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A Helicobacter pylori DNS-ét specifikusan azo-
nosító kimutatási módszerek megbízható diag-
nosztikai eszközök. Ehhez általános H. pylori-
struktúrákat és -virulenciafaktorokat használnak,
így az ureaseA, a cagA, a vacA vagy az iceA
gént. A DNS-alapú polimeráz láncreakció (PCR)
módszerhez a DNS-t vagy bakteriális RNS-t a
gyomorbiopsziából, a gyomornedvbôl, a szék-
letbôl vagy a szájnyálkahártya-kenetbôl nyerhet-
jük. A polimeráz láncreakcióval a baktérium
kvantitatív módon határozható meg, és genotí-
pusa megközelítôleg 100%-os szenzitivitással és
specificitással azonosítható. A H. pylori mennyi-
ségi meghatározásának újabb irányzata figyelhe-
tô meg a real-time PCR alkalmazásával. A FISH
(fluoreszcens in situ hibridizáció) és az RFLP
(restrikciós hosszpolimorfizmus) módszerek
használatával lehetôség nyílik az antibiotikum-
rezisztencia rutinszerû kimutatására. A baktéri-
um DNS-szerkezete és virulenciafaktorai az
oligonukleotid-microarray-vel (csip) azonosítha-
tók, ez specifikusan ismeri fel és különbözteti
meg e paramétereket.
A Helicobacter pylori DNS-alapú kimutatása ér-
zékeny módszer, alkalmazása azonban összetett
laboratóriumi felszerelést és többletköltséget igé-
nyel.
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IDENTIFYING HELICOBACTER PYLORI
WITH DNA-BASED ASSAYS

The DNA-based assays have the potential to be
a powerful diagnostic tool given its ability to
specifically identify H. pylori DNA. Markers
used include general H. pylori structures and
pathogenetic factors like ureaseA, cagA, vacA,
iceA.
DNA or bacterial RNA for polymerase chain
reaction (PCR) assays can be collected from
gastric biopsy, gastric juice, stool, buccal
specimens. PCR can yield quantitative and
genotyping results with sensitivity and specificity
that approaches 100%. A clear trend in the
direction of the determination of quantitative H.
pylori infection by real-time PCR can be ob-
served. Fluorescent in situ hybridisation (FISH)
and restriction fragment length polymorphism
(RFLP) are suggested for routine antibiotic
resistance determination. To identify the DNA
structure of organism and its virulence factors
may be feasible by using oligonucleotide micro-
array specifically recognising and discriminating
bacterial DNA and various virulence factors. 
DNA based H. pylori diagnosis yields higher
sensitivity, however, specificity requires sophis-
ticated labour environment and associated with
higher costs.
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A Helicobacter pylori (H. pylori) alkalmazkodik 
az emberi gyomorhoz és nagyfokú polimor-
fizmusra képes. A baktérium fontos jellemzõ-

je a genom-DNS nagy változatossága; genetikai válto-
zatossága miatt képlékeny genetikai állományú. A bak-
térium számára ez a plaszticitás szelektív elõny, ame-
lyet a gazdaszervezettel együttmûködve évtizedek alatt
alakít ki (1).

A H. pylori-fertõzés kimutatására számos invazív és
nem invazív diagnosztikai módszer áll rendelkezésre,
jelenleg minden tanulmány alapvetõ diagnosztikai
módszere az endoszkópia. Az utóbbi években kifej-
lesztett molekuláris módszerek megoldást jelentenek a
baktérium kimutatásának problémáira. Klinikai min-
tákból nyert baktérium-DNS-bõl PCR-módszerrel a
kis mennyiségben jelen lévõ fertõzõ ágens is kimutat-
ható. Munkánkban áttekintést adunk a H. pylori-
kimutatás DNS-alapú diagnosztikai módszereirõl.

A Helicobacter pylori DNS-ének
kimutatása különbözõ mintákból

A H. pylori kimutatásában a molekuláris módszerek
használata és jelentõsége megnövekedett napjainkban;
különösen a PCR-technikát fejlesztették, és ezt ajánlják
a gyomorbiopsziás minták vizsgálatára. A PCR alapú
módszer azonosítja a H. pylori típusait, és jól használ-
ható a baktérium DNS-ének amplifikálására friss és pa-
raffinba ágyazott biopsziás mintákból (2). Számos
PCR-teszthez alkalmazott H. pylori-primer ismert már.
Young és Kawamura munkacsoportjai szerint a gyomor-
nedvalapú PCR-módszer a hagyományos biopsziára
épülõ kimutatási technikák jó alternatívája lehetne (3,
4). Az antrumbiopszia H. pylori-sûrûsége mintegy

105–106 cfu/g; ez a mennyiség a fertõzés
súlyosságától függõen változik, a gyo-
mornedvbe kerülve azonban kevés bak-
térium marad életképes. A gyomornedv-
bõl viszont átlagosan 1,75×101 cfu/ml
életképes H. pylori tenyészthetõ.

Székletmintából tenyésztett H.
pylori-ureáz gén kimutatását is elvégez-
ték PCR segítségével, de a módszer ér-
zékenysége nem megfelelõ, és helye
még nem bizonyított a rutindiagnosz-
tikai tesztek között (5). A székletmin-
tából PCR-rel kimutatott H. pylori-
DNS aránya kevés. A módszer korlát-
ját a székletminták esetén általában
enzimgátlók jelenlétével magyarázzák
(6, 7). Az immunmágneses szeparálás
alapján mûködõ PCR a durva összete-
võkbõl összegyûjti a baktériumot, így
csökkenti a PCR-gátlók jelenlétét.

Sziliciumdioxid-gél oszlopkromatográfia használatá-
val a nukleinsavak összegyûjthetõk a széklet sejtjei-
nek oldatából (8).

Victoria és munkatársai visszatérõ stomatitis aphtosa
miatt kezelt (RAS) betegek szájnyálkahártya-keneteiben

vizsgálták PCR segítségével a H. pylori jelenlétét. Mód-
szerük érzékenysége és specificitása jelentõs, mivel két
primer készletet használtak, amely jelentõsen csökkenti a
nem specifikus termékek képzõdésének lehetõségét (9).

A DNS izolálása
A DNS-kinyerés legáltalánosabb protokollja paraffinos
szövetmintából a fehérjeoldó kezelés, hozzáadott orga-
nikus oldószeres tisztítással és alkoholos kicsapással
vagy a nélkül. Ennek alternatívája a sejtoldás desztillált
vízben vagy fõzése kelátképzõ gyantát tartalmazó ol-
dattal. A kevés sejt vizsgálatára használt gyanták a
DNS degradációját azáltal akadályozzák meg, hogy a
kelátképzõ fémionok katalizálják a DNS törését magas
hõmérsékleten és kis iontartalmú oldatban (10).

A paraffinos mintákból nyert DNS általában gyenge
minõségû, a fixáció és a fõzési eljárás miatt töredezett
DNS-bõl csak kis méretû termékek amplifikálhatók. A
biopsziás minták emésztése proteináz K-val több ép
DNS-t eredményez, és a PCR érzékenységét is növel-
heti (6, 11, 12).

Goodwin és Banerjee mikrohullámot alkalmazó eljá-
rással különbözõ eukaryotaorganizmusokból izolált
teljes DNS-t (13, 14). Ez a paraffinos mintákra hasz-
nált DNS-kinyerési módszer 0,1–10 μg/μl közötti
DNS-koncentrációt eredményezett, és alkalmazható-
ság szempontjából felveszi a versenyt a korábban hasz-
nált izolálási technikákkal.

A Roche által gyártott, egylépéses homogenizáló-ol-
dó eljárás (TriPure Reagent) a sejtek darabolását és az
endogén nukleázok denaturálását is elvégzi. Ez a rea-
gens DNS-mentes RNS, RNS-mentes DNS és fehérje
izolálására egyaránt használható.

A DNS-
technikák fontos

alkalmazási
területe a

pontmutációk
kimutatása;

ezek kódolják
a Helicobacter

pylori
terápiájában

használt
antibiotikumok-

kal szembeni
rezisztenciát.

Amplifikáció: Ismert primerek közötti DNS-
szekvencia exponenciális felszaporítása.

Deletio: A kromoszóma kisebb-nagyobb szaka-
szának hiánya.

Genom: A sejtben lévõ kromoszómák (DNS), il-
letve a bennük található gének összessége.

Polimorfizmus: A két, egymással homológ, adott
helyen kódolt gén szekvenciája; ezek egy (vagy
kevés) nukleotidban különböznek.

Primer: Olyan egyszálú DNS- (vagy RNS-)
oligonukleotid, amelyik egy ismert nukleotid-
szekvenciával komplementer, így ahhoz hibridi-
zálható (párosodási szabály). Az adott típusú
polimeráz lánckezdését teszi lehetõvé, innen in-
dulva másolja a templátszálat és építi fel az az-
zal komplementer polinukleotid láncot.

Próba: Olyan jelölt nukleinsavszakasz, amely
megegyezik egy adott DNS- (vagy RNS-) szek-
venciával (vagy annak komplementere).

Transzkripció: Átírás, a DNS-ben lévõ genetikai
információ alapján a komplementer RNS-lánc
elõállítása.
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Számos ismert módszer alapja a sziliciumdioxid-
membrán technológia: egyszerû DNS-izolálást biztosít
vérbõl vagy testnedvekbõl, forgóoszlop- vagy vákuum-
eljárás segítségével. Specializált kötõpufferek állnak
rendelkezésre, ezek elõsegítik a DNS molekulaméret
szerinti szelektív adszorpcióját. 

A gélextrakciós rendszerrel a DNS-darabok tisztítása
végezhetõ a nukleinsavak sziliciumdioxid-gél-részecs-
kékhez történõ kötõdése alapján. 

A gélfiltráció alapú gyors és eredményes eljárás
egyenlõ nagyságú pórusokkal ellátott apró golyók se-
gítségével különíti el méretük alapján a molekulákat. 

A Qiagen által elõállított BioRobot EZ1 egy egysze-
rû, zárt rendszer; 1-6 mintából nagy mennyiségben ké-
pes DNS tisztítására, a kvantitatív PCR- és genotípus-
meghatározással párhuzamosan (1. táblázat).

Polimeráz láncreakció

A polimeráz láncreakció (PCR) érzékenyebb és specifi-
kusabb eljárásnak bizonyult, mint a tenyésztés, a szövet-
tan vagy az ureáz-CLO teszt (15). Fokozott érzékeny-
sége miatt a PCR eredményesen használható diagnosz-
tikai módszer akkor is, ha a kórokozók csak kis számban
vannak jelen, lassan nõnek vagy bonyolult az azonosítá-
suk (16–19). Jelentõs érzékenysége ellenére a módszer
eredményét befolyásolhatják azonban a klinikai minták-
ban jelen lévõ, álnegatív eredményhez vezetõ összete-
võk. Ennek oka abban állhat, hogy a minta kevés bakté-
riumot tartalmaz és a keresett DNS nagy része elvész a
tisztítási eljárás során (20). A PCR érzékenységének
csökkenését okozhatja az is, hogy csak egy biopsziás
mintát vizsgálunk, amely nem ad választ a gyomor kü-
lönbözõ részein történt baktériumkolonizációra, vagy a
baktérium csak elszórtan van jelen és a mintából nyert

DNS nem tartalmazza a bakteriális DNS-t (21–23). A
H. pylori-fertõzöttek körében gyakori cagA-pozitív és
-negatív törzsek szimultán kolonizációja során a na-
gyobb sûrûségû kolónia benövi a kisebbet, és ez elégte-
len PCR-eredményhez vezethet (23).

Real-time PCR

A kvantitatív real-time PCR forradalmasította a PCR-
diagnosztikát. Zárt kapillárisrendszere lehetõvé teszi
a H. pylori-törzsek genotípusának egyszerû és gyors
meghatározását, és a mutáció kimutatását is (20, 24).
A hagyományos PCR-hez képest az is elõnye, hogy
csökkenti a kontamináció lehetõségét, s a módszer
mennyiségi meghatározást is lehetõvé
tesz. 

A PCR-reakció komponenseinek
vagy a reakció termékeinek fluoresz-
cens jelölése esetén a készülék a PCR
folyamán ciklusonként keletkezõ fluo-
reszcens jeleket megméri, és mintán-
ként kijelzi. Az így keletkezõ kinetikus
görbe – a beépített szoftver és az elõ-
zetesen felvett, ismert mennyiségû
DNS-t tartalmazó minta (kalibrátor)
segítségével – alkalmas a minták kvanti-
tatív értékelésére. Minél korábbi ciklusban válik látha-
tóvá a kinetikus görbe, annál magasabb a kiindulási kó-
piák száma (annál több a DNS). A rendszer szoftvere a
minta és a kalibrátor kinetikus görbéje alapján automa-
tikusan kiszámolja a minta kiindulási mennyiségét.
A mintánk H. pylori-DNS-ének mennyiségi meghatá-
rozásánál a készülék összehasonlítja a mért értékeket
egy ismert H. pylori-DNS-minta görbéjével (25, 26)
(1. ábra).

DNS-kivonási módszerek és várható eredményeik különbözõ mintákból

Minta Kivonási módszer Eredmény (μg DNS) DNS-méret

Friss vagy fagyasztott proteináz K 3–6 (200 μl) 30–50 kb
teljes vér (antikoagulánssal) gélextrakció forgó oszloppal 4–12 (200 μl) 100 bp–10 kb

Buffy coat (mononukleáris proteináz K 20 (200 μl) 30–50 kb
sejtréteget tartalmazó forgó oszlop 25–50 (200 μl) 70 bp–10 kb
felülúszó)

Tenyésztett sejt proteináz K 15–20 (106 sejt) 30–50 kb
mikrohullám-miniprep 0,1–10 ng/μl (>1011 sejt) 200 bp–2 kb
TriPure reagens 5–7 (106 sejt) –
forgó oszlop 30–40 (107 sejt) 100 bp–25 kb

Friss vagy fagyasztott szövet proteináz K 5–10 (25 mg szövet) 30–50 kb
TriPure reagens 2–4 (/mg szövet) –
forgó oszlop 5–30 (25 mg szövet) >50 kb

Paraffinba ágyazott szövet fõzés és proteináz K 35–50 (200 μl) <950 bp
kelátképzõ gyanta 4–6 (100 μl) 100 bp–2 kb
mikrohullám-miniprep 22,5–25 ng/μl 200 bp–2 kb

Különbözõ proteináz K 1–3 (109 sejt) 30–50 kb
eukaryotaorganizmus forgó oszlop >10 (109 sejt) 100 bp–10 kb

kb: kilobázis, bp: bázispár

1. TÁBLÁZAT

Csipek
használatával
a baktérium-
törzsek egész
genomjának

különbségei is
kimutathatók.
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A restrikciós hossz polimorfizmusa

Bizonyos gének fiziológiás körülmények között sem
teljesen azonosak egyes egyénekben. E DNS-poli-
morfizmuson alapuló legismertebb vizsgálat a restrik-
ciós fragmentumok hosszúságbeli polimorfizmusának
vizsgálata (RFLP). Ebben az esetben két összehason-
lítandó DNS-szakasz egy adott restrikciós enzim ha-
sítási helyében különbözik egymástól, ezért a két
DNS-t azonos restrikciós enzimmel emésztve, eltérõ
méretû fragmenteket nyerünk. Néhány tanulmány-
ban a PCR-RFLP módszerrel sikeresen vizsgálták a
H. pylori genotípusát és polimorfizmusát. A H. pylori
clarithromycinrezisztenciájával kapcsolatos A és G
mutációt kimutató módszert többször módosítva, ja-
vult a technika gyorsasága és specificitása (27, 28).

Fluoreszcens in situ hibridizáció

A módszer az in situ hibridizáció elvén mûködik. A de-
naturált DNS-t – a két szál egymástól el van választva –
jelölt egyszálú próbával reagáltatjuk. Amennyiben a
jelölt szálak az ismeretlen DNS-mintában számukra
komplementer szakaszokat találnak, azokhoz hibridi-
zálnak. A próbákat azonban nem radioaktív, hanem
hisztokémiai úton detektálható fluoreszcens festékkel
jelölik. Ezzel a módszerrel a diagnosztikus és prog-
nosztikus jelentõségû genetikai rendellenességek rövid
idõ alatt kimutathatók. Moreno és munkacsoportja
használt fluoreszcens in situ hibridizációt (FISH) H.

pylori kimutatására vízmintákból. Eredményeik alapján
a FISH-technika érzékenyebb módszernek bizonyult a
PCR-nél (29).

Más molekuláris módszerek

Ezekben a módszerekben szigorú feltételek mellett
PCR-termékeket hibridizálnak próbákhoz, és a kelet-
kezett hibridek kalorimetrikusan – a fajlagos hõ méré-
sével – mutathatók ki. A DNS-enzim immunesszé
(DEIA) kimutatási rendszer enzimkapcsolt immun-
szorbens módszer, jelölt dupla szálú DNS mono-
klonális antitesttel. A PCR-LiPA (LiPA: line probe
assay) számos mutációkimutatási technika alternatívá-
ja; nagyszámú minták tesztelésére is jól alkalmazható.
Más, komplexebb mikrotiterlemez-alapú rendsze-
rek – például a PCR-oligonukleotid-hasítás módszer
(OLA): ebben jelölt „fogó” (capture) és „jelzõ”
(reporter) próbákat vagy kettõsen jelölt próbákat hasz-
nálnak – jól alkalmazhatók a mutáció kimutatására, ál-
talánosan azonban még nem elfogadottak (24).

Csiptechnika 

Tekintve, hogy egyre több organizmus genomjának
szekvenciája válik ismertté, számos új, a génfunkciók
szisztematikus vizsgálatát lehetõvé tevõ technika fejlõ-
dött ki. A DNS-microarray – biocsip, DNS-csip vagy
gén array néven is ismert – olyan új eljárás, amely nagy-
számú gének nagy felbontású azonosítását teszi lehetõ-
vé a jelölt DNS hibridizációja által. Az eljárás során, va-
lójában reverz-blottolási technika segítségével, több
ezer különbözõ DNS-molekula-részlet van szilárd
hordozóhoz, általában aktivált üvegfelülethez kötve. A
cDNS-csipeket RNS-expresszió vizsgálatára, az oligo-
nukleotid csipeket pedig szekvenciameghatározásra
használják. A hibridizált molekulák vizsgálata informá-
ciót ad a génexpresszió, -polimorfizmus vagy -mutáció
jelenlétérõl és a különbözõ típusú betegségek génpro-
filjáról (30). A kiindulási anyag mennyiségi korlátja
miatt a DNS-t gyakran PCR-rel kell megsokszorozni,
mielõtt a hibridizációt elvégeznénk. A csipek használa-
tával magyarázatot kapunk a gyakori betegségek okára
és következményeire.

Israel és munkatársai bemutatták, hogy melyek azok
a gének, amelyek gyakoriak a gyomorfekélyt, illetve
nyombélfekélyt okozó H. pylori-törzsekben. E tanul-
mány szemlélteti azt, hogy csipek használatával a bak-
tériumtörzsek egész genomjának különbségei is kimu-
tathatók (31). Nagasako munkacsoportja is vizsgálta
a szervezet sejtjeinek módosult génexpresszióját
cagA-negatív és -pozitív H. pylori-törzzsel fertõzött
mintákban, valamint a kapcsolatot a megváltozott
génexpresszió és a sejtválasz között (32). A H. py-
lori indukálta lymphomaképzõdést tanulmányozta
Mueller munkacsoportja; azonosította a molekuláris
markereket a betegség különbözõ stádiumában, vala-
mint meghatározta a transzkripciós válasz sejteredetét
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Real-time PCR készülék szoftvere által készített meny-
nyiségi meghatározás

1. ÁBRA
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(33). Kimutatták, hogy a betegség meghatározott mo-
lekuláris változásokat követ, és gének olyan csoportját
azonosították, amelyeknek expressziója prognosztizál-
ja a betegség elõrehaladását.

A csiptechnika ma még nem alkalmazható kis
deletiók, pontmutációk és átrendezõdések kimutatásá-
ra. Költsége és korlátozott elérhetõsége – az igény nö-
vekedésével és a termékpaletta bõvülésével – a közeljö-
võben változni fog. Így nagyszámú csipvizsgálatból
származó adatok különbözõ matematikai eljárásokkal
elemezhetõk, ismeretlen génfunkciók deríthetõk fel,
diagnosztikai jelentõségû genotípusok válhatnak azo-
nosíthatókká.

Klinikai alkalmazás

A DNS-technikák fontos alkalmazási területe a
pontmutációk kimutatása; ezek kódolják a H. pylori te-
rápiájában használt antibiotikumokkal szembeni re-
zisztenciát. Számos korábbi munka szerint a H. pylori
metronidazolrezisztenciáját az rdxA gén különbözõ
módosulása okozza; ez a gén az oxigénérzékeny
NADPH nitroreduktáz enzimet kódolja. Ez az enzim
alakítja a metronidazolt aktív metabolittá, amely köz-
vetlenül toxikus a baktériumra (34). Nem teljesen is-
mert, hogy az rdxA gén inaktivációja az egyetlen me-
chanizmus-e a H. pylori metronidazolrezisztenciájának
kialakulásában (24, 34, 35).

A H. pylori-eradikáció sikertelenségének egyik leg-
gyakoribb oka az amoxicillinrezisztencia. Nem ismert
azonban, hogy a H. pylori-törzsekben kimutatott spe-
ciális különbségek hozzájárulnak-e a kezelés elégtelen-
ségéhez. Jelenleg még nem áll rendelkezésünkre mole-
kuláris teszt a H. pylori amoxicillinrezisztenciájának
kimutatására (36).

Német tanulmányban kimutatták, hogy a H. pylori
rpoB génjének aminosavcseréje rifamycinrezisztenciát
okoz (37). H. pylori-fertõzésben clarithromycinre-
zisztenciát is igazoltak, ennek alapja a PCR-RFLP
módszerrel kimutatott 23SrRNS gén mutációja (24,
38).

Megbeszélés
A H. pylori nagyfokú polimorfizmusra képes; ez a ko-
lonizáció alatti adaptív változás következménye lehet
azért, hogy a baktériumtörzs alkalmazkodjon az im-
munrendszerhez. A H. pylori-genom olyan, több mint
ezer génbõl álló „magot” tartalmaz, amely a genetikai-
lag különbözõ gazdaszervezetekhez történõ alkalmaz-
kodásban szerepet játszó funkcionális fehérjéket és
több specifikus gént kódolja (39).

A H. pylori kimutatására számos diagnosztikai teszt
áll rendelkezésünkre. A klinikai gyakorlatban a
viszonylag jelentõs érzékenységû és specificitású tesz-
tek mindegyikének korlátjai vannak. A molekuláris di-
agnosztikai módszerek fejlõdése megoldást jelentett a
baktériumkimutatás problémáira. A bakteriális DNS
amplifikációja PCR-módszerrel gyors eredményre ve-
zet, kis mennyiségû baktérium jelenlétének kimutatá-
sára is (40). Jelenleg csak a biopsziás minta PCR-
vizsgálata megközelítõen 100%-os érzékenységû és
specificitású. A H. pylori-DNS molekuláris kimutatá-
sának elõnye az, hogy meghatározza a baktériumtörzs
genotípusát, valamint adatot nyújt a virulenciafaktorok
jelenlétérõl vagy hiányáról. A real-time PCR és a DNS-
szakaszok nukleinsav-szekvenciájának meghatározása
(szekvenálás) tért hódított az antibiotikumrezisztencia
gyors kimutatásában és a kevert fertõzések azonosítá-
sában is, különösen akkor, ha az eredmény közvetlenül
a gyomorbiopsziából megítélhetõ anélkül, hogy te-
nyésztésre szükség lenne. A PCR-vizsgálat speciális la-
boratóriumi felszerelést igényel, napjainkban rutinsze-
rûen még nem hozzáférhetõ.

A legújabb csiptechnika kimutatja a H. pylori geneti-
kai állományának eltéréseit. Így az utóbbi években a
DNS- és oligonukleotid-csiptechnológia játszott nö-
vekvõ szerepet a genetikai tanulmányokban a gyógy-
szerhatás-vizsgálatokban, a toxikológiai kutatásokban
és a diagnosztikai mikrobiológiában. A csiptechnika
használatáról és kivitelezésérõl – elõrelátható elõnyei
és széles körû felhasználhatósága ellenére – még kevés
elérhetõ adattal rendelkezünk, s ez megnehezíti a tech-
nika standardizálását.
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