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Souhrn: Onemocnéni nazvané eponymicky v odborné lékarské literature Whippleova nemoc (Whipple’s disease - WD) popsal ze-
vrubné v roce 1907 americky lékat - patolog dr. George Hoyot Whipple (1878-1976) a oznacil je prozatimnim ndzvem ,intesti-
nélni lipodystrofie“. Podle literatury je WD vzacn4, ale presnd incidence nebyla zatim stanovena. PFipousti se familiarni vyskyt
predpokladajici imunogeneticky zaklad v jeji patogenezi. Vyskyt WD je pozorovan prevdzné u muzi stredniho véku (primérny vék
55 let), vyjimecné pak v détském véku - u muzd a Zen v poméru 3-6 : 1. Tézistém klinického nélezu je symptomatologie v oblasti
GIT, vzacnéji pak extraintestindlni. Klinickd symptomatologie zahrnuje: abdomindlni bolesti spojené s trvalymi prijmy (steatorea),
projevy malabsorpéniho razu s tbytkem vahy, horecky, polyartritické obtize, zvétSeni lymfatickych uzlin a u ¢asti pacientd hy-
perpigmentaci kiiZze. V laboratornich nélezech je zejména patrna anémie, hypoalbuminemie (snizeni IgA). Vzacnéjsi extraintesti-
nélni projevy nemoci maji s riiznorodou symptomatologii: kardidlni [éze, cerebralni léze, o¢ni ptiznaky, vyrazné az tumoriformni
zvétseni lymfatickych uzlin, léze v hemopoetickém systému. Klinicky prabéh WD ma progredientni, pfipadné remitujici rdz a bez
[é¢by kon¢i smrti nemocného Prabéh a prognéza WD jsou vyrazné pozitivné (az v 90 % pfipadt) ovlivnény dlouhodobou lé¢bou
antibiotiky, a to predeviim kombinaci tetracyklind (doxycyklin) a kortikoid(i (dexametazon); v pfipadé cerebrélni [éze chloramfe-
nikol. Z hlediska patologie WD se jedna o multisystémové infekéni onemocnéni (Tropheryma whipplei) tykajici se predevsim GIT, p¥i-
padné rlznych extraintestinalnich lokalit. Vzhledem ke znamé variabilité klinickych projevi WD nebyl zatim ustaven jeji klinicko-
diagnosticky standard. Diferencialni diagnostika zahrnuje rdiznd multisystémova onemocnéni, v prvé fadé maligni lymfomy (ze-
jména Hodgkinovu chorobu). Z patogenetického hlediska Ize predpoklddat bud’ defekt urc¢itého cytokinu (ev. TNFa) aktivujiciho
makrofdgy k fagocytéze, nebo pfi jeho normdlni tvorbé poruchu ¢i defekt p¥islusného receptoru v bunééné membrané makrofagg.
Identifikace ,Whippleovy bakterie® - Tropheryma whipplei - jakoZzto gen. nov. et sp. nov. se zdafila na zdkladé modernich moleku-
larné biologickych vyzkumnych metodickych postupd. Jeji kultivace umoznila nejen ziskavani specifické protilatky, ale i detailni po-
znani jejtho genomu (PCR, sekvencovani 16S rRNA).
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Reminiscences on the occasion of the Whipple’s disease centenary: a summary paper

Summary: The disease referred to eponymically as Whipple’s disease (WD) in medical literature was thoroughly described by the
American physician and pathologist George Hoyot Whipple (1878-1976) in 1907 and given a temporary denomination of , intes-
tinal lipodystrophy“. According to literature, WD is rare, but its precise incidence has not yet been established. Familial incidence
of the disease is acknowledged, and its immunogenetic pathogenesis is assumed. The incidence of WD is prevailingly observed in
middle-aged men (mean age 55), exceptionally at child age - the ratio being 3 to 6 for men and women, respectively. 1. Clinical
diagnosis is based on symptoms in the GIT region and, in rare cases, on extraintestinal symptoms. Clinical symptomatology
includes: abdominal pain with persistent diarrhoea (steatorrhoea), symptoms typical of malabsorption connected with weight
loss, fevers, polyarthritic symptoms, swollen lymph nodes and, in part of patients, skin hyperpigmentation. Anaemia and hypoal-
buminaemia (reduced IgA) are typically detected in laboratory tests. Rarer extraintestinal symptoms of the disease are of a diverse
nature: cardiac lesions, cerebral lesions, ocular symptoms, conspicuous or even tumour-like enlargement of lymph nodes, lesions
of the hemopoietic system. The clinical course of WD is of progressive or remittent nature and the disease is fatal without treat-
ment. Long-term therapy with antibiotics, especially a combination of tetracyclines (doxycyclin) and corticoids (dexametazone),
or chloramphenicol in case of cerebral lesion, have a significantly positive effect on the course and prognosis of WD. From the
point of view of pathology, WD is a multisystem infectious disease (Tropheryma whipplei) primarily affecting the GIT (39, 47, 52,
103) or different extraintestinal locations. Due to the known diversity of clinical symptoms, no clinical-diagnostic standard has
been established for WD. Differential diagnosis includes different multisystem diseases, primarily malignant lymphomas (espe-
cially Hodgkin’s disease). From the pathogenetic point of view, we can either assume the effect of a particular cytokine (or TNFa)
activating macrophage phagocytosis or, if its production is normal, a disorder or defect of the respective receptor in the
macrophage cellular membrane. The identification of ,\Whipple’s bacteria“ - Tropheryma whipplei - gen. nov. et sp. nov. was made
possible by modern molecular biology research methodologies. Its cultivation allows both for the acquisition of the specific anti-
body and of detailed knowledge of its genoma (PCR, 16S rRNA sequencing).

Key words: Whipple’s disease - etiopathogenesis — Tropheryma whipplei - therapy with antibiotics
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Uvod
V soucasné dobé jsme svédky dlouhé
stoleté historie vyznamného objevu
v mediciné, totiz onemocnéni nazva-
ného eponymicky v odborné Iékarské
literatute a praxi po jeho objeviteli jako
Whippleova nemoc [100]. Toto své-
razné onemocnéni popsal zevrubné
v roce 1907 americky lékaF - patolog
Dr. George Hoyot Whipple (1878 az
1976) a oznacil s jistou vyhradou - do
doby, nez bude zndma jeho etiologie
- ndzvem ,intestindlni lipodystrofie®.
Onemocnéni se tykalo 36letého muze
s projevy migratorni polyartritidy,
diareou, malabsorpci, Ubytkem na
vaze, horeckou a lymfadenomegalii.
Dr. Whipple se jiz pred tim dlouho-
dobé tispésné angaZoval ve vyzkumu,
avroce 1934 se stal nositelem Nobe-
lovy ceny udélené v oblasti fyziologie
a mediciny (spole¢né s dr. G. Mino-
tem a dr. W. Murphym) za préce ve-
douci pozdéji k objevu jaternich
extraktd a vitaminu B,, s GspéSnym
vyuzitim v 1é¢bé perniciézni anémie.
Kromé experimentdlnich praci v ob-
lasti vyzkumu krvetvorby je mozno
déle prfipomenout i jeho pojmenovani
Cooleyovy mediteranni anémie dosud
pouZivanym ndzvem ,talasemie“ [73].
Vedle zminéného a v dnesnim lékaf-
ském svété veobecné prijatého prio-
ritné eponymického oznaceni ,Whipp-
leova nemoc” se uvadi [71] alterna-
tivné téz zprava o stejném onemocnént,
zvefejnénd v Anglii jiz v roce 1895, je-
jimiz autory byli Allchin a Hebb [3].
Zprava se tykala pitvy 38letého paci-
enta, u néhoz predchdzely priznaky
diarey, malabsorpce, kachexie s nd-
slednym exitem po 3mési¢nim pro-
béhu onemocnéni. Pitevni nélez hod-
nocen ve smyslu obstrukce lymfatickych
cév v oblasti tenkého stfeva a me-
zenteridlnich lymfatickych uzlin ne-
jasné geneze. Makroanatomicky pre-
pardt stfeva, ulozeny v Patologickém
muzeu |ékafské Skoly ve Westminsteru,
byl nasledné histologicky vySetien
a shleddna obdoba s nélezy u intesti-
nalnf lipodystrofie, véetné PAS-pozi-
tivnich makrofagt v mezenterialni lym-
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fatické uzliné [71,102]. Vék, klinické
projevy a patologicky nalez u zemfe-
lého pacienta byly s popisem Whipp-
leovy intestinalnf lipodystrofie nato-
lik shodné, Zze v obou pfipadech 3$lo
spie jen o odlisnost v rozsahu for-
mulovanych popisti nemoci.

V nésledujicim pfipomeneme né-
které novéjsi poznatky o Whippleové
nemoci, jak byly ziskdny v pribéhu ne-
davnych let, zejména pak novéjsi na-
zory vztahujici se k etiologii, patoge-
nezi a laboratorni diagnostice tohoto
onemocnéni.

Klinika a patologie
Whippleovy nemoci
Tézistém klinického ndlezu je symp-
tomatologie ze strany GIT, i kdyz
vzacnéji se vyskytujici extraintesti-
nalnf projevy nemoci mohou byt rov-
néz zdvazné a mohou stdt v popredi
klinického obrazu; tato okolnost pak
ztéZuje a ¢asové oddaluje rozpoznani
a lé¢bu zdkladniho onemocnéni.
Popis klinického obrazu nemoci
uvedeny v plvodni Whippleové pub-
likaci z roku 1907 je prekvapivé vycer-
pavajici a extenzivné detailni, takze
i zdnesniho 100letého odstupu se jevi
pro soucasné lékare zajimavy. Podle
Whipplem publikovanych tdajd [100]
byl nemocnym 38lety Iékar, ktery pra-
coval jako ,misiond¥ na Vychodé®,
prevazné pak v tehdejsi Konstantino-
poli (1890), a pFichazel ¢asto do styku
s nemocnymi tuberkulézou. Zhruba
po 5 letech od pfichodu do Turecka
byl konstatovdn zac¢dtek onemocnéni
charakterizovaného atakami bolesti
a zanétlivého zdureni kloubd v riiz-
nych ¢astech téla, s ibytkem na vaze
a pozdéji kaslem s expektoraci Zluta-
vého hlenu. Po ndvratu do USA
(1906) doslo k dalsimu zhorseni stavu,
objevily se teploty, opakujici se pra-
jmy a zvétSeni objemu bficha s pal-
pacnim nélezem ,$patné definované-
ho tumoru v pravé paraumbilikalni
krajiné“. Byla provedena explorativni
laparotomie s nalezem znacného
zvétseni mezenteridlnich a retroperi-
tonedlnich uzlin. Z tohoto operaéniho

nalezu byl ucinén klinicky diagnosticky
zavér ve smyslu TBC mezenteridlnich
uzlin. Pacient zemftel ndhle za 2 dny
po operaci (asi po 8letém pribéhu
nemoci). Provedend pitva odkryla vy-
razné postiZzeni tenkého stieva, jeho
dilataci a zdufeni Cervené zbarvené
sliznice, v niz byly patrny velmi cetné
Zlutavé skvrnité granularni okrsky
s depozity tukovych latek. Lymfatické
uzliny mezenteridlni a retroperito-
nedlni byly zvétdeny az do velikosti
4 cm, z¢asti cysticky zménény, rovnéz
s obdobnymi skvrnitymi loZisky tuko-
vych latek.

V mikroskopickém popisu sttevnich
zmén Whipple uvddi depozita tuku
vlamina propria a v submukdze streva,
déle pfitomnost mastnych kyselin (ve
zmrazeném Fezu) ve formé jehlicovité
rozetovitych Utvari. Zminuje se také
o ektdzii lymfatickych cév a zejména
zevrubné o vyskytu velkych (20-30 um)
mononukledrnich bunék s pénovité
vakuolizovanou, lipidy obsahujici cy-
toplazmou, lokalizovanych ve sliznici
s pfevahou na vrcholcich klkd. Whip-
ple povazoval tyto elementy za ab-
normdlni nalez ve stfevni lokalizaci.

Velmi sugestivné psobi Whippleliv
popis zmén v lymfatickych uzlinach,
kde kromé depozit tukovych latek
a mikrokavitarnich strukeur (opticky
prazdné dutinky po vyplavenych lipi-
dech a dilatace lymfatickych cév) po-
ukazal rovnéz na p¥itomnost velkych
pénovitych mononukleart a obrov-
skych bunék. V preparatu z mezente-
rické lymfatické uzliny impregnova-
ném stibfici metodou podle Levadi-
tiho (uZivané jako blokova impregnace
k prtkazu spirochet - pozn. autora)
pak Whipple prokdzal p¥tomnost
¢erné zbarvenych tycinkovitych dtvart
(,,rod-shaped organism®), upomina-
jicich tvarové na tuberkuldzni bacily.
Tyto mikrofotograficky dokumento-
vané ttvary se vyskytovaly ve vysokém
poctu zejména v cytoplazmé spumoid-
nich mononukleart, kde dochézelo
k jejich shlukovanf a v diisledku pred-
pokladdaného natraveni ke ztraté je-
jich obryst. Z tohoto v tehdejsi dobé
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zcela ojedinélého nalezu Whipple ne-
povazoval v daném pfipadé za oprav-
néné - i pres vysokou pravdépodob-
nost hodnocenf - ucinit bezvyhradné
platny zavér ve smyslu bakteridlni etio-
logie popsaného onemocnént.

Vyvoj ndzor na podstatu nemoci
byl po dlouhd léta ovlivnén plivodni
predstavou o metabolické dystrofii,
i kdyZ sém autor objevené nemoci uva-
Zoval - jak uvedeno vy3se - o jejim bak-
teridlnim plvodu. Upfesnéni ndzorh
na podstatu nemoci pfinesla teprve
elektronové mikroskopicka vysetfeni
a jejich vysledky tykajici se p¥imého
prikazu bakterii v makrofagickych
burikdch i volné v lamina propria
strevn( sliznice — Chears a Ashworth
1961 [39], Yardley a Hendrix 1961
[103], Kodousek et al 1962 [47-49],
Kojecky et al 1964 [52-53]. Déle pak
ziskanf jejich kment v kulturach - viz
Corynebacterium anaerobium  Caroli
1963 [10], Marsdlek 1964 [67] - bak-
teridInf kultura s vlaknité strukturova-
nymi mikroby hodnocena jako Nocar-
dia pulmonalis sp. - citace viz Kojecky et
al 1964 [52], a zejména kment v kul-
turdch pasazovatelnych - Raoult et al
2000 [77-78] - s umoznénim nového
klasifikaéniho zafazeni na zdkladé
PCR a sekven¢ni analyzy genomu,
vedoucich k novému pojmenovani
Tropheryma whipplei - LaScola et al
[60], Raoult et al [79], Bentley et al
2003 [7]. MimoFadné vyznamné po-
znatky byly ziskany v soucasné dobé
na zakladé molekuldrné biologickych
analyz a testd zavedenych do diagno-
stické praxe. Bliz8f Gdaje tykajici se
diagnostiky a etiopatogeneze jsou uve-
deny nize.

V literatufe se uvadi vzdcnost vy-
skytu Whippleovy nemoci, ale presna
incidence nebyla zatim stanovena [ 15].
Je mozny i familiarni vyskyt pripous-
téjici imunogeneticky zaklad v jeji pa-
togenezi [113]. Vyskyt Whippleovy
nemoci je pozorovan prevazné u mu-
20 stredniho véku, v priméru 55 let;
vyjime¢né byl zaznamendn vyskyt
vsamém détském véku [5]. Pomér vy-
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vykazujicf typicky histologicky obraz Whippleovy nemoci, charakterizovany oplos-
ténim vrcholkd klkd, masivni pfitomnosti PAS-pozitivnich makrofagt v lamina
propria, ¢etnych lymfangiektdzii a opticky prdzdnych dutinek po vyplavenych
tukovych latkach. Mifo K-21872. Reakce PAS. Orig. Zvéts. 75%(lin.x 1,3).

"y -

Obr. 2. Masivni pfitomnost PAS+ makrofdgt v lamina propria sttevni sliz-
nice u Whippleovy nemoci. Makrofagy maji v cytoplazmé vyrazné PAS+ hrubd
granula. Ddle jsou téz patrny mikrocystické slizni¢ni zmény jako v obr. 1.
H-7805/65. Mifo LH-21874. Reakce PAS. Orig. Zvéts. 490%(lin.x 1,4).

skytu u muzd a Zen se uvadi v hodno-
tach 3-6 : 1 [6,17].

Klinickd symptomatologie dle lite-
rarnich adajd [14,30,65], velkych kli-
nickych sestav [19,65] a vlastnich pfi-
padl pozorovani [52,53,55] je ve
zkratce nasledujici: abdomindlni bolesti
spojené s trvalymi prijmy (steatorea),
projevy malabsorpéniho rdzu s tbyt-

kem vahy, déle horecky, polyartritické
obtize, zvétdeni lymfatickych uzlin
a u dasti pacient(l hyperpigmentace
kiize. V laboratornich nélezech pak ze-
jména patrna anémie, hypoalbumine-
mie (snizeni IgA) aj. Vyskytuji se vzac-
néji téz extraintestindlni projevy ne-
moci a jeji multisystémové formy [ 28,
93] s rliznorodou symptomatologif:
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.
Obr. 3. Whippleovy makrofagy obsahuji Gi¢inné lyzozomaln{ protedzy podile-

jici se na likvidaci intraceluldrnich bakterii. V daném pfipadé slo o prikaz
aspartdt proteindzy katepsinu D v enterobioptickém vzorku. H-12719/88.
Mifo LH-34571. Katepsin D. Zvéts. 300x(lin.x 1,1).
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Obr. 4. Zvétiend regiondlni mezenterickd lymfatickd uzlina 36letého pacienta

e

s Whippleovou nemoci. V histologickém preparatu jsou patrny jednak epite-
loidné granulomatdézni reakce (na snimku vpravo) a déle vyrazné cystické zmény
(opticky prazdné mikrokavitarni struktury). H-4893/62. Mifo LH-13902. HE.

Zvéts. 90x(lin.x 1,1).

a) kardialni léze - infekéni endokar-
ditis, myokarditis, perikarditis, pan-
karditis [18,21,66,80]

b) cerebralni léze - tzv. Whippleova
encefalopatie [43-46,59,92,94]
- mikrogranulomatézni encefali-
tis s neurologicko-psychiatrickou
symptomatologif
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c) o¢ni priznaky [83]

Srde¢ni a nervovd varianta mohou

dominovat v klinice samostatné i bez

klinickych ptiznaka v GIT [18,66].

d) wrazné az tumoriformni zvétSeni
lymfatickych uzlin mezenterilnich
a retroperitonedlnich, déle i uzlin
perifernich [52,55,100]

e) vzacnéji se jednd o postizeni riiz-
nych vnitfnich organt - plice [89],
ev. i ktize [88]

f) léze v hemopoetickém systému,
zejména kostni diené [5,28]

Klinicky pribéh Whippleovy nemoci
ma progredientni, pfipadné remitujici
raz a bez 1é¢by kon¢i smrti nemocného
[14]. V klinickém obraze jsou uvadéna
nésledujicf stadia:

Vinicialni fazi |ze zjistit nespecifické
celkové pfiznaky - dnava, tbytek na
vaze, polyartritida, hore¢ky. Déle pFi-
znaky v oblasti GIT - bolesti bficha,
diarea (steatorea, malabsorpce). Ob-
jevuje se také anémie a jiné nespeci-
fické projevy.

Onemocnéni ve stavu progrese se
zvyraznénim uvedenych ptiznakd, ze-
jména v oblasti GIT - malabsorpce, dia-
rea, kachektizace, ddle moZnost multi-
systémového postizeni, lymfadenopatie.

V termindlnim stadiu se pFidruzuj
komplikujici projevy v CNS (granulo-
matézni encefalitis), déle kardidlni po-
ruchy (bakteridlni endomyokarditis,
ev. pankarditis), ptipadné i septicky
Sok [72]. Tyto zdvazné komplikace
vyplyvajf z¢asti z pozdniho stanoveni
diagndzy a nésledné casové prodlevy
v zahdjeni Gcinné antibiotické tera-
pie. Chronicky prabéh Whippleovy
nemoci charakterizuji st¥idajici se re-
mise a exacerbace, perzistujici infekce
v makrofézich v dtsledku inhibice je-
jich baktericidniho téinku.

Prabéh a prognéza Whippleovy ne-
moci jsou vyrazné pozitivné (azv 90 %
pfipadt) ovlivnény lé¢bou antibiotiky
pouZzitou jiz v roce 1964 [74,75] -
a to predevsim kombinaci tetracyklin(
(doxycyklin) a kortikoid( (dexameta-
zon); v ptipadé cerebrélni léze byl po-
uzit chloramfenikol, ktery dobte pro-
nikd do CNS. Z aplikovanych ékd bylo
mimo obwyklé dlouhodobé nasazenf
aureomycinu [41], streptomycinu
v kombinaci s dexametazonem [32],
kotrimoxazolem po dobu 1 roku [32];
viz téZ novéji indikovanou lé¢bu [68,
70]. Dlouhodobé mnohamési¢ni az
jednoroéni provadéni lécby je nezby-
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tym predpokladem terapeutického
Uspéchu vedouciho k navozeni remi-
se. Jsou v8ak pfipady na podanou te-
rapii vyslovené rezistentni, ev. v del-
$im prabéhu pres prolongovanou te-
rapii prechazejici (asi v 5-30 %) do
relapsu [72] a exacerbaci, pficem? bak-
teridlni agens z{istava v postizené tka-
fiové lokalizaci trvale p¥itomno [15].
Po terapii antibiotiky jistou dobu pre-
trvavd, nasledné se postupné redukuje
biopticky pocet infiltrujicich PAS-po-
zitivnich makrofdgli a elektronové
mikroskopicky ndlez; naproti tomu
PCR je jiz kratce po antibiotické tera-
pii negativni [6,76]. V refrakternich p¥i-
padech Whippleovy nemoci na kon-
vencni é¢bu byl zaznamenan téz po-
zitivni vysledek s uzitim interferonu y

(INFy) [90,91].

Z hlediska patologie Whippleovy
nemoci jde o multisystémové [28,37,
93] infekéni onemocnéni (Tropheryma
whipplei) tykajici se predevsim GIT
[39,47,52,103], déle raznych extrain-
testindlnich lokalit, zejména kloubd,
srdce, mozku, lymfatickych uzlin, kiize
aj [88]. Patologické projevy onemoc-
nénf jsou vcelku dobte zndmy, pfi-
¢emz biopsie s nédslednou histologic-
kou a histochemickou verifikaci (ze-
jména reakce PAS) pati i dnes do
zédkladniho diagnostického postupu.
V tomto ohledu jde ptedeviim o pri-
kaz PAS-pozitivnich makrofagii v la-
mina propria stievni sliznice (distaln{
¢ast duodena, proximalni partie je-
juna), méné obvykle v zaludku a tlus-
tém strevé. Ddle v riiznych extraintes-
tindlnich lokalizacich (kloubni syno-
vie, srdce, mozek aj). Kromé strevni
|éze je v popFedi patologického ndlezu
lymfadenopatie ve formé vyrazného
zvétSeni mezenteridlnich, retroperito-
nedlnich a také perifernich lymfatic-
kych uzlin.

Vyskyt PAS-pozitivnich makrofagt
ve stfevni sliznici byl u Whippleovy
nemoci zevrubné sledovén jiz po mno-
hd desitileti. Jejich granularni PAS-po-
zitivn{ obsah je rezistentni viici natra-
veni amyldzou [37,87]. V imuno-

Reminiscence k stoletému vyro¢i objevu Whippleovy nemoci: souborny referat

s vyskytem roztrousenych epiteloidnich uzlikd pfipominajicich histologicky
nekazeifikujici granulomy u sarkoidézy. V-5456/88. Mifo LH-27199. HE.
Zvéts. 90%(lin.x 1,2).
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Obr. 6. Lymfaticka uzlinajak vobr.5s vyraznou granulé.m’ PAS-pozitiitou

y -

epiteloidnich elementl v rozsahu uzlikovitych struktur. Kromé uvedené PAS+
byly tyto epiteloidni histiocyty téz Grocott+ a Warthin-Starry + i v ndsledné
enterobiopsii. H-5456/88. Mifo LH-27210. PAS. Zvéts. 300x(lin.x 1,1).

histologickém vy3etfeni reaguji tyto
makrofagy pozitivné kupf. s imuno-
markery na CD68 (+++), katepsin
D (++), katepsin B (+), lyzozym (+)
a a-1-ACT (+). Obsah bakterif v jejich
cytoplazmé je ndpadné vysoky, ze-
jména u nelécenych p¥ipadd, u nichz
je také hojnéjsi vyskyt zaznamendvén
i v extraceluldrnim prostoru, a dokonce
i v leukocytech. Volné se vyskytujici

bakterie jsou v téchto pfipadech pfi-
tomny bez zfetelnéjsi reakce.

K histopatologické diagnéze ,,stievni
formy“ Whippleovy nemoci patfi
kromé pFitomnosti lipidd zejména
nasledujici trias zmén pritomnych v asi
80 % viech pripadi onemocnéni [6]:
* zmény na reliéfu stfevnf sliznice

(,club-shaped villi“ az ztrata

mikrovilozit)
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Obr. 7. Whippleova nemoc - cerebriélni léze. Cerstva ,bakteridlni plaka“ ve
tkdni mozku charakterizovana jeji vyraznou PAS+. Toto ,stadium plaky“ jevi
jen zcela nepatrnou reaktivné celularni odezvu. N-1484/66XLVI. Mifo LH-309.
PAS. Zvéts. 440x(lin.x 1,6).

* ptitomnost lymfangiektdzif,
a zejména

e infiltrace lamina propria vyrazné
PAS-pozitivnimi histiocytarnimi ma-
krofagy (zde stejny obraz jako p¥i
pouZiti imunoperoxiddzové metody
k prakazu Tropheryma whippler).

Bakterioskopicky (Gramova-Wei-
gertova a Grocottova metoda) jsou
v makrofazich prokazatelné bakterie
jiz v optickém mikroskopu, ev. jejich
natravené zbytky ve formé PAS-pozi-
tivnich granularnich & srpkovitych
utvard (Sierackiho ,sicle shaped par-
ticles“). Cetnost vyskytu Whippleovych
bakterif ve sttevé je topicky riizna [65]:
bakterie jsou pfitomny jak v enterocy-
tech, tak ve vysokém poctu v lamina
propria a v endotelu lymfatickych cév
jako v enterocytech.

Pfipady zahrnujici ,extraintesti-
nalni formy“ jsou rovnéz charakteri-
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zovany obdobnym histopatologickym
obrazem, modifikovanym zakladni
strukturou postizeného organu di
tkané (jde o léze v lymfatickych uzli-
nach, myokardu ¢i endokardu, mozku,
v kloubnf synovii, kostni dfeni, vzacné
v plicich, slezing, jatrech, oku aj).

V lymfatickych uzlindch |ze proka-
zovat nekazeifikujici epiteloidni uzliky,
nezfidka podobné |ézim p¥i sarkodidze,
granulomy s obsahem PAS-pozitiv-
nich histiocytdrnich makrofagu, a ko-
necné i bézné lipogranulomy. Vlastni
sarkoidni formy Whippleovy nemoci
jsou viak vzdcné [40,84,86,96] a po-
vaZovédny spiSe za projev ¢asné fize
onemocnéni. Jsou pFitomny téZz vy-
razné lymfangiektdzie. Nahromadéni
tukovych latek zejména v uzlinach me-
zenteridlni oblasti vyvolavad spolu se
stagnaci v lymfatické cirkulaci jejich
vyrazné az paketovité tumoriformni
zvétseni. V histologickém preparatu

z takovéto uzliny jsou pak po extrakci
lipidd béhem jejiho laboratorniho
zpracovani patrny jiz jen pouhé op-
ticky prazdné kavitarni struktury.

Postizeni mozku u Whippleovy ne-
moci. V rdmci Whippleovy nemoci
predstavuje léze mozku [43-45,59,94]
velmi zdvazné postiZeni spojené s neu-
rologicko-psychiatrickymi nasledky.
vala jako ,Whippleova encefalopatie”
[94]. Patologicky ndlez [43-45,59] je
charakterizovan ptitomnosti mikro-
glidlnich granulomd, takZe 1ézi Ize spiSe
interpretovat jako granulomatézni en-
cefalitis [92]. Ke stejnému ndzvu jsme
se priklonili i v hodnoceni cerebraln{
léze u vlastniho ptipadu s prikazem
mikroglidlnich granulom( a cetnych
bakteridlnich plakd (vesmés PAS-po-
zitivnich, Gram-Weigert-pozitivnich,
Grocott-pozitivnich, Ziehl-Neelsen-ne-
gativnich) diagnosticky uzavreného ve
smyslu bakteridlni metastatické, mi-
kroglidlné-granulomatdzni encefalitidy
v ramci Whippleovy nemoci.

Zavaznym, pomérné novym zjisté-
nim, jsou opakované verifikované pii-
pady bakterialni (Tropheryma whipplei)
endokarditidy, diagnostikované spe-
cifickou PCR, které probihaji nékdy
bez intestindlnich projevii Whippleovy
nemoci [66]; stejné tak i pFipady in-
fekce bioprotéz srde¢nich chlopni
diagnostikované PCR (16SrRNA)
a ovérené elektronové mikroskopicky
- a to rovnéz bez intestinalnich projevil
Whippleovy choroby [18], jakoZ i celd
fada ptipadd dalsich [27].

PFinosem v bioptické diagnostice
bylo zavedeni imunohistochemického
postupu - DeBoulayovy metody [13].
Imunoperoxiddzovd metoda s pouzi-
tim primarni krali¢i protilatky proti
etiologickému agens (Tropheryma whipp-
lei) s naslednym pouzitim avidin-bio-
tinového komplexu (ABC) znacenym
krali¢i peroxiddzou a finalni vizualizaci
pomoci diaminobenzidinu (DAB) |6,
13] umoziiuje pfimé zndzornéni bacilt
v histologickych Fezech. Jeji specificita
v3ak neni zatim definitivné ovérena,
nebot tato metoda poukazuje i na vy-
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skyt pozitivnich reakef u klinicky zdra-
vych osob bez projevi Whippleova
onemocnéni.

K relativné rychlému zjisténi Whipp-
leovy nemoci a pfipadné kontrole [é¢by
se v soucasnosti provadi vySetfenf PCR
s prtikazem 16SrRNA genu Tropheryma
whipplei [30], pticemz vysledek to-
hoto vy3etteni se doporucuje doplnit
biopsii stfevni sliznice (prikaz PAS-
pozitivnich makrofag a chylovych
lymfangiektazif).

K problematice patologie Whipp-
leovy nemoci je jesté nutno dodat, Ze
PAS-pozitivni makrofagy se hojné vy-
skytuji' i v nékterych dalsich pfipadech
infekci charakterizovanych ,,bakte-
ridlni histiocytézou“. Podle dFivéjsich
nélezl se jednalo zejména o pfipady
tzv. ,,mykobakteridlni histiocytézy“
vyvolané atypickymi mykobakteriemi
- Mycobacterium avium intracellulare
[20], Mycobacterium chelonae [ 54] a ge-
neralizovanou BCG vakcinou [24].
V uvedenych pfipadech 8lo viak spiSe
o infekce komplikujici stavy vrozené
(pFipad generalizace BCG) ev. ziskané
imunodeficience. PAS-pozitivni makro-
fagy |ze ovéem také zastihnout i v né-
kterych lézich vyvolanych mykopato-
geny. Naproti tomu infekce Tropheryma
whipplei vykazuji podle souéasnych vy-
sledkd vyzkumu zvld$tni transfor-
macni defekt makrofagt, ktery je spe-
cificky viiéi Tropheryma whipplei a po-
dle naseho nazoru vede k projevim
»troferymové histiocytézy.

Etiologie Whippleovy nemoci

Jak bylo v predchozim textu kratce zmi-
néno, byly ndzory na etiologii Whipp-
leovy nemoci po dlouhd desitileti
ovlivnény predpokladem zvlaseni formy
intestindlni metabolické dystrofie li-
pidi pritomnych v GIT a mezenteridl-
nich uzlinach. Ale ani pozdéjsi do-
mnénky o infekéné bakteridlni pod-
staté nemoci nebyly zcela nové. Jak
bylo uvedeno vy3e, jiz sam Whipple
v origindlni préci z roku 1907 [100]
prokdzal pomoci Levaditiho st¥ib¥ici
impregnacni metody pFitomnost in-
tracelularnich tycinkovitych dGtvard
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Obr. 8. Obdobny obraz jako sub 3) v Gam-Weirt
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". !

ové metodé. Bakterie

tvotici hustou splet plaky jsou zfetelné Gram+. N-1484/66. Mifo LH-354.
Gramova metoda. Zvéts. 440%(lin.x 1,6).

vzhledu tuberkuléznich bacil, aniz byl
tento fakt - vzhledem k tehdy ojedi-
nélému pripadu - vzat do kauzalné pa-
togenetického vztahu ke vzniku one-
mocnéni. Bakteridlni agens u Whipp-
leovy nemoci, dominujici v sou¢asnosti
ve vykladu etiologie, je pfedmétem bez-
mala pdl stoletf trvajiciho vyzkumného
z4jmu, zatim co Gcast pfipadného vi-
rusového agens je zmifiovana jen zcela
ojedinéle - viz ,virus-like particles* [11]
v elektronmikroskopickém nélezu.

Z chronologického aspektu 3lo
v pritkazu bakteridlniho agens Whipp-
leovy nemoci ve stfevé, uzlindch
a CNS zejména ndsledujici klicovad
sdéleni: v roce 1961 podali Chears
a Ashworth [39] elektronové mikro-
skopicky priikaz bacilt ve stfevni sliz-
nici. V témze roce publikovali Yardley
a Hendrix [103] elektronoptické a op-
ticko-mikroskopické nalezy prokazu-
jici ,bacillary bodies* ve stfevé u Whipp-

leova onemocnéni. V roce 1962 to byl
Kurtz et al [56] s elektronové mi-
kroskopickym potvrzenim bakterif
u Whippleovy nemoci. Nezavisle zis-
kané originalni ndlezy s elektronop-
tickym prikazem intracelularnich
bakterii u nemocného s Whippleo-
vou chorobou byly ze zdejsiho praco-
visté predneseny na Celostatnim sjezdu
¢eskoslovenskych patologti v Olo-
mouci 28. 9. 1962 (Kodousek et al
[47]); referovany pfipad byl posléze
publikovan [48] a obdobné sdéleni
z klinického pohledu s uvedenou
bakteridlni etiologii zverejnil Kojecky
et al vroce 1964 [52,53]. V témZe ro-
ce Marsalek [67] vykultivoval z vySet-
fovaného enterobioptického vzorku
sliznice v p¥ipadé Whippleovy nemoci
kmen Nokardii (pozdéji klasifikovany
jako Nocardia pulmonalis sp. - viz publi-
kaci Kojecky et al 1964) [52]. Ziskany
kmen mél v koloniich filamentarni
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Obr. 9. Mikrobidlni plaka obdobna jako sub 3) ve stadiu pokracujici resor-
pce se zbytky vegetace bakterii a nadchazejici celularni reakci z mikroglial-
nich fagocytl (ptechod do glidlniho uzliku). V cytoplazmé bunék je patrno
nahromadéni PAS+ materidlu pavodem z digerovanych bakterii. N-1484/66.
Mifo LH-311. PAS. Zvéts. 680x(lin.x 1,6).

strukturu, avak v experimentu u kré-
lika, kde bakteridIni agens vyvolalo
hnisavd loziska, se filamentarni tvar
ztrdcel za vzniku difteroidnich tycinek
(délky 4 pm a v prdméru 0,6 pm).
V roce 1963 Caroli et al [10] publiko-
vali u Whippleovy nemoci priikaz Co-
rinebacterium anaerobium; nisledné
pakv roce 1964 byl zvefejnén novy p¥i-
pad vyvolany stejnym druhem bakte-
rie, léCeny antibiotiky (Prévot a Morel
[75]). Vroce 1971 prokédzana kultiva-
cf u Whippleovy nemoci anaerobnf
korynebakteria ve stfevé, uzlindch
a cévnim endotelu [36]. V dal3ich le-
tech podan prikaz bakterie Whipp-
leova onemocnéni v porcinni protéze
mitralni chlopné [80] a odvozeni in-
kluzi v makrofazich od bakteridlnich
reziduf [95].

Kromé Corynebacterium anaerobium
byla jako etiologické agens u Whipp-
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leovy nemoci publikovdna i nonanae-
robni korynebakteria, brucely [25]
a hemofilus [42].

Od pocétku 90. let 20. stoleti na-
stavd éra nastupu molekuldrné bio-
logickych a molekularné genetickych
vySettovacich metod s orientaci na
etiologické agens Whippleovy nemoci,
zejména technikou PCR [18,30,57,76].

V letech 1991-1992 Relman et al
[81] pouzili PCR ke stanoveni speci-
fické sekvence rRNA bakterie Whipp-
leovy nemoci s identifikaci Trophe-
ryma whippelii species nova; podle po-
zdéjsiho terminologického oznaceni
»Tropheryma whipplei (LaScola et al
2001 [60]), a klasifika¢ni zatrazeni
»Actinomycetaceae® (Wilson et al
1991 [101]). Klasifikaéni urceni mi-
kroba do skupiny ,, Cellulomonadaceae*
navrhli v roce 1996 Mainwald et al
[115].

Tropheryma whipplei je podle LaScola
et al 2001 [60] grampozitivni, PAS-
pozitivni, Ziehl-Nielsen-negativni ty-
¢inkovitd bakterie o priméru 0,25 az
0,3 pm, délky 0,8-1,7 pm s asymet-
rickou zevni membréanou [113]. Intern{
membrana obsahuje polysacharido-
vou slozku a je PAS-pozitivni [95].
V elektronovém mikroskopu lze pro-
kézat jeji trilamelarni sténu (plazma-
tickd membrana obalujici bledy nuk-
leoid), déle , plasmatic membrane-like
structure“ a zevni bunécnou mem-
branu [65]. Bakterie jsou lokalizo-
vany intra- a extraceluldrné (zde tvor-
ba paralelnich dlouhych provazcovi-
tych formaci vzajemné adherentnich
i agregovanych).

Generické oznaceni Tropheryma
whipplei - ponékud nekonvenéné zné-
jici a vyslovené jednostranné tcelové
konstruovany nézev Tropheryma odra-
Zi skute¢nost, Ze se tento mikrob po-
dili na zhorsené funkci GIT, vedouci
k projevu malabsorpéniho stavu (je
vytvofen z feckych slov trofé, resp. tro-
phe ‘vyZiva, potrava’ a eryma ‘tvrz’, me-
taforicky pak ‘zdbrana’). Pivodné na-
vrzeny nazev Tropheryma whippelii [ 81|
je v soucasné dobé zménén na Tro-
pheryma whipplei [60]. Nové identifiko-
vana bakterie Tropheryma whipplei gen.
nov. a sp. nov. jakoZto etiologické
agens Whippleovy nemoci pak pfi-
pousti tvahu tykajici se i samotného
Whippleova ndzvu ,intestinalni lipo-
dystrofie“. Tento nazev Whipple [100]
v roce 1907 védomé prozatimné na-
vrhl do doby, nez bude potvrzena
predpokladand bakteridlni etiologie.
Jde tedy o diagnostické cisté semiolo-
gické oznaceni, nikoliv o komplexni
kauzdlné patogenetickou diagndzu,
kterd by principidlné zahrnovala ozna-
¢eni nozologické, topiku a etiologii.
V analogii s pojmenovanim jinych in-
fekénich chorob - kupt. tuberculosis,
spirochaetosis, mycosis, virosis etc -
by se v daném pripadé dal pouzit po-
dle naseho ndzoru termin trophery-
mosis (intestinalni, cerebrélni, kar-
didlnf, lymfonodalni atd).
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Vyskyt Tropheryma whipplei je po-
vaZovén v zevnim prostiedi za ubikvi-
tarni [14], véetné odpadni vody ze-
médélskych technologii [63]. U ¢lo-
véka stizeného Whippleovou nemoci
kolfsd rtizné vysoky intra- a extracelu-
larni vyskyt Tropheryma whipplei vzhle-
dem k postizenému orgdnu ¢i tkané.
Ziejmé nejvyssi koncentrace bakterif
je v makrofazich stfevnf sliznice u ne-
[é¢enych ptipadd Whippleovy nemoci.
Trephoryma whipplei byla prokazovana
u nékterych pacientd postizenych ji-
nou nez Whippleovou nemoci, napf.
v pripadé AIDS [62], u endokarditidy
[66], ve slinach [23]. Vysledky vyzkumu
[114] tykajici se rozsiteni Tropheryma
whipplei udavaji nasledujici hodnoty:
4% vyskyt u rliznych gastrointesti-
nalnich chorob mimo Whippleovu ne-
moc a 7% vyskyt u klinicky zdravych lidi
bez zndmek Whippleovy choroby.
Prekvapujici je vysoké - 40 % pripadd
- procento vyskytu Tropheryma whipplei
v dutiné ustni [104] v gingivalni loka-
lizaci u zdravych lidi. Ve slinach rov-
néz zdravych jedinct byla téz proka-
zdna pozitivita PCR [85,97]; podle
zminénych autort [85] v8ak vysledek
PCR mUze vykazovat faleSnou poziti-
vitu této reakce. Jak bylo jiz uvedeno,
Ize konstatovat u Whippleovy nemoci
intestinalni, ev. extraintestindln{ formy
ptitomnost bakterii jak intracelu-
larné v makrofézich fagocytovanych,
tak i volné se nachazejicich v extrace-
lularnich prostorach rdznych orgdnt
a tkani. Neocekavané vysokou frek-
venci vyskytu Tropheryma whipplei vyka-
zuji zpravy o prikazu této bakterie
zejména po novodobém zavedeni mo-
lekularné biologickych metod do dia-
gnostiky Whippleovy nemoci, zejmé-
na prikazu antigenu DNA Tropheryma
whipplei pomoci sekvenéni analyzy je-
jiho genomu a polymerdzové reakce
(PCR).

Kultivace Tropheryma whipplei. Kul-
tivaéni pokusy byly dlouhodobé spo-
jeny s opakovanymi nezdary (pfi po-
uziti konvencénich bakteriologickych
ptd, bunéénych kultur i v experimental-
nim prenosu na laboratorni zvitata).
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Obr. 10. Vysledna cerebralni mikrogranulomatézni léze - mikroglidlni uzlik

vznikly na zdkladé resorpce mikrobialni plaky pfi postizeni mozku u Wh. ne-
moci. Uzlik sestava histologicky jiz témé¥ vyhradné jen z PAS+ fagocytujicich
elementdl. P¥i protrahovaném pribéhu nemoci jsou tyto granulomatézni léze
ve tkdni mozku velmi pocetné. N-1484/66. Mifo LH-323. PAS. Zvét3. 280x

(lin.x 3,6).

Jak jiz bylo uvedeno, ziskal Marsdlek
[67] z enterobioptického vzorku
stievn{ sliznice nemocného Whippleo-
vou chorobou v roce 1964 kmen No-
cardia pulm. sp. Avsak teprve v roce
1997 se zdafila stabilni primokultura
Tropheryma whipplei na 1L-4 dezakti-
vovanych makrofazich (Schoedon et
al [90]), pficemz tento interleukin
ma podle zminénych autord klicovy
vyznam pro Uspésnost vysledného
kultiva¢niho vySetfeni [91]. V letech
2001-2002 byly zaznamenany dale
Uspésné kultivace i na tkanovych kul-
turdch IL-4 dezaktivovanych fibrob-
lastdl. Izolace provedeny z materialu
srde¢ni chlopné od pacienta s Whipp-
leovou nemoci [77,78] a na jedno-
vrstvé kultufe HEL bunék [60] s pouzi-
tim specifické protilatky proti Trophe-
ryma whipplei a doplnénim defektnich

aminokyselin do kultiva¢niho media
(na zakladé analyzy genomu s de-
fektem 16 aminokyselin v procesu je-
jich biosyntézy). Kmen pak ulozZen
v Narodni kolekei kultur mikroorga-
nizm( v Pasteurové Ustavu v Pafizi jako
kmen Twist-Marseille (Tropheryma
whipplei gen. nov., sp. nov). V roce
2003 zvefejnili Renest et al [82] ace-
luldrni kultivaéni ,,genom based“
prostfedi pro Tropheryma whipplei.
V témze roce ziskan kmen Tropheryma
whipplei z likvoru [64], a nasledné v roce
2006 se podafrilo vytvoreni axenické
kultury Tropheryma whipplei opét po p¥i-
danfi defektnich aminokyselin do kul-
tivaéniho prostiedi [15].
Molekuldrné genetické studie Tro-
pheryma whipplei a taxonomie. Stano-
veni sekvence 16S rDNA [60] umoznilo
zatazeni Tropheryma whipplei do t¥dy
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Obr. 11. Obdobna léze mozku Wh. nemocnjako sub. 5 )V Grocottove impreg-

naéni metodé. Jsou patrny jednak perzistujici zbytky extraceluldrnich bakterif,
jakoZz i vyraznd pozitivita fagocytujicich bunék (&erné zbarven). N—1484/66.
Mifo K-3856. Grocott. Zvéts. 280%(lin.x 3).

Obr. 12. Detailni zdbér Grocott+ makrofdg a masy volnych extraceluldrnich
bakterii v cerebralni 1ézi u WD. N-1484/66. Mifo LH-505. Grocott. Zvéts.
580%(lin.x 5).

Actinomyces. Genom je vcelku maly [3],
délky asi 0,9 Mb s chybéjici ev.
zhorSenou biosyntetickou cestou pro
16 aminokyselin a enzymy cyklu trikar-
bonovych kyselin. Chybi téz systém
thioredoxin/glutaredoxin. Pro dia-
gnostickou praxi je vyznamné, Ze ge-
netickd analyza a sekvencovani 16S
rDNA umozriuje zjistovat pfitomnost
Tropheryma whipplei | bez predchozi
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kultivace. V roce 2003 se zdarila sek-
vence a analyza kompletniho genomu
Tropheryma whipplei - 925,938 bp [7].

Diagnostika Whippleovy nemoci
- klinické a laboratorni aspekty
[105]

Vzhledem ke zndmé variabilité klinic-
kych projevii Whippleovy nemoci ne-
byl zatim ustaven jeji klinicko-dia-

gnosticky standard [72]. Onemocnéni
samo je charakterizovano ¥adou dia-
gnosticky nespecifickych projevdl, pfi-
cemz nejcastéji zmiriované symptomy
jsou zejména abdominalni bolesti, tr-
vajici prijmy (steatorea), projevy ma-
labsorpce s ubytkem véhy, horecky,
polyartritické obtize, zvétSeni uzlin,
hyperpigmentace kiize, anémie, hypo-
albuminemie, snizeni hladin IgA aj
[55]. Nespecifi¢nost téchto projevi
je nékdy pficinou diferencidlné dia-
gnostickych rozpakl, opozdéného
stanoveni diagndzy a s tim souviseji-
ctho odddleni v zapoceti antibiotické
terapie.

Diferencialni diagnostika zahrnuje
riznd multisystémovd onemocnéni,
v prvé fadé - vzhledem ke zvétSeni
lymfatickych uzlin - maligni lymfomy
(zejména Hodgkinovu chorobu), vy-
Zadujici bioptickou verifikaci. V né-
kterych ptipadech je tfeba vyloucit
kolagenézu. Pozornost zasluhuji ev.
i léze u sarkoiddzy. Kone¢né ptichazi
diferencialné diagnosticky v dvahu
téZ systémové bakteridlnf histiocytézy,
jak byly uvedeny v souvislosti s aty-
pickymi mykobakteriemi a BCG. Ze
viech téchto dlvodu se klinickd dia-
gnostika Whippleovy nemoci nutné
opira o vysledky dalSich laboratornich
vySetieni.

Bioptické vysetieni vzorku sliznice
duodena, ev. jejuna ziskaného speci-
alni enterobioptickou sondou - Ko-
jecky et al 1961-1964 [51,50,53] - je
na zdej$im pracovisti dlouhodobé pfi-
nosnym postupem. UmoZzfiuje prikaz
komplexu histopatologickych zmén,
které jsou pro diagnézu Whippleovy
nemoci vyznamné:

* hustd infiltrace lamina propria pé-
novitymi, vyrazné PAS-pozitivnimi
Whippleovymi makrofagy s intrace-
lularnimi bakteriemi a jejich natra-
venymi zbytky (hruba granula gly-
koproteind a glykolipiddi, Sierackiho
SPC ¢&éstice), déle

* ptitomnost mnohotnych chylovych
lymfangiektdzii, a

* pfitomnost tukovych latek ve sliznici
stfeva.
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Enterobiopticky vzorek umozniuje
také bakterioskopické a elektronové
mikroskopické vySetteni, s prikazem
grampozitivnich a Grocott-pozitiv-
nich bakterii pohlcenych v makrofa-
zich i volné ve stromatu rozptylenych;
a oviem i jednoznacné potvrzeni pfi-
tomnosti etiologického agens - Tro-
pheryma whipplei s ptizna¢nou trojla-
meldrnf strukturou bakteridlni stény.

Stejny nalez PAS-pozitivnich histio-
eyt s pozitivnim prikazem mikrob(
|ze zaznamenat pfipadné i v dalsich
extraintestinalnich lokalizacich, ze-
jména v lymfatickych uzlindch a v mik-
roglidlnich granulomatéznich struk-
turdch pfi postizeni mozku.

Bakteriologické kultiva¢ni vysetteni
in vitro spojené se ziskanim a identi-
fikaci kmene Tropheryma whipplei bylo
umoznéno teprve v nedavné dobg,
a to s pouzitim kultiva¢nich prostfedi
sestavenych na zdkladé nové ziska-
nych molekularné biologickych po-
znatkd, tykajicich se vlastnostf etiolo-
gického agens - viz kupt. kultivace na
IL-4 dezaktivovanych makrofazich
[91], kultura a imunologicka detekce
[77,78], kultivace na aceluldrnim
prostredi ,,genom based culture me-
dium“ [82] apod.

Sérologicka vysetieni se tykaji prui-
kazu protilatek proti antigenu Tro-
pheryma whipplei [25]. Nutno v8ak vzit
v tvahu a vyloucit moznost zkiizené
pozitivni reakce antisér proti riiznym
bakteriim i vaci Tropheryma whipplei.
Podle publikovanych zkuSenosti ne-
jsou sérologické testy — vzhledem k di-
vergentnim vysledkiim u pacient( s pro-
kdzanou Whippleovou nemoci a bez
tohoto postizeni - v praxi vyznamné
pfinosné.

Molekuldarné biologické metody
(PCR, sekvencovani genomu Trophe-
ryma whipplei) predstavuji dnesni vr-
cholny stav laboratorni diagnostiky
etiologického agens Whippleovy ne-
moci, a to na bazi vysledkl dosaze-
nych v oblasti molekularni biologie
a genetiky.

Polymerdzova fetézova reakce
(PCR). Tato metoda se stala v sou-
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v ¢asné cerebrdlni 1ézi Whippleovy encefalopatie. N-1484/66. ELMI. Zvéts.
12 500x.

)

Obr. 14. Pfitomnost velikého poctu bakterii Whippleovy nemoci v disledku

jejich intraceluldrni replikace v [ézi mozku. N-1484/66. ELMI. Zvéts. 50 000x.

¢asnosti i v ptipadé Whippleovy ne-
moci nedilnou soucdsti laboratorniho
diagnostického potencialu [76 ], a to
vzhledem k jeji prikazni citlivosti a ¢a-
sovym Uspordm, zejména pak i v zis-
kani vysledku, aniz je tfeba provadét
velmi ndro¢né a dlouhodobé kulti-
vaéni vysetfeni. PCR vede rovnéz
k potvrzeni diagnézy Whippleovy ne-

moci prikazem DNA antigenu Trophe-
ryma whipplei. Jak bylo zminéno vy3e,
metoda je velmi citlivd a byla uplat-
néna i u pripadd Whippleovy nemoci
s atypickym pribéhem. Dal$i moznost
jejtho vyuZiti se tykd i kontroly dcinku
terapie. Soucasné zkusenosti viak ne-
wylucuji jeji ponékud omezenou spe-
cifitu vzhledem k moznostem falesné
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el |

" F il
Obr. 15. Bakterie pfitomné v cytoplazmé makrofagu maji vzhled tycinek s dvo-

jité konturovanou sténou. N-1484/66. ELMI. Zvéts. cca 65 000x. [55]

Obr. 16. Intracytoplazmaticka rezidua po roztraveni intraceluldrnich bakterii

.--‘;._I "

makrofdgy v mozku u téhoz ptipadu WD. N-1484/66. ELMI. Zvéts. 12 000x.

pozitivnich vysledkd [72] u pacientd
bez Whippleovy nemoci [4,18,23,27,
66]. Z téchto divodd je Zadouci v pHi-
padé PCR porzitivity provedeni biop-
tického vysetteni sliznice streva, ev.
z dalsi systémové léze. V literatufe uva-
dény pomérné vysoky pocet PCR po-
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zitivnich p¥ipadd mimo Whippleovu
nemoc je patrné diikazem 3irsiho roz-
Siteni bakterie v Zivotnim prostredi.
Pripadné protikladné vysledky klasic-
kych metodickych postupti (vysledek
enterobiopsie) a citlivych moleku-
larné biologickych metod mohou zti-

zit diferencidlnf diagnostiku a oddalit
véasné zavedenf ucinné lécby [72].

V porovnani diagnostickych vysledkd
ziskanych biopsif (PAS-pozitivni ma-
krofagy) a PCR dospéli Raoult et al
2001 [78] k nésledujicim vysledkdaim:
PAS-pozitivni makrofdgy v enterobio-
psiich v 78 %, naproti tomu PCR v 84 %.
U extraintestinalnich organovych |ézi
byla histologickd pozitivita v 79 %,
PCR ve 100 % ptipadu.

Sekven¢ni analyza umoznila mj.
druhovou identifikaci bakterii na pod-
kladé jejich genové charakteristiky,
véetné stanoven( sekvence 16S rDNA
genu Tropheryma whipplei [29,30,107].
Jak bylo uvedeno, sekvencovani 16S
rDNA umoznilo potvrdit pfitomnost
Tropheryma whipplei bez predchozi kul-
tivace. PFi ev. identité vysledku se-
kvenénf analyzy bakterii bylo doporu-
¢eno k urcenf species sekvencovani ji-
ného genu, napt. 23S rDNA - viz téz
vysledky sekvenéni analyzy u kmene
Twist-Marseille aj [38,60].

Experimentalni pFenos Tropheryma
whipplei. V pienosu Tropheryma whipp-
lei na experimentaln{ zvitata se nepo-
datilo vyvolat lézi v podobé analogické
Whippleové nemoci, jaka se objevuje
u ¢lovéka, ani neni zndm pfipad pre-
nosu na ¢lovéka [65]. Jiz Whipple v pa-
vodni préci z roku 1907 uvadfi vlastni
pokus se subkutdnnim p¥enosem
mezenteridlni uzliny zemvelého pa-
cienta do podkozi krélika s ndslednym
vznikem abscesu s centrélni nekrézou,
obklopenou granulaéni tkdni, v niz
nalezl makrofagické buriky podobné
makrofdglim ve sliznici stfeva z pitvy
zemfielého.

Histopatologii zmén po inokulaci
Corynebacterium anaerobium u pokus-
ného kralika uved|i ve své praci Leva-
diti et al 1965 [61]. Podle publikova-
nych experimentélnich ndlezl dochazi
u bilych mysi po intraperitonedlni
aplikaci bakterii kmene Tropheryma
whipplei ke granulomatéznim [ézim
v jatrech, aniz by vznikla |éze v GIT.
U mysi kmene SCID bez adaptivni
imunity byl vysledek aplikace prekva-
pivé stejny, ¢i dokonce bez granulom

Vniti Lék 2008; 54(3): 287-304




[33], z ¢ehoz vyplynulo zjisténi, ze se
Tropheryma whipplei nechova zfejmé
jako bézny oportunni patogen. Po-
kusy na bilych myskach dale ukédzaly
na pomérné nizké patogenni ucinky
Tropheryma whipplei, jejiz replikace
v makrofézich je u zdravého jedince
pod dostate¢nou kontrolou p¥irozené
produkce IFNY.

Patogeneza Whippleovy nemoci
Nazory na patogenezi Whippleovy ne-
moci prodélaly v pribéhu dlouhé doby
rovnéz fadu promén, a to ziejmé v za-
vislosti na dosazené drovni poznatkd
sméFovanych k samé podstaté nemoci.
Z téchto je mozno alespori ve struc-
ném prehledu jako pfiklad uvést
nasledujict:

a) predpoklddand funkéné/anato-
micka porucha enterocytil, tykajici se
vstrebdvani hlenu produkovaného po-
harkovymi burikami (s jeho p¥ipad-
nym odchylnym sloZzenim) a spolu
s poruchou absorpce tukovych latek
z potravy [32,98] jsou povazovany za
podstatu malabsorpénich projevi
Whippleovy nemoci. Pozdéji pak zd -
razfiovdna i korelace mezi stupném
malabsorpce a bakteridlnf invaze do
absorptivnich bunék sliznice stfeva
[65].

b) blokada lymfatickych cév a pro-
blém intestindlnich lymfangiektazii
u Whippleovy nemoci. Jiz prvni pub-
likované ptipady byly charakterizovany
intestindlnimi lymfangiektaziemi [3,
100], o jejichZ priciné prevladaly nézory
ve smyslu mechanické blokady, ev. je-
jich pricina zlstala v tehdejsi dobé ne-
vysvétlena. Néktef{ autoti uvddéli jako
pficinu , proliferativni sklerozujici lym-
fangoitidu“ [12] s obstrukei eferent-
nich lymfatickych cév v dponu me-
zenteria; v jiném pripadé se uvadély
chronické fibrézujici zanétlivé zmény
lymfatickych uzlin. V novéjsi interpre-
taci byla za pFi¢inu lymfatické ob-
strukce a vzniku varikdéznich lymfan-
giektdzii povazovéna ,,celularni embo-
lizace“ drobnych lymfatickych cest
masou PAS-pozitivnich makrofag(i ob-
turujicich v disledku lokdlniho nahro-
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madénf jejich lumina [1,2]. Toto vy-
svétlenf je v souhlase s dive publiko-
vanymi vysledky [57], podle nichz je
vznik obturace lymfatickych cév ve
stievé u Whippleovy nemoci dévan do
souvislosti s nahromadénim makro-
fagh preplnénych PAS-pozitivnim mem-
branovym materidlem z degradova-
nych bakterii. Nasledné tento stav vede
ke zpomaleni mobility aZ ke stagnaci
a nahromadéni makrofagickych ele-
ment( ve sliznici s ndslednou bloka-
dou a porusenim cirkulace lymfy, coz
predstavuje i jednu z vyznamnych pfi-
¢in pozdéjsi malabsorpce (zhorSeni
vstiebavani tukd a ztraty bilkovin).

Uvedené zmény na lymfatickych cé-
vach spojené s jejich ektdziemi a po-
rucha absorpce tukovych latek z lumen
stfeva s ndslednou stagnaci i hroma-
dénim ve sliznici ve formé tukovych
kapének jsou - kromé PAS-pozitivnich
makrofdgl - rovnéz ndpadnym néle-
zem v enterobiopsiich. S poruchou li-
pidd souviseji téz p¥ipady spojené
s projevy lipopigmentové dystrofie,
kupt. pfipad intestinalni ceroidézy ty-
kajici se pigmentace bunék hladkého
svalstva stény strevni. Kromé neutral-
niho tuku (triglycerid() Ize ve sliznici
konstatovat téz hromadéni glykolipi-
dového a glykoproteinového materidlu,
ktery je prokazatelny v reakci PAS s vy-
raznou topickou pozitivitou v makro-
fazich, ptitomnych v nelécenych pfipa-
dech v obrovském mnoZstvi, zejména
v lamina propria stfevni sliznice. Rov-
néz tak je tomu i v systémové podobé
nemoci, jak to dotvrzuji lozZiska PAS-
pozitivnich histiocyt(i v réiznych extra-
intestindlnich lokalizacich. Pravé tato
vyraznd systémova reaktivni histiocy-
téza podminila v d¥ivéjsi dobé vznik
ndzord o prifazeni Whippleovy ne-
moci do skupiny

c) systémovych retikul6z [37] ¢i re-
tikulohistiocytéz [88], a ddle stfada-
jicich histiocytéz blizkych tezau-
rizmézam (blizsi hodnoceni téchto
stavd uved| Vorreith 1958 [99]).

d) imunopatogenetické hledisko
u Whippleovy nemoci je v soucasné
dobé zcela prevlddajic, a tykd se v kom-
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plexnim pojeti jak problému humo-

ralni, tak zejména celularni slozky imu-

nitniho systému v jeho patogenetické

Ucasti na vzniku onemocnént:

- jiz d¥ive byly popisovdany zmény
lymfoidnich bunék ve stfevnf sliznici
u Whippleova onemocnéni, zejména
ubytek lymfocytdl a plazmocytd (pfi
normalnich hodnotach i morfologii
lymfocytd v krvi). Déle pak byla po-
psana porucha transformacni funkce
lymfocytl po podani fytohemaglu-
tininu (PHA), pfi niz se jejich bla-
stickd transformace pohybovala
v rozmezi abnormdlniho rozptylu
mezi 5-58 % [69]. Z uvedenych zjis-
téni bylo u Whippleovy nemoci pa-
togeneticky usuzovdno na primarnf
deficit a poruchu celularné zpro-
stredkované imunitni reakce [69],
pFi¢emz zminénym imunodeficitem
se vysvétlovala i moznost tcasti vice
bakterialnich cinitel(. Na cytopaticky
efekt troferymu, translaéni iniciaénf
faktor IF-1 a snizenou produkci IgA
v plazmocytech stfevni sliznice (pro-
jevy sekundarni imunodeficience
po infekci Tropheryma whipplei) po-
ukazali zejména Cabbot 1997 [9]
a Eck et al 1997 [26]. Novgji pak
Desnues et al 2005 [16] upozornili
na specifickou vnimavost makrofa-
gl vaci Tropheryma whipplei, danou
jeji schopnosti indukovat alterna-
tivné aktivacni proces mononukled-
r& periferni krve se zvySenou sekreci
-4 pti snizeni IL-12, 1L-2 a IFNy
(Deriban a Marth 2006 [14]). Tim
je snizena obrana vaéi Tropheryma
whipplei, nikoliv viak oproti opor-
tunnf infekei [58].

- pfitomnost  velikého  mnozstvi
»Whippleovych makrofagi“ v la-
mina propria a ev. jinych extrain-
testindlnich lokalizacich je ziejmym
projevem ucasti celuldrni slozky
imunity v patogeneze Whippleovy
nemoci. Tyto PAS-pozitivni makro-
fdgy jsou pritomny zejména u nelé-
¢enych pacientll v lamina propria
v excesivhim mnozZstvi, kromé toho
i v mezenterialnich uzlinach a jinych
lokalizacich. Jejich PAS-pozitivita je
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podminéna pfitomnosti glycidového

(glykoproteinového a glykolipido-

vého) materidlu a je zndma jiz té-

mér pul stoleti (Black-Schaffer 1949

[8]). Z diagnostického hlediska je hoj-

né vyuzivdna. V patogeneze Whipp-

leovy nemoci je témto makrofagtim
ptikladan natolik mimoradny vy-
znam, Ze se nékdy Whippleova lipo-
dystrofie dokonce hodnoti jako ,,ne-
moc makrofagu“ [15]. V kauzalnf
patogeneze je jim pric¢itdna modu-
la¢ni funkce v procesu replikace, ¢i
naopak intracelularni likvidace etio-
logického agens - Tropheryma whip-
plei. Funkce téchto makrofagh je
dalekosdhle ovliviiovdna cytokiny.
Whippleova nemoc je v tomto sméru
charakterizovdna snizenim ev. defek-
tem monocytarniho IL-12 a nasled-
nym snizenim tvorby IFNy v T-bun-
kdch. To ma oviem za ndasledek po-
ruchu v aktivaci procesu fagocytdzy

a usmrcovani intraceluldrnich bak-

terii s naslednym zvySenim jejich re-

plikace. Zmény se tedy tykaji kom-
plexné jak humordlni, tak i celularni
slozky imunity. Prezivan, ev. likvidace

Tropheryma whipplei je proto v primé

spojitosti s expresi lymfokind.

Z patogenetického hlediska Ize tu-
diz predpoklddat bud defekt urcitého
cytokinu (ev. TNFa) aktivujictho ma-
krofagy k fagocytdze, usmrcovani po-
hlcenych bakterii a konecné jejich lyze,
anebo p¥i jeho normalni tvorbé po-
ruchu nebo defekt p¥islusného recep-
toru v bunééné membrané makrofagd.
V obou téchto uvaZovanych pfipadech
makrofdgy sice fagocytuji, ale nezabi-
jeji pohlcené bakterie, které prezivaji,
silné se pomnoZuji a po apoptdze
buriky se uvolriuji do extraceluldrniho
prostoru. Déle se lymfogenni a hema-
togennf cestou ${ff do extraintestinal-
nich tkdnf a rdznych organd.

V pfipadé Whippleovy nemoci je
profil zi¢astnénych interleukint uva-
dén néasledovné [14]: snizena pro-
dukce I1L-12, IL-2 a IFNY pFi soucasné
zvy$ené sekreci IL-4; zminéné snizeni
IL-12 vede patrné ke snizené produkci
IFNyv T-burikdch s ndslednou defekeni
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aktivaci makrofdgli. Také chronicita
pribéhu Whippleovy nemoci s dlouho-
dobym pretrvavanim Tropheryma whipp-
lei ve stfevnich makrofazich predpo-
klad4d omezeni az inhibici baktericidni
aktivity makrofagt v disledku ome-
zené produkee 1L-12 a IFNy [17].

V soucasnosti je vimunopatogeneze
Whippleovy nemoci pti¢itan téz ,kli-
¢ovy“ vyznam interleukinu IL-16 [17],
a to pro jeho roli tykajicf se intracelu-
larnitho prezivani a zvySené replikace
Tropheryma whipplei. Tento lymfokin in-
hibuje ¢&i rusi bakteriostatické/bak-
tericidni funkce thioredoxinu, produ-
kovaného monocyty po stimulaci Tro-
pheryma whipplei; nasledny pokles
baktericidni funkce makrofagt pak
umoziiuje intracelularni prezivani a zvy-
Senou replikaci téchto bakterii [17].
V experimentu je IL-16 zcela inaktivo-
van protilatkou ,,Anti IL-16 Ab“ s na-
slednou inhibici replikace bakterif.

V nedédvné dobé byly dale objasnény
nékteré zvlastni alternativné modu-
la¢ni mechanizmy makrofagti u Whipp-
leovy nemoci. Po infekci Tropheryma
whipplei nabyvaji infiltrujici buriky stfeva
u Whippleovy nemoci transkripéni
charakter alternativné aktivovanych
M2 makrofagti [16,33], pficemz se
uplatiiuji imunoregulatorové cytokiny
-4, IL-10 a IL-16 ve smyslu jejich
funkéni inhibice (umoznujici intrace-
lularnf replikaci), ¢i naopak ve smyslu
jejich stimulace IFNy (pokles intrace-
lularni replikace Tropheryma whipplei)
[17,35].

Jak bylo vy3e uvedeno v souvislosti
s Ucasti lymfokini v patogeneze
Whippleovy nemoci zaujimd téz IL-4
v ramci specifického defektu celularni
imunity pro Tropheryma whipplei vy-
znamné postaveni, nebot je v pfipadé
Whippleovy nemoci exprimovén ve zvy-
Sené mite. IL-4 je zejména Ucasten pti
dezaktivaci makrofagt, coz umozriuje
replikaci intraceluldrnich bakterif.
V posledni dobé bylo vyuZito této sku-
te¢nosti k Uspésnému ziskani dlouho-
dobych kultur Tropheryma whipplei na
desaktivovanych makrofézich [77,91],
coz se predtim prakticky nikdy neda-

filo. Z laboratornich pokust také vy-
plynul poznatek o rtzném ovlivnéni
replikace Tropheryma whipplei v mono-
cytech a makrofazich, v nichz se patrné
uplatriuje specificky tcinek koexprese
s IL-16 a snizenym IL-12. Je dale znamo,
Ze IL-16 ovliviiuje ¢i blokuje expresi
bakteriostaticky ptisobiciho thioredo-
xinu s néslednym poklesem bakteri-
cidni funkce makrofdgl, prezivanim
bakterif a jejich zvySenou replikact.

e) etiopatogenetické korelace
u Whippleovy nemoci. Soucasny roz-
mach vyzkumu v etiopatogenetické
oblasti Whippleovy nemoci navodil do
znacéné miry objev, izolace a kultivace
etiologického agens - Tropheryma whipp-
lei - a jejtho taxonomického vymezeni
jakoZto ,,species nova“ pomoci mole-
kuldrné biologickych/chemickych me-
tod (priikaz pomoci PCR, sekvenco-
vani genetické bakteridlni DNA). S vy-
uzitim novych poznatk( v této oblasti
se kone¢né podafilo provadét kulti-
vaéni vySetfeni a tim ziskat stabilni
kmeny této bakterie, ziskat déle spe-
cifickou protilatku a rekognoskovat
pfitomnost antigenu/DNA Tropheryma
whipplei pomoci PCR. V popfedi sou-
¢asného vyzkumného zdjmu stoji téz
problematika vztaht etiologického
agens s kauzdlni patogenezi procest
vedoucich ke klinickym projevim
Whippleovy nemoci. Zatim je i sporny
mechanizmus topického postizent sliz-
nice stfeva, zda se uskutecriuje for-
mou bakteridln{ invaze z lumen stfeva
(v elektronoptickém obraze se nachazi
nejvice bakterii v povrchovych partiich
sliznice), ¢i formou hematogenni.
Vzhledem k nepochybnému defektu
celularné mediované imunity Ize p¥i-
pomenout ndzor uvadény v literatufe
[16,33], v niz se pfi absenci béz-
nych oportunnich infekt( u pacientt
s Whippleovou nemoci uvddi moznost
specifické alternativni aktivace ma-
krofagti vlivem etiologického agens,
tj. Tropheryma whipplei, vyjimecné pak
i jinymi druhy bakterii [15]. Mecha-
nizmus tohoto jevu zatim vyzaduje
blizsi objasnéni. V této souvislosti byly
uvedeny dals$i dikazy [16,35], ze
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makrofdgy po fagocytéze Tropheryma
whipplei vykazuji posun k alternativné
aktivovanému fenotypu M2 se zvyse-
nou produkei IL-16; tyto makrofagy
dale podléhaji apoptdze s ndslednym
$irenim infekéniho agens. Stuperi apo-
ptézy po infekci Tropheryma whipplei je
stanovovan v % anexin-pozitivnich
bunék (UV-mikroskopicky). Je pravdé-
podobné, Ze se zminény transkripéni
program uplatriuje i v navozeni zmény
fagozomalniho prostredi - jeho aci-
dita se stava pro intraceluldrnf prezi-
vani Tropheryma whipplei nezbytnou
[17,34].

Selektivni porucha na drovni inter-
leukinové modulace elementl MPS
u Whippleovy nemoci s nésledné vy-
stupriovanou replikaci Tropheryma
whipplei vede podle nasich zkusenostf
k histopatologickym obraziim blizce
upominajicim na bakteridlni histio-
cytézy, kupf. vyvolané atypickymi
kmeny mykobakterii a generalizované
vakciny BCG [24,54], u nichZ se viak
jedna a vrozeny ¢&i ziskany (AIDS) de-
fekt imunity.

Zavér

U prilezitosti 100letého vyroci objevu
Whippleovy nemoxci je i dnes patrny
Zivy zdjem o toto vzacné, aviak klinicky
vyznamné onemocnéni. V prabéhu
dlouhé doby se pochopitelné pod-
statné ménily ndzory na jejf etiologii,
patogenezi, kliniku a terapii. Na za-
kladé modernich molekularné biolo-
gickych vyzkumnych metodickych po-
stupt se zdatila identifikace ,,Whipp-
leovy bakterie - Tropheryma whipplei -
jakoZto gen. nov. et sp. nov., jeji kul-
tivace umoznujici nejen ziskavani spe-
cifické protilatky, ale i detailni poznanf
jejtho genomu (PCR, sekvencovani 16S
rRNA). V kauzalni patogeneze Whipp-
leovy nemoci ovlad| roli molekuldrné
imunogeneticky vyzkum se zamérenim
na vyznamnou ucast celuldrni imunity
podilejici se na normalnf & defektni
tvorbé interleukin(, ddleZitych v mo-
dulaci (stimulace ev. blokdda) bunék
MPS a vzniku onemocnéni samého.
Z uvedeného souborného referatu z li-
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terdrnich a vlastnich poznatkd je ziej-
mé, Ze patogeneza, klinika a terapie
budou i nadale tématem pro vyzkum
dosud nevyjasnénych problém tyka-
jicich se Whippleovy nemoci.

Pro nas pracovniky Il. internf kliniky
fakultni nemocnice, Ustavu patolo-
gie, Ustavu histologie a Mikrobiologic-
kého ustavu LF UP v Olomouci, byla
mezitstavni spoluprdce v minulosti
predpokladem k ziskdni cennych na-
lez& publikovanych v Fadé sdélent.
Z téchto byly zejména vyznamné pub-
likace z let 1962-1963, tykajici se zcela
nezdvisle prokazané existence intra-
celuldrnich bakterif v makrofagickych
burikdch u Whippleova onemocnént,
jakvjeho intestindlni formé, tak i v p¥i-
padé cerebrélni [éze (s prehodnocenim
ve smyslu metastatické/systémové
mikroglidIné granulomatézni encefa-
litidy s p¥itomnosti PAS-pozitivnich
Whippleovych makrofdgtl) a elektro-
nové mikroskopickym prikazem bak-
teridlniho agens v uvedenych lézich.
Veskeré nalezy ze zdejsiho pracovisté
byly ziskdny po zavedeni enterobiop-
tické sondy vlastni konstrukce na gas-
troenterologickém oddélenf Il. internf
kliniky FN Olomouc. Zminéné publi-
kované prace ptispély téZ svym dilem
k pozitivnim vysledk&im na padé do-
maci gastroenterologie i v zahranici.
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