsem je

po dobu 30 minut. Po uplynuti stanovené doby jsem preparaty oplachla v destilované
33



vodeé, dale ve dvou laznich 96% etanolu, jedné lazni acetonu, poté v jedné lazni
aceton/xylenu, ktera byla v poméru 1:1 a cely cyklus jsem dokoncila v 1azni s xylenem
(obr. 16). Kdyz jsem oplachovani dokoncila, kazdy preparat jsem zamontovala pod
kryci sklicko, pomoci montovaciho média Entellanu, poskladala do desek a odnesla ke

zhodnoceni (obr. 19, obr. 22, obr. 23).

10.6 Imunohistochemické vySetieni

Jak uz bylo psano vyse, pokud se pfi rutinnim histologickém vySetieni zjisti ve
tkani zanét, vzorek se podrobi jak barveni Giemsa, tak imunohistochemickému
vySetfeni. Postup imunohistochemického vysetfeni antigenu je popsan v SOP-PAT-201
Imunohistochemické vySetfeni antigenu. Z parafinového bloku obsahujici vzorek jsem
nakrajela na mikrotomu Ergostar HM 200 od firmy Mikrom fezy tenké 3—4 um. Pomoci
vodni lazné ABW 210 od firmy AMOS Scientific Oty. Ltd. jsem tkan natahla na
adhezivni pozitivné nabitd podlozni skli¢ka od firmy Bamed s.r.0. a v susarn¢ STZ 18
od firmy FALC Instruments s.r.o. ususila pti 60 °C po dobu 20 minut. Tkan natazenou
na sklicku poté musime zbavit zbytkti parafinu, a proto ji deparafinujeme 20 minut
Vv lazni s Xylenem. Nasledn¢ jsem preparaty oplachla ve tfech laznich s 96% etanolem a
nakonec Vv destilované vod¢é. Abychom zpfistupnili pro primarni protilatku antigenni
epitop ve tkani, demaskovala jsem epitop Vv digitalni vodni lazni LCB-6D od firmy
Daihan Labtech group (obr. 17) po dobu 20 minut s roztokem pro zpfistupnéni epitopu
(pufr 0 pH 9, EnVision™FLEX kit. Dako) nafedénym v poméru 1:50 s destilovanou
vodou. Po uplynuti doby jsem nechala preparaty zchladnout v lazni s roztokem pro
zpiistupnéni epitopu (pufr o pH 9, EnVision™FLEX kit. Dako) 20 minut. Poté jsem
jednotliva sklicka vyjmula z 14zné a ponoftila do sklenéné kyvety s promyvacim pufrem,
ktery mél pH 7,6-7,8 a byl natfedény v poméru 1:20 s destilovanou vodou. Preparaty
jsem zde nechala po dobu 1 az 5 minut. Nasledn¢é jsem na jednotlivych sklickach
pomoci Pap penu, ktery je na olejové bazi, oznacila kolem tkanového fezu aplikacni
zénu, na kterou jsem nanesla blokator endogenni peroxidazy (EnVision™FLEX Kit.
Dako), coz je komeréné vyrabéna reagencie, kterou jsem nechala inkubovat (obr. 18) 10
minut. V této fazi dojde k zablokovani aktivity enzymu peroxidazy pfirozené ptitomné
ve tkani. Inkubace probéhla ve vlhké komote pii pokojové teploté. Po probéhlé inkubaci
jsem prebytek reagencie odstranila a preparaty vlozila do sklenéné kyvety
s promyvacim pufrem. Nasledné¢ pfiSel ¢as na aplikaci primarni protilatky —
polyklonalni krali¢i protilatky Anti-Helicobacter pylori (Dako), kterou jsem nechala
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pusobit na preparatu s tkanovym fezem 30 minut ve vlhké komote. Po uplynulé dobé
jsem preparaty ponofila opét do promyvaciho pufru ve sklenéné kyveté a promyvala az
5 minut. V dal§im kroku jsem do vyznaené aplika¢ni zOony nanesla znafeny polymer
HRP systém (EnVision™FLEX kit. Dako). Tato inkubace trvala 30 minut ve vlhké
komote pii pokojové teploté. Po ukoncené inkubaci jsem preparaty oplachla ve
sklenéné kyveté promyvacim pufrem 1 az 5 minut. Abych imunokomplex zviditelnila,
pouzila jsem nafedény roztok diaminobenzidinu — DAB (1 kapka DAB+ chromogen a 1
ml DAB substratu), tento roztok jsem aplikovala na preparaty a nechala inkubovat 10
minut. Poté jsem preparaty vlozila do sklenéné kyvety s destilovanou vodou, oplachla a
pfendala do umélohmotného stojanu, ktery jsem vlozila do kyvety s roztokem Harrisova
hematoxylinu na 30 vtefin, aby se dobarvily jaderné slozky tkan¢. Thned po uplynuti 30
vtefin jsem preparaty oplachovala ve vodé¢ do zmodrani jader a odstranéni pirebytku
barviciho roztoku. Nasledovala faze oplachii ve tfech laznich 96% etanolu, v jedné lazni
acetonu, dale v jedné lazni acetonu/xylenu v poméru 1:1 a nakonec v lazni xylenu. Poté
jsem provedla montovani skli¢ek pod kryci sklo s pouzitim montovacitho média
Entellanu. Zamontované preparaty jsem ulozila do kartonovych desek a odnesla lékafi
ke zhodnoceni (obr. 19). Gastricky epitel, ktery je infikovany Helicobacter pylori byl

zobrazen apikalnim hnédym zbarvenim bun¢k membrany (obr. 22, obr. 23).

10.7 Mikroskopické zhodnoceni

Mikroskopické zhodnoceni bylo provedeno dvéma nezavisle na sob& pracujicimi
lékati — patology. K hodnoceni byly pouzity mikroskopy Jenamed 2 od firmy Zeiss a
Nikon Eclipse E200 od firmy Nikon Corporation.

Byla hodnocena pfitomnosti Helicobactera pylori u specialni barvici metody
Giemsa a imunohistochemického vySetfeni antigenu u ZaludeCnich biopsii, které

vykazovaly znamky zanétu v zakladnim barveni Hematoxylin eosin.
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11 Vysledky

Za rok 2022 bylo na Oddéleni patologicko-anatomickém v Nemocnici Pisek, a.s.
zpracovano 38 vzorkl biopsii zaludku s riznym stupném vyskytu zanétu. Vsechny tyto
vzorky proSly zprvu rutinnim vySetfenim a zdkladnim barvenim Hematoxylin eosin,
posléze byly doplnény o specialni barveni Giemsa a imunohistochemické vySetfeni
antigenu pomoci protilatky Anti-Helicobacter pylori.

Nasledné byly vzorky zpracovany do piehledné tabulky s informacemi o pohlavi,
véku, diagnoze a mésici, kdy doslo k vysetieni (tab. 1). Jsou zde zaznamenany vysledky
od dvou lékatt (patologi). Pomoci grafti bude znazornén vyskyt infekce Helicobacter
pylori v zavislosti na v€ku, pohlavi a ro¢nim obdobi pouze u imunohistochemického

vySetfeni a nasledné budou pomoci grafu porovnany ob¢€ pouzité metody.
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11.1 Vyskyt infekce Helicobacter pylori v zavislosti na véku

V roce 2022 bylo v Nemocnici Pisek, a.s., na Odd¢€leni patologicko-anatomickém
zpracovano 38 vzorkl biopsii zaludku od pacienti rizné vékové kategorie, u kterych
byl pii rutinnim barveni Hematoxylinem eosinem zji$tén rtizny stupen zanétu.

Pii imunohistochemickém vySetfeni antigenu Anti-Helicobacter pylori byla
zjisténa pozitivita u 17 vzorkl. Nejveétsi zastoupeni, Sest, méli pacienti narozeni v letech
1950-1958 (6472 let). Dale potom bylo pét pacientl narozenych v letech 1960-1969
(53-62 let). Dva pacienti mé¢li u této metody pozitivni nalez a to ti, kteti se narodili
mezi lety 1931-1939 (83-91 let) a dva pacienti narozeni mezi roky 1980-1987 (35-42
let). A pouze u dvou pacientli, narozenych v roce 1948 (74 let) a v roce 1979 (43 let)
byla taktéz nalezena pozitivita. Naopak u zadného pacienta narozeného po roce 1992
nebyla pozitivita prokdzéna. Nejmladsi pacient, u n¢hoz byl HP prokazén, je narozeny

v roce 1984, naopak nejstarsi diagnostikovany je narozen v roce 1938.

Vyskyt HP v zavislosti na véku

1931-19391941 - 19491950 - 19581960 - 19691973 - 19791980 - 19871992 - 1998

Cetnosti
o = N w S U [e)] ~

Roky narozeni

@ IHC

Obr. 3: Zmapovani vyskytu HP v zavislosti na véku (zdroj: vlastni)
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11.2 Vyskyt infekce Helicobacter pylori v zavislosti na pohlavi

Jak je patrné zpfilozeného grafu, pifi imunohistochemickém vySetfeni byla
nalezena pozitivita u deseti vzorkt, které byly odebrané od muzi a u sedmi vzorka

odebranych od Zen. Zeny byly pozitivné diagnostikovany v 41,2 % a muzi v 58,8 %.

Vyskyt HP v zavislosti na pohlavi
12

10

Cetnosti
()]

ZENY

Pohlavi

EIHC

Obr. 4: Zmapovani vyskytu infekce v zavislosti na pohlavi (zdroj: vlastni)
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11.3 Vyskyt infekce Helicobacter pylori v zavislosti na ro¢nim obdobi

Jak uz vime, ptfi imunohistochemickém vysetieni byla pozitivita nalezena u 17
vzorkll. Z tohoto poctu bylo Sest vzorkll odebrano a vySetifeno na podzim (v zafi, fijnu i
v listopadu), pét vzorkl na jate (v bfeznu a dubnu, v kvétnu zadny), ¢tyfi vzorky v 1été
(vS8echny v srpnu) a pouze dva vzorky byly vySetieny v zimé (v prosinci a lednu,
V tnoru zadny). Na jafe tedy bylo pozitivnich 29,4 %, v 1ét€ 23,5 %, na podzim 35,3 %

avzime 11,8 % vzorku.

Vyskyt infekce v zavislosti na rocnim obdobi

7
6
5
%
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c
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Obr. 5: Zmapovani vyskytu infekce v zavislosti na ro¢nim obdobi (zdroj:

vlastni)
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11.4 Porovnani pozitivnich vzorki 7 hlediska pouZitych metod diagnostiky

Z celkem vySettenych 38 vzorkl, které po obarveni Hematoxylinem eosinem
vykazovaly ptitomnost zanétu, bylo 17 vzorkl (44,7 %) pozitivné diagnostikovano na
pritomnost HP po imunohistochemickém vySetfeni pomoci polyklonalni protilatky
Anti-Helicobacter pylori. 12 vzorku (31,6 %) vykazovalo pfitomnost této bakterie po
obarveni Giemsa barvenim. U 11 vzorkli se pozitivita projevila jak po
imunohistochemickém vySetfeni, tak po barveni Giemsa. 20 vzorku (52,6 %)

nevykazovalo po zadné specidlni metod€ znamky pfitomnosti Helicobactera pylori.

Porovnani pozitivnich vzork( z hlediska pouzitych
metod diagnostiky

35
30
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IHC IHC, Giemsa Giemsa

Cetnosti

(6]

Pouzité metody

Obr. 6: Porovnani pozitivnich vzorkt z hlediska pouZzitych metod

diagnostiky (zdroj: vlastni)
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12 Diskuse

Helicobacter pylori, gramnegativni bakterii, Ize diagnostikovat nékolika zpisoby.
Pii rutinnim vySetfeni se vzorky z biopsii zaludku barvi Hematoxylin eosinem, pfi
vyskytu zanétu se doplnuje dalsi vysSetieni, v piipad¢ této bakalarské prace to bylo
barveni Giemsa a imunohistochemické vySetfeni antigenu pomoci polyklonalni
protilatky Anti-Helicobacter pylori.

Cilem této bakalaiské prace bylo porovnat vysetiovaci metody, a to zakladni
barveni Hematoxylin eosin, barveni Giemsa a imunohistochemické vySetieni antigenu
pomoci polyklonalni protilatky Anti-Helicobacter pylori a jejich osvojeni. Vzorky ze
sliznice zaludku ziskané biopsii, které byly ptijaty na Oddéleni patologicko-anatomické
Nemocnice Pisek, a.s., zde byly rutinné zpracovany a obarveny zdkladnim barvenim
Hematoxylin eosin. Po mikroskopickém hodnoceni, 38 Zzalude¢nich biopsii vykazovalo
znamky zanétu razného stupné. U téchto vzorkil se nasledné provedly 2 specialni
metody na prikaz ptitomnosti Helicobactera pylori, pomoci barveni Giemsa, u kterého
se pozitivita projevila u 12 vzork, a imunohistochemicky, kdy byla pozitivita viditelna
u 17 vzorkd.

Dalsim cilem bylo zmapovani vyskytu Helicobactera pylori Vv souboru
vySetfovanych pacientti za rok 2022 se zaméfenim na vékové skupiny pacientd, pohlavi
a rocni obdobi. Na kazdé zaméfeni byly vytvofeny grafy, které znazorfiuji nejvetsi
zastoupeni u pozitivnich vzorkd pii imunohistochemickém vySetfeni. Nejvice byl
zastoupen vek pacienti mezi 64-72 lety. Co se tyCe zastoupeni pohlavi, prevladaly
vzorky odebrané od pacienti muzského pohlavi. Nejvice odebranych, vySetfenych a
pozitivné diagnostikovanych vzorkli pomoci imunohistochemického vySetfeni antigenu
Anti-Helicobacter pylori bylo v podzimnich mésicich.

Na zacatku zpracovani této prace jsem Vyslovila dvé otazky, které bych rada
zodpovédela.

Vyzkumna otazka 1: Je specialni barveni dle Giemsa dostate¢né citlivou a snadno
pouzitelnou metodou k detekci pfitomnosti HP v rutinni diagnostice? Barveni
Hematoxylin eosin je zakladnim barvenim pouzitym v ramci histologického vysetieni.
Po mikroskopickém hodnoceni se eventualné dopliiuje specialni barveni. Ve srovnani
s IHC vykazuje Giemsa barveni niZs8i senzitivitu a citlivost klesla, kdyZ ve tkani nebyl
objeven zadny zanét. Citlivost Giemsa barveni také zavisi na tom, jaké mnozstvi HP se

v tkani nachazi (Kocsmar et al., 2017). U Giemsa barveni, které bylo provedeno
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v praktické Casti této bakaldiské prace, miizeme pozorovat také nizsi senzitivitu a nizsi
citlivost dle mnozstvi bakterie pfitomné ve tkani, tak jako zmifluje ve své studii
Kocsmar et al. (2017).

Vyzkumna otazka 2: Poskytuje barveni dle Giemsa srovnatelné vysledky jako
imunohistochemickd metoda pomoci protilatky Anti-Helicobacter pylori k identifikaci
této bakterie v histologii? Pti vyhodnocovani vysledktl barveni Giemsa byla pozitivita
diagnostikovana u 12 vzorka (31,6 %) z celkovych 38, u kterych se projevil zanét.
Naopak u imunohistochemického vySetieni bylo pozitivnich vzorka 17 (44,7 %), ale u
vétSiny vzorkd (11 vzorkll) se pozitivita projevila jak u Giemsa barveni, tak u
imunohistochemie. Dle vysledki lze usoudit, Ze barveni Giemsa nedosahuje vysledki
srovnatelnych s imunohistochemickym vySetienim.

Rozhodla jsem se vysledky porovnat se studii, kterou provedl Khan et al. (2022),
kdy byly pouzity na vzorky Zzaludecnich biopsii vySetfovaci metody, a to barveni
Hematoxylin eosin, barveni Giemsa a imunohistochemické vysetfeni (vyuzili taktéz
barveni modifikovanou toluidinovou modii, kterou ja jsem nepouzila, ale tvrdi, Ze je
vyhodnéjsi pro vyuziti v rozvojovych zemich z hlediska ceny a dostupnosti nez barveni
Hematoxylin eosin). Khan et al. hodnoti schopnosti jednotlivych metod zjistit
piitomnost Helicobactera pylori na zaklad¢ stupné zanétu. Barveni Hematoxylin eosin
neni az tak spolehlivd metoda k ur€eni pfitomnosti této bakterie, pocet pozitivnich
vzorki se stuptioval az se zvySujicim se stupném zanétu. Toto barveni je dostatecné
Giemsa barveni je povazovano za doplnkové z divodu dostupnosti, ceny a snadné
proveditelnosti. Imunohistochemické vysetfeni je povazovano za zlaty standard a patfi
mezi jednu ze spolehlivéjSich metod, ale z finan¢niho hlediska neni dostupna natolik,
aby byla vyuzivana pro vSechna bézna vySetfeni biopsii, s vyjimkou velkych laboratofi.
I studie Kocsmar et al. (2017) se téz ztotoziuje s tvrzenim o modernéjSim feSeni
problému diagnostiky Helicobactera pylori, kdy doporucuji imunohistochemii k detekci
klinicky citlivych pifipadii chronické gastritidy.

Zameéfila jsem se také na studie, které zminuji, jaké zastoupeni véku a pohlavi se
nejvice pii vySetfeni vyskytuje. Dle studie od Shukla et al. (2012), tu byl zastoupen
pomér muzi a zen piriblizné 1:1, 52 muzii a 50 Zen. Podobnou situaci mtiizeme videt i
V této bakalarské praci, kde bylo zahrnuto 58,8 % muzi a 41,2 % Zen. Nejvice
zastoupena vekova kategorie je 64—72 let, kdezto studie udava vétsi rozmezi, a to 19—

80 let.
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Treti charakteristikou statisticky zpracovanou bylo ro¢ni obdobi. Pfi nasem
vyzkumu se infekce Helicobacter pylori nejvice diagnostikovala v podzimnich
mésicich. Yuan et al. (2015) se domniva, ze vyskyt infekce je vyraznéjsi v chladném
podnebi nez Vv teplém. V roce 2009 provedl studii i Raschka et al., kdy bylo nejvice

diagnostikovano v prosinci, nadéle v kvétnu, a poté i v zafi a v fijnu.
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13 Zavér

Za rok 2022 byla na Odd¢leni patologicko-anatomickém Nemocnice Pisek a.s.
imunohistochemicky potvrzena pfitomnost Helicobactera pylori u 17 vzorki
z celkovych 38, u kterych se pii barveni Hematoxylin eosin projevil néjaky zanét. Dle
vysledkt vysetieni byl Helicobacter pylori castéji diagnostikovan u muzské Casti
populace (58,8 %), oproti casti populace zenské (41,2 %). Nejvyssi pocet vySetfenych
vzorkll piipadd na vékovou skupinu 64 az 72 let, a to v poctu 6 piipadi. DalSim
zajimavym poznatkem bylo zji$téni vlivu ro¢nich obdobi na detekce Helicobactera
pylori. Z uvedenych vysledkt vyplyva, ze nejéastéjsi prikaznost Helicobactera pylori
na obdobi podzimnich mésicti (35,3 %).

Hlavnim cilem této bakalafské prace bylo porovndni dvou metod na prikaz
Helicobactera pylori — barveni dle Giemsa a imunohistochemického vysetieni antigenu
pomoci polyklonalni protilatky Anti-Helicobacter pylori v Zzalude¢nich biopsiich
vykazujicich rizny stupein zanétu, které byly nejprve obarvené zakladni metodou
Hematoxylin eosin. Z pouhého znazornéni bunénych struktur barvenim Hematoxylin
eosin neni moZné spolehlivé prokazat pfitomnost HP v postizenych tkanovych vzorcich.
Proto je mozné nésledné uplatnit specialni metody pro detekci HP. Nami bylo pouzité
barveni dle Giemsa, které vykazovalo mensi zachyt (o 13,2 %) Helicobactera pylori ve
vzorcich neZ u imunohistochemického vySetfeni antigenu pomoci polyklondlni
protilatky Anti-Helicobacter pylori. Barveni dle Giemsa neni dostate¢né citlivou
metodou pro detekci HP vrutinni diagnostice, pokud je mozné provést
imunohistochemické vySetfeni antigenu pomoci polyklonalni protilatky Anti-
Helicobacter pylori. AvSak imunohistochemické vySetieni antigenu je oproti barveni
reagencie jsou nesrovnatelné draz$i. Imunohistochemickou metodou je vhodné
identifikovat zaludec¢ni biopsie vykazujici akutni 1 chronickou gastritidu. Rutinné je
zbyte¢né vySetfovat kazdy vzorek zaludecni biopsie ihned imunohistochemickou

metodou.
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Obr. 20: Vzorek tkan¢ obarveny Hematoxylinem eosinem, piiklad 1 (zdroj: vlastni)
Obr. 21: Vzorek tkané obarveny Hematoxylinem eosinem, piiklad 2 (zdroj: vlastni)

Obr. 22: Vzorek tkan¢ obarveny dle Giemsa, piiklad 1 (zdroj: vlastni)
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Obr. 23: Vzorek tkané obarveny dle Giemsa, ptiklad 2 (zdroj: vlastni)

Obr. 24: Vzorek tkané, ktery byl vysetfen imunohistochemicky pomoci polyklonalni
protilatky Anti-Helicobacter pylori, piiklad 1 (zdroj: vlastni)

Obr. 25: Vzorek tkang, ktery byl vySetfen imunohistochemicky pomoci polyklonalni
protilatky Anti-Helicobacter pylori, piiklad 2 (zdroj: vlastni)

15.2 Seznam piiloh
Ptiloha 1: Data vySetfovanych pacientli
Ptiloha 2: Postup zpracovani vzorki v histologické laboratoti

Ptiloha 3: Mikrofotografie vybranych zpracovanych vzorki
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16 Ptilohy

16.1 Priloha 1. Data vySetiovanych pacientit

Tabulka 1: Data vySetfovanych pacientii za rok 2022

Poradi

Mésic

Pohlavi

Rok
narozeni

Diagnéza

Bioptické
Cislo

IHC
¢islo

Pritomnost
zanétu

IHC

Barveni
Giemsa

1947

K 31.
Jiné neuréené
nemoci
zaludku a
dvanactniku

67

1.8.2022

1949

K295
Chronicka
gastritida NS

541-3

36

1969

K 29.5
Chronicka
gastritida NS

603

42

Ne

1973

K 25.3
Zalude&ni
vied akutni
bez krvaceni
nebo
perforace

738

48

1992

K 29.5
Chronicka
gastritida NS

1022

69

Ne

1948

K 29.5
Chronicka
gastritida NS

1117-8

78

1948

K 29.3
Chronicka
superficialni
gastritida

1217

85

Ne

1957

K 29.5
Chronicka
gastritida NS

1267

91

1956

K 31.8
Jiné neuréené
nemoci
zaludku a
dvanactniku

1536

107
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Poradi

Meésic

Pohlavi

Rok
narozeni

Diagnéza

Bioptické
Cislo

IHC
Cislo

Pritomnost
zanétu

IHC

Barveni
Giemsa

10.

1953

K29.5
Chronicka
gastritida NS

1537

108

+

+

11.

1939

K 29.4
Chronicka
atroficka
gastritida

1887

147

12.

1952

K 31.7 Polyp
zaludku a
dvanactniku

1909

148

13.

1960

K 29.3
Chronicka
superficialni
gastritida

1922

151

14.

1979

K295
Chronicka
gastritida NS

2038

164

15.

1946

K 29.5
Chronicka
gastritida NS

2861

242

16.

1951

K 29.5
Chronicka
gastritida NS

3309

275

17.

N«

1950

K317

Polyp
zaludku a

dvanactniku

3483

292

18.

N«

1951

K 29.5
Chronicka
gastritida NS

3776

328

19.

1950

K 25.3
Zaludeni
vied akutni
bez krvaceni
nebo
perforace

3896

337
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Poradi

Meésic

Pohlavi

Rok
narozeni

Diagnéza

Bioptické
¢islo

IHC
Cislo

Pritomnost
zanétu

IHC

Barveni
Giemsa

20.

M

1941

K 29.5
Chronicka
gastritida NS

3981

344

+

0

21.

1958

K 25.3
Zalude&ni
vired akutni
bez krvaceni
nebo
perforace

3977

345

22.

1955

K 29.5
Chronicka
gastritida NS

4035

351

min. +

23.

1984

K 29.7
Gastritida NS

4031

353

24,

N«

1987

K295
Chronicka
gastritida NS

4058

360

25.

1952

K 29.5
Chronicka
gastritida NS

4138-9

366

26.

1942

K295
Chronicka
gastritida NS

4183

373

27.

1998

K295
Chronicka
gastritida NS

4215-16

379

28.

N«

1963

K 31.8
Jiné neuréené
nemoci
zaludku a
dvanactniku

4247

380

29.

1951

K20
Zanét jicnu

4245

381

30.

N«

1957

K295
Chronicka
gastritida NS

4280

382

31.

1946

K 29.5
Chronicka
gastritida NS

4524

403

min. +
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Poradi

Meésic

Pohlavi

Rok
narozeni

Diagnéza

Bioptické
¢islo

IHC
Cislo

Pritomnost
zanétu

IHC Barveni
Giemsa

32.

1980

K 25.3
Zaludeéni
vied akutni
bez
krvaceni
nebo
perforace

4613

415

33.

10

1968

K295
Chronicka
gastritida
NS

4879

431

34.

10

1931

K295
Chronicka
gastritida
NS

4970

444

35.

11

1966

K25.3
Zaludeéni
vied akutni
bez
krvaceni
nebo
perforace

5308

477

36.

11

N«

1974

K295
Chronicka
gastritida
NS

5339

482

37.

11

N«

1953

K29.5
Chronicka
gastritida
NS

5647

504

38.

12

N«

1956

K 29.5
Chronicka
gastritida

NS

6164-5

556

(zdroj: vlastni)
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16.2 Priloha 2: Postup zpracovdni vzorkit v histologické laboratoii

Obr. 7: Odbérové nadobky (zdroj: vlastni)

Obr. 8: Odvétravany box na

piikrajovacim pracovisti (zdroj: vlastni)
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Obr. 9: Standardni vakuovy tkanovy

procesor (autotechnikon) (zdroj: vlastni)

Obr. 10: Parafinova zalévaci linka — soucasti je i

predehiivaci parafinova lazen (zdroj: vlastni)
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Obr. 12: Mikrotom (zdroj: vlastni)
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Obr. 13: Vodni lazen (zdroj: vlastni)

Obr. 14: Susarna (zdroj: vlastni)
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Obr. 15: Barvici automat pouzity na rutinni barveni

Hematoxylin eosin (zdroj: vlastni)

Obr. 16: Sklenéné lazné pouzité pfi barveni Giemsa

(zdroj: vlastni)
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Obr. 17: Digitalni vodni lazen pouzita
pti IHC (zdroj: vlastni)

=
HHEE

Obr. 18: Vlhka komora pouzita pii
IHC (zdroj: vlastni)
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Obr. 19: Mikroskop (zdroj: vlastni)
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16.3 Priloha 3: Mikrofotografie vybranych zpracovanych vzorki

Obr. 20: Vzorek tkané obarveny Hematoxylinem eosinem,

priklad 1 (zvétSeno 400x) (zdroj: vlastni)

Obr. 21: Vzorek tkan¢ obarveny Hematoxylinem eosinem,

priklad 2 (zvétSeno 400x) (zdroj: vlastni)
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Obr. 22: Vzorek tkané barveny dle Giemsa — ptiklad 1

(zvétseno 400x) (zdroj: vlastni)

Obr. 23: Vzorek tkané barveny dle Giemsa — ptiklad 2

(zvétseno 400x) (zdroj: vlastni)
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Obr. 24: Vzorek tkan¢, ktery byl vySetien
imunohistochemicky pomoci polyklonalni protilatky Anti-
Helicobacter pylori, piiklad 1 (zvétseno 400x) (zdroj:

vlastni)

Obr. 25: Vzorek tkané, ktery byl vysetien

imunohistochemicky pomoci polyklonalni protilatky Anti-
Helicobacter pylori, piiklad 2 (zvétseno 400x) (zdroj:

vlastni)
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17 Seznam zkratek
0 negativni vysledek (nepfitomnost)
+ pozitivni vysledek (pfitomnost)

F-PAT  Formulaf — Oddéleni patologicko-anatomické

HP Helicobacter pylori

IHC imunohistochemie

LIS laboratorni informacni systém
M muzské pohlavi

PP-PAT  Pracovni postup — Odd¢leni patologicko-anatomické
SOP-PAT Standardni operacni postup — Oddéleni patologicko-anatomické

Z zenské pohlavi



