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1. Bevezetés, elméleti hattér

A vilagszinten mintegy 4,4 milliard embert érintd
Helicobacter pylori (H. pylori) fert6zés kezelésének egyik
alapszere a clarithromycin, azonban hatékonysaga az ellene
kialakul6 rezisztencia (Cla-rezisztencia) gyakorisaga miatt az
utobbi években nagymértékben csokkent.

A rezisztens fertdzések kétfelé bonthatéak aszerint, hogy a
gyomrot kolonizald baktériumok mindegyike hordozza-e a Cla-
rezisztenciaért felelés valamelyik pontmutaciot (homorezisztens
fertdzés), vagy érzékeny ¢&s rezisztens baktériumok is
megfigyelhetdek (heterorezisztens fertdzés). Utdbbi tovabb
oszthatd az érzékeny és rezisztens baktériumok egymashoz
viszonyitott helyzete alapjan, ugyanis ha azok egymassal
keverednek, akkor intraniche tipus, ha pedig egymastol
elkiiloniilve helyezkednek el, akkor az interniche tipust
heterorezisztenciar6l beszéliink. Munkank sordn elsddleges
célunk volt a heterorezisztens fertdzések klinikopatologiai
jellemzdéinek meghatarozasa. Az altalunk hasznalt H. pylori Cla-
rezisztencia detektalasat célzo fluoreszcens in situ hibridizacios
(FISH) eljaras unikalitasat az adja, hogy a baktériumok képi
megjelenitésének koszonhetden alkalmas a heterorezisztens
fertézések kimutatdsara €s annak altipusainak elkiilonitésére is.

Ezen fertdzések pontos diagndzisanak feltétele azonban egy



olyan eljaras hasznalata, melynek a baktériumok detektalasaban
mutatott magas szenzitivitasa €s specificitasa lehetévé teszi a
szOovetmintaban talalhat6 Osszes korokozd képi megjelenitését.
Bar a H. pylori FISH-technika magas szenzitivitasa ismert a Cla-
rezisztencia diagnozisaban, de a baktériumok kimutatasaban

mutatott diagnosztikus értékét mindeddig nem vizsgaltak.

2. Célkitiizések

1. A H. pylori Cla-rezisztencia FISH-eljaras a baktérium
kimutatasaban mutatott diagnosztikus teljesitményének
meghatarozasa (érzékenység, specificitds, pozitiv és
negativ prediktiv érték), illetve az azt befolyasold szdveti
tényezOk kimutatésa.

2. A FISH eljaras hasznalataval a Cla-heterorezisztens H.
pylori fertézések valos gyakorisaganak felmérése.

3. A Cla-heterorezisztens H. pylori fert6zések diagnozisat
befolyasold mintavételi és egyéb metodikai tényezok
szerepének vizsgalata.

4. A Cla-heterorezisztens H. pylori fert6zések lehetséges
kompartmentalis tipusainak vizsgalata és ezek egymashoz
viszonyitott gyakorisdganak meghatarozasa.

5. A Cla-heterorezisztens H. pylori fertézések klinikopatolo-

giai jellemzOinek vizsgalata, kiilonds tekintettel a



kialakulasukat befolydsold lehetséges tényezOkre, azon
belill is a gydgyszerfogyasztasi elézmények szerepére a
heterorezisztencia létrejottében.

6. A Cla-heterorezisztens H. pylori fertézések terapias

kimenetelének vizsgalata.

3. Anyag és médszer

Vizsgalatainkat a II. Sz. Patoldgiai Intézet formalin-
fixalt, paraffinba-agyazott  (FFPE) gyomorbiopszias
szovetmintain végeztilk. A vizsgalati protokoll a Helsinki
Nyilatkozat (1975) etikai iranyelveivel Osszhangban kertilt
felallitasra és a Semmelweis Egyetem Regiondlis Etikai

Bizottsaganak engedélyével zajlottak (#148/2007; 97#2012).

Beteganyag I. - Immunhisztokémia és FISH 6sszehasonlitasa
Retrospektiv tanulmanyunkban H. pylori immunhisztokémia
(IHC) ¢és FISH modszerek segitségével 2896 beteg
gyomorbiopszias mintdjat vizsgaltuk a 2006-2008. évekbdl.
Az eredmények kiértékeléséhez a gyulladds aktivitdsa és a
nyalkahartya H. pylori altal indukalt strukturalis elvaltozasainak
megléte vagy hianya alapjan statisztikai kategoridkba soroltuk
az eseteket. A kategoriak a kovetkezok voltak: 0) nincs kronikus
gasztritisz a mintaban /sine morbo/, 1) kronikus gasztritisz

aktivitas és strukturalis elvaltozas nélkiil, 2) kronikus gasztritisz
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aktivitassal, de strukturalis elvaltozas nélkiil, 3) kronikus
gasztritisz aktivitas nélkiil, de strukturalis elvaltozassal, és 4)

kronikus gasztritisz aktivitassal és strukturalis elvaltozassal.

Beteganyag Il. - A heterorezisztencia vizsgalata

A Cla-heterorezisztencia tanulmanyozasahoz 305 olyan
beteg szovetmintajat hasznaltuk, akiknél mind az antrum, mind
a corpus teriiletérél szarmazo minta immunhisztokémiai (IHC)
modszerrel H. pylori-pozitiv volt. Az eradikacio sikerességét 6
hét elteltével végzett 13C-UBT vizsgalat vagy a kontroll

biopszias minta szovettani eredményével kontrollaltuk.

Immunhisztokémiai vizsgalat

Az IHC vizsgalatot pH 9,0 Tris-EDTA feltarast kovetden
1:350 ardnyban higitott, B0471 poliklonalis nyal anti-
Helicobacter pylori elsddleges antitesttel (Dako) végeztiik
Ventana 320 vagy Ventana Benchmark XT immunfestod
automataban iView illetve UltraView DAB Detection Kittel
(Ventana  Medical  Systems). A baktériumdenzitas
szempontjabol az eseteket enyhe /1+/; mérsékelt /2+/; mérsékelt

vagy sulyos /3+/ kategoriakba osztottuk.

H. pylori clarithromycin rezisztencia FISH
A FISH reakciot a rutin festések és az IHC utan a harmadik

metszés lemezén végeztik BACTFish H. pylori Combi Kit



(Izinta Kft.) segitségével, a gyartd eléirasanak megfelelGen.
Ennek sordn specifikus oligonukleotid probédkat hibridizalunk a
baktérium rRNS-ének meghatarozott szakaszaihoz. A kérokozot
a 16S rRNS fajspecifikus szakaszahoz kotodd, zolden jelslt H.
pylori-specifikus probaval jeloljiik. A Cla-rezisztenciat az ezért
felelés harom leggyakoribb 23S rRNS peptidil-transzferaz
pontmutacio (A2143G; A2144G; A2143C) helyéhez kot6do
narancs-vorods jelolési probakkal jelenitjiik meg. A reakciokat
Leica DM-RXA fluoreszcens mikroszkoppal vizsgaltuk. A zo6ld,
vords és kék csatornak Osszetett képén a Cla-érzékeny
baktériumok zold szinben jelennek meg, a rezisztens
baktériumok zold és vords fluoreszcencidja egyiittesen sarga
szint eredményez. A baktériumdenzitas kiértékelése az IHC
vizsgalatnal ismertetett modon tortént.

A kiilonb6zé modszerekkel diszkrepans festédést mutatod
esetekben FISH reakciot végeztink a rutin Giemsa-festett
targylemezeken. Azokat az eseteket, amelyekben az ismételt
FISH vizsgalattal baktériumokat lattunk, H. pylori-pozitivnak

tekintettiik az eredmények Gsszesitése soran.

Statisztikai analizis
A kiértékeléshez kétoldalu Fisher-egzakt tesztet, Khi-négyzet
tesztet, McNemar-tesztet, Kruskal-Wallis-tesztet és Spearman-

rangkorrelaciot alkalmaztunk. A kiilonbségeket p<0,05 esetén
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tekintettiik szignifikdnsnak. A tobbszords 6sszehasonlitdsokhoz
a Holm-Bonferroni-féle post-hoc eljarast alkalmaztuk. A kapott
eredményeket akkor tekintettiik szignifikdnsnak, ha a p érték
kisebb volt, mint 0,05. Ez al6l kivétel a Holm-Bonferroni eljaras
volt, ahol a pontosabb p<0,01 értéket hasznaltuk. A statisztikai
elemzéseket a Statistica 12.0 (StatSoft Inc.), az SPSS Statistics
ver. 23 (IBM Corp.) és R (3.51 verzid) szoftverekkel végeztiik.

4. Eredmények

Szenzitivitas, specificitas, pozitiv / negativ prediktiv értékek

A 2896 beteg mintajanak értékelése soran IHC-val 795
esetben (27,5%), mig FISH eljarassal 788 esetben (27,2%)
talaltunk H. pylori pozitivitast. A két modszer valamelyikével
pozitiv esetek szama Osszesen 804 volt (27,8%). A FISH-
vizsgalat szenzitivitdsa 98%, specificitasa pedig 99,6%, pozitiv
¢s negativ prediktiv érteke 98,9% ¢€s 99,2% volt. Az
immunhisztokémia esetében az érzékenység 98,8%, a
specificitds pedig 99,2% volt, az eljards pozitiv és negativ

prediktiv értéke 98,0% ¢€s 99,6%-nak bizonyult.

A ,Kifaragodas” szerepének vizsgalata
Az IHC ¢és FISH eljarasokkal eltéré eredményt add 25 eset
elemzése soran 24 esetben (96,0%) csak 1+ baktériumdenzitast

talaltunk, vagyis a korokozok csak elszortan vagy kisebb
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fokuszokban voltak jelen. Ezekben az esetekben feltehetéen a
szovetblokk ismételt metszése soran a baktériumok hol
megjelentek bizonyos metszési sikokban, hol kifaragddtak a
mintabol. Szintén ez magyarazhatja a rutin Giemsa festés soran
negativ, majd a két vizsgaldeljarassal diszkrepans eredményt
ad6 esetek Giemsa-festett metszetén megismételt FISH-
reakciok magas negativitasi aranyat (20/28, 71,43%). Ezek k6zé

tartozott raadasul négy, az eredeti FISH-sel pozitiv eset is.

Az aktivitas, a nyalkahartyaszerkezeti valtozasok és a
baktériumdenzitas szerepe a diagnosztikus teljesitményben

A két vizsgaloeljaras diagnosztikus teljesitménye kozott
egyik statisztikai osztalyban vagy ezek kombindcidiban sem
talaltunk szignifikans kiilonbséget. Mind az IHC, mind a FISH-
eljaras érzékenysége tobbnyire elérte, illetve meghaladta a 90%-
ot, ennél alacsonyabb szenzitivitds csak a kronikus gasztritiszt
nélkiilozo (0. osztaly), illetve az aktivitas nélkiili, de strukturalis
elvaltozassal rendelkezd kronikus gasztritiszes mintdkban (3.
osztaly, FISH: 86,9%,) volt megfigyelhet6. A baktériumok
denzitasa erds pozitiv korrelaciot mutatott az aktivitassal. Az
aktivitas hidnya csekély mértékben csokkentette az eljarasok
érzékenységét, a strukturalis elvaltozdsok jelenléte az IHC-ét
nem, de a FISH érzékenységét diagnosztikailag nem jelent6sen,

am statisztikailag szignifikansan rontotta (98,0 vs. 95,9%).
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A Cla-rezisztencia és a heterorezisztens fertozés gyakorisaga

Ezen vizsgalatban 305 beteg Cla-rezisztencia FISH statuszat
hataroztuk meg, a betegeket Cla-érzékeny, -homorezisztens és -
heterorezisztens csoportba soroltuk. 232 beteg esetében (76,1%)
Cla-érzékeny, mig 73 beteg esetében (23,9%) Cla-rezisztens
fert6zést talaltunk. Ez utobbi csoportbdl rezisztens korokozot 65
esetben (21,3%) tartalmaztak az antrumbdl szdrmazd és 64
esetben (21%) a corpus mintak. Az Gsszes rezisztens eset koziil
35 esetben homo- (11,5%) és 38 esetben heterorezisztens
(12,5%) fertézés volt jelen. Csaknem az Osszes (35/38)
heterorezisztens betegnek legalabb az egyik biopszias mintaja,
tartalmazott mind Cla-érzékeny, mind Cla-rezisztens korokozot,
¢s a 38-bol 18 esetben (47,4%) kiilonbozott az antrumbol és a

corpusbodl szarmazd biopszias mintak rezisztenciastatusza.

A rezisztenciacsoportok klinikopatologiai kiilonbségei

Cla-rezisztenciat szignifikansan gyakrabban talaltunk néknél
(29,1%), mint férfiaknal (16,9%). Mig a fogékony csoport
kiegyensulyozott férfi-ndi aranyt (83%:71%), a homorezisztens
alcsoport pedig erds ndi talsulyt mutatott (7%:15%), addig a
heterorezisztens fert6zottek mérsékelt néi tulsullyal (10%:14%)
egy koztes csoportot képviseltek a kettd kozott.

Az endoszkdpos és szovettani elvaltozasok koziil a peptikus

fekélybetegség csak Cla-érzékeny fert6zésben szenveddknél
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fordult el6. A gasztro6zofagealis refluxbetegség (GERD)
szignifikansan gyakoribb volt a Cla-rezisztens fert6zottekben

(74,6% érzékeny vs. 84,2% hetero- vs. 91,4% homorezisztens).

Az antrum- és corpusmintak rezisztenciafiiggé eltérései

A szemikvantitativ kiértékelés alapjan 1+ és a magasabb (2+
vagy 3+) denzitasértékkel biré mintak 6sszehasonlitdsa alapjan
a magasabb baktériumsiiriiség szignifikansan gyakrabban volt
megfigyelhetd az antrumbol szarmaz6 mintdkban. A gyulladés
aktivitasa tobbnyire az antrumra lokalizal6dott, homorezisztens
fertdzottekben gyakrabban volt jelen aktiv gyulladds mindkét
vizsgalt régidban, mint a heterorezisztens fertézésben szenvedd
betegekben. A gyomornyalkahartya H. pylori fert6zéshez
kothetd strukturalis elvaltozasai is antralis tulsulyt mutattak a
teljes betegcsoportban, valamint az érzékeny és homorezisztens
esetekben, a heterorezisztens fert6zésekben hasonlé tendencia

volt lathato statisztikailag szignifikans kiilonbség nélkiil.

A betegek eradikacios anamnézisének szerepe

A Dbetegek kortorténetében korabbi eradikacios kisérlet
szignifikansan gyakoribb volt a Cla-rezisztens, mint a fogékony
fert6zésti betegeknél, és a homorezisztens fert6zottek esetében
IS szignifikansan tobb korabbi eradikacios kisérletet talaltunk,
mint a heterorezisztenseknél (érzékeny: 8,6%; heterorezisztens:
26,3%; homorezisztens: 65,7%;). Hasonl6 tendenciat mutatott a
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korabbi eradikacios kisérletek szama is; mind a homo-, mind a
heterorezisztens betegek szignifikdnsan gyakrabban estek at
kettd vagy tobb kezelésen, mint az érzékeny fertdzéstiek

(érzékeny: 3,5%; heterorezisztens: 21%; homorezisztens: 54,3%).

A sikeres eradikaciok aranya

70 Cla-érzékeny, 20 -homorezisztens és 19 -heterorezisztens
beteg esetében voltak a mintavételt kovetd eradikacios terapia
részletei ismertek. Cla-tartalmu eradikacios sémak hasznalataval
a sikeresen eradikalt esetek aranya az érzékeny betegcsoportban
93% (57/61) volt, mig a homorezisztens betegek korében csak
15% (2/13). Ugyanakkor a heterorezisztens esetekben 60%
(6/10) volt a sikeres eradikaciok aranya. A Cla-t nem tartalmazo
kezelések egyes rezisztenciacsoportokban elért eredményei
kozott nem figyeltink meg szignifikdns eltérést, melyet

befolyasolhattak az alcsoportok alacsony esetszamai is.

5. Kovetkeztetések
1. A H. pylori clarithromycin rezisztencia FISH eljaras az
immunhisztokémiahoz hasonléan magas szenzitivitasu ¢&s
specificitasu a baktériumok detektalasaban.
2. Diagnosztikus pontossagat a gyulladasos aktivitas hidnya
vagy a baktérium okozta nyalkahartyaléziok jelenléte csak

kevésse befolyasolja.
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A H. pylori gocos, illetve elszort elhelyezkedése a gyomor
nyalkahartydjan alnegativ eredményre vezethet akar az IHC
vagy a FISH hasznélataval is, melynek esélyét tobbszoros
mintavételezéssel és az egyes mintdkbdl szdrmazd tobb
metszet vizsgalataval lehet csokkenteni.

A H. pylori Cla-rezisztencia FISH eljarassal vizsgalt 305
beteg korében 23,9% bizonyult Cla-rezisztensnek, melyek
kozott heterorezisztencia aranya 52% volt.

Ugyan a heterorezisztens esetek kozel felében (47,4%) az
antrum és a corpus baktériumainak rezisztenciastatusza
kiilonbozott, de a leggyakoribb (52,6%) az egyszerre
mindkét région beliili intraniche heterorezisztencia volt.

A heterorezisztencia intraniche tipusanak meghatarozasara
alkalmatlan modszerek hasznalata esetén kevesebb mint a
felére csokkenne a heterorezisztens fertdzések aranya.
mintavétel, gy a fertézések tobb mint 6tddében rejtve
maradhat a Cla-rezisztencia diagndzisa.

A Cla-érzékeny H. pylori fert6zések kozott kiegyensulyozott
a férfi-n6 arany, a homorezisztens alcsoport erds néi tilsulyt
mutat, a heterorezisztens fertézések pedig enyhe noéi

tulsullyal egy koztes csoportot képviselnek.
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9.

10.

11.

12.

13.

A Cla-érzékeny és -heterorezisztens fertézottekben a
gyulladas aktivitdsa az antrumra volt jellemz6, mig ez a
homorezisztens esetekben nem volt megfigyelhetd.

A peptikus fekély a Cla-érzékeny fert6zésekre jellemzo,
viszont a GERD leginkabb a homorezisztens fertézottekben
fordul eld, legritkdbb a Cla-érzékenyek kozott, mig a
heterorezisztens csoportban kdztes aranyban talalhaté meg.
A Cla-homorezisztencia valosziniileg a korabbi sikertelen
eradikacios kisérletek kovetkezménye, am a heterorezisztens
fert6zések feltehetden a korabbi nem-eradikacids célu
makrolid hasznalattal allhatnak 6sszefiiggésben.
Cla-tartalmu protokollok hasznalataval a sikeres eradikaciok
aranya 90% feletti a Cla-érzékeny H. pylori fertézésekben,
60% a heterorezisztens esetekben, mig a homorezisztens
csoportban csak 15%.

Osszefoglalva elmondhat, hogy a clarithromycin-
heterorezisztens H. pylori fert6zések klinikopatologiai,
mikrobiologiai ¢€s terdpids jellemzdiket tekintve egy
kiilonallo  alcsoportot  képviselnek, amely szadmos
tekintetben koztes tulajdonsdgokat mutat az érzékeny és

homorezisztens csoportokhoz képest.
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