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PRACA POGLADOWA

PATOMORFOLOGIA I DIAGNOSTYKA MOLEKULARNA

PRACA POGLADOWA - DIAGNOSTYKA ZAKAZEN W PATOMORFOLOGII

Trzy pytania zamiast jednego: zintegrowana
diagnostyka Helicobacter pylori w materiale
histopatologicznym

Od rozdziatu wycinkow do pojemnikow, przez stopiert OLGA i OLGIM, po genotyp opornosci na klary-
tromycyne oznaczony z tego samego bloczka parafinowego — z propozycjq algorytmu refleksowego
HpFFPE-R oraz wskagnika jakosci przedanalitycznej Hp-PAQI.

Autor korespondencyjny Zaktad Patomorfologii - Pracownia Diagnostyki Molekularnej [ [ PRACA PoGLADOWA ] ]

([[ProPOzYCJA AUTORSKA ]

STRESZCZENIE CO WNOSI TA PRACA

Rozpoznanie zakazenia Helicobacter pylori w materiale histopatologicznym bywa
sprowadzane do pytania, czy w preparacie wida¢ bakterie. Praca dowodzi, ze jest to
pytanie niewystarczajace, i porzadkuje zagadnienie wokot trzech pytan, na ktére
wspolczesny raport powinien odpowiadac: o obecnos¢ zakazenia, o stopien zaawan-
sowania zmian przedrakowych i o lekowrazliwo$¢ szczepu.

Oméwiono granice wykrywalnosci barwien zaleznie od gesto$ci kolonizacji, po-
wtarzalno§¢ oceny parametréw zaktualizowanego systemu Sydney, znaczenie roz-
dzialu wycinkéw do osobnych pojemnikéw dla wyliczenia stopnia OLGA i OLGIM
oraz mozliwos$¢ oznaczenia mutacji genu 23S rRNA bezposrednio z bloczka parafi-
nowego. Wskazano aktualng rozbiezno$¢ miedzy wytycznymi MAPS III z 2025 r. a
zaleceniami PTG-E z 2023 r. w sprawie wycinka z wciecia katowego.

Zaproponowano algorytm refleksowy HpFFPE-R oraz pieciopunktowy wskaznik
jakosci przedanalitycznej Hp-PAQI, kwalifikujacy wiarygodnosé wyniku ujemnego.
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Przeniesienie punktu ciezkosci z
pytania ,czy wida¢ bakterie” na trzy
pytania raportu: obecnos¢, ryzyko,
lekowrazliwosc.

Autorski algorytm refleksowy HpFFPE-
R, w ktdérym wszystkie trzy odpowiedzi
powstajq z jednego bloczka
parafinowego.

Autorski wskaznik Hp-PAQI — piec
pozycji, ktére zamieniajq wynik ujemny
w wynik interpretowalny.

Zestawienie rozbieznosci MAPS 111
(2025) i PTG-E (2023) co do wycinka z
wciecia katowego wraz z propozycjq
postepowania w Polsce.

SLOWA KLUCZOWE - Helicobacter pylori -

przedanalityczna

Oba elementy sg propozycja autorska i wymagaja walidacji prospektywne;j.

zaktualizowany system Sydney - OLGA -
OLGIM - opornos¢ na klarytromycyne - 23S rRNA - materiat FFPE - jakos¢

3,9°/o

Zgodnos¢ z protokotem
zestawdw wycinkéw spetniato
wymag osobnych pojemnikéw w
analizie 400 738 badan °

14,8 : 6,0%

Cena etykiety
wykrywalnos$¢ zakazenia przy

zgodnosci z protokotem i bez niej 5
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Wynik, ktorego nie da sie zinterpretowac

ZDANIE ,,NIE STWIERDZONO DROBNOUSTROJOW O MORFOLOGII
Helicobacter pylori” jest najczestsza konkluzja badania wycin-
ka zotadka i jednoczesnie zdaniem, ktérego klinicysta nie po-
trafi zinterpretowaé. Nie wiadomo bowiem, czy oznacza ono
brak zakazenia, czy brak zakazenia wykrywalnego uzyta me-
toda, w materiale, ktéry wplynat do pracowni. To rozréznie-
nie nie jest scholastyczne: przeklada sie na to, czy chory
dostanie antybiotyk i czy zostanie objety nadzorem.

Skale problemu pokazuje analiza 400 738 zestawow wycin-
koéw zotadka. Tylko 3,9% spetnialo wymdg zaktualizowanego
systemu Sydney — co najmniej dwa wycinki z antrum i dwa z
trzonu przestane w osobnych pojemnikach; blisko jedna

4 1°/o

Efekt IPP
chorych, u ktérych po 4 tygodniach
leczenia bakterie zniknety z

antrum, pozostajac w trzonie

94, 1°/o

Genotyp z bloczka
zgodnos$é oznaczenia opornosci na
klarytromycyne z FFPE z

18 antybiogramem

czwarta nie miata zadnego oznaczenia topograficznego. Wykry-
walnos¢ zakazenia w zestawach zgodnych z protokotem wynio-
sta 14,8%, a w pozostatych — 6,0% 5. Ta sama pracownia, te
same barwienia, ta sama wiedza; rdéznice robi pojemnik i ety-
kieta.

Teza tej pracy jest nastepujaca: raport z wycinka zotadka
powinien odpowiadaé nie na jedno pytanie, lecz na trzy — czy
jest zakazenie, jakie jest ryzyko nowotworzenia i czy planowa-
ny antybiotyk zadziala. Wszystkie trzy odpowiedzi mozna dzi$
uzyskac z jednego bloczka parafinowego, bez hodowli i bez
powtdrnej endoskopii. Ponizej omawiam kazde z pytan, a na-
stepnie przedstawiam autorska propozycje protokotu HpFFPE-
R oraz wskaznika Hp-PAQI, ktéry czyni wynik ujemny wyni-
kiem interpretowalnym.
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Pytanie pierwsze: czy jest zakazenie?

Bakteria bytuje w warstwie §luzu i przy biegunie szczytowym

nablonka  doleczkowego,  kolonizujac  blone  sluzowa
ogniskowo. Mapowanie topograficzne u chorych zakazonych
wykazalo mniej niz 3% wynikéw falszywie ujemnych na wyci-
nek z antrum wobec 6-9% na wycinek z trzonu 7.

OSOBNYM ZAGADNIENIEM JEST GRANICA WYKRYWALNOSCI ME-
tody. W badaniu z wewnetrzna kontrola, w ktérym u tych sa-
mych chorych poréwnano trzy barwienia na preparatach zako-
dowanych, czulo$¢ przy duzej gestosci bakterii wynosita
96-98% dla kazdego z nich — ale przy gestosci malej spadata
do 64-70%, niemal jednakowo dla hematoksyliny z eozyna,
Giemsy i barwienia Genty 1°. Przewaga barwien dodatkowych
lezy zatem w swoistosci i szybkosci odczytu, a nie w ratowaniu

przypadkow skapokomédrkowych.

TRZY OBRAZY, TRZY GRANICE WYKRYWALNOSCI

Y
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Spiralne pateczki w $luzie, przy biegunie szczytowym nabtonka.
6 Po leczeniu IPP — formy ziarniakowate
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Postacie kokoidalne trudne do odréznienia od detrytusu.
Odczyn immunohistochemiczny
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Znakuie takze formy ziarniakowate — stad zalecenie po leczeniu.

Ryc. 1. Trzy sytuacje morfologiczne, trzy ré6zne granice
wykrywalnosci. Formy spiralne (A) rozpoznaje sie w H+E; po
leczeniu przewazajq formy ziarniakowate (B), ktorych barwienia
histochemiczne czesto nie réznicujg od detrytusu; odczyn
immunohistochemiczny (C) znakuje takze je.

Ryciny schematyczne — grafika autorska wygenerowana

programowo. Nie sa mikrofotografiami i nie przedstawiaja
rzeczywistego materiatu biologicznego.
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Spér o to, czy barwienie dodatkowe wykonywac¢ wyprzedzaja-
co na kazdym wycinku, jest realny i nierozstrzygniety. Towa-
rzystwo patologii przewodu pokarmowego zaleca podejscie wa-
runkowe **, co podpiera badanie prospektywne 379 wycinkéw:
wszystkie przypadki dodatnie mialy gesty powierzchowny na-
ciek limfocytarno-plazmocytowy, a rezygnacja z barwienia od-
ruchowego zastapita 379 barwien miesiecznie okolo 20
odczynami immunohistochemicznymi 2. Stanowisko przeciw-
ne opiera sie na najwiekszym zbiorze danych: wsréd 731 193
badan z wyprzedzajacym odczynem odsetek wynikéw
dodatnich wynidst 10,2% wobec 7,0% ** — ramiona tego po-
réwnania sq jednak skrajnie niezréwnowazone i nierandomizo-

wane.
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Pytanie drugie: jakie jest ryzyko?

Zakazenie samo w sobie nie jest wskazaniem do nadzoru —
jest nim stopien zaawansowania zmian. Systemy OLGA i OL-
GIM przektadaja nasilenie zaniku (odpowiednio: metaplazji je-
litowej) w antrum i w trzonie na jeden stopienr od 0 do IV. W
kohorcie 7436 chorych obserwowanych $rednio 6,3 roku zapa-
dalno$¢ na nowotwér wynosita 19,1 na 1000 osobolat w
stopniu III i 41,2 w stopniu IV, wobec 0,60 w calej kohorcie;
stopienn OLGA byt jedynym niezaleznym czynnikiem predykeyj-
nym w analizie wieloczynnikowej €.

PIEC WYCINKOW, TRZY POJEMNIKI

Rozdzielenie materiatu jest warunkiem oceny stopnia OLGA/OLGIM —
z jednego wspdlnego pojemnika stopnia zaawansowania nie da sie wyliczy¢.
o Pojemnik A — cze$¢ odzwiernikowa

2 wycinki: krzywizna wieksza i mniejsza,
2-3 cm od odzwiernika

o Pojemnik I — wciecie katowe
1 wycinek; miejsce najwczesniejszego
zaniku i metaplazji jelitowej

odzwiernik ° Pojemnik C — trzon
2 wycinki: krzywizna wieksza i mniejsza;
rezerwuar bakterii po leczeniu IPP

Dlaczego pieé, a nie dwa

Kolonizacja jest ogniskowa. Przy dwdch wycinkach z jednej okolicy czes$¢ zakazen
pozostaje nierozpoznana; heterogenicznos¢ wynikéw w metaanalizie malata dopiero przy
pobraniu z antrum i trzonu jednoczesnie.

Ryc. 2. Topografia pobrania i rozdziat materiatu. Pie¢ wycinkdéw wedtug zaktualizowanego systemu Sydney, rozdzielonych do trzech osobno
oznakowanych pojemnikéw. Wytyczne MAPS III z 2025 r. uznajq wycinek z wciecia katowego (I) za opcjonalny; zalecenia PTG-E z 2023 r. —

nadal za nalezny.

Opracowanie wiasne na podstawie 4 (protokol), 3;2 (wytyczne). Rycina schematyczna, nie odwzorowuje proporcji anatomicznych.
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Wyliczenie stopnia wymaga wiedzy, z ktérej okolicy pochodzi
kazdy wycinek — i tu wracamy do pojemnikéw. Material zlany
do jednego naczynia jest dla OLGA bezuzyteczny. Pominiecie
samego wycinka z wciecia katowego zanizato stopien u 18%
chorych ogéltem, ale az u 30-35% chorych ze stopniami
wysokiego ryzyka ® — czyli tam, gdzie blad kosztuje najwie-
cej.

W tym punkcie zalecenia sie rozeszly. Wytyczne MAPS III z
2025 r. uznaly wycinek z wciecia za opcjonalny, powotujac sie

LUKA MALEJ GESTOSCI
Czuto$¢ u tych samych chorych, preparaty zakodowane

Hematoksylina i eozyna 70 @ ® 98
Giemsa (zmodyfikowana) 64 @ ® 9
Barwienie Genty 66 @ ® 97

mata gestosé bakterii
® duza gestosé bakterii

Przy skapej kolonizacji
wszystkie trzy barwienia
zawodza podobnie.

70% 80 90% 100%
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na metaanalize, w ktorej jego dodanie nie zwiekszalo istotnie
wykrywalnosci wysokiego stopnia OLGA (OR 1,15; 95% CI
0,99-1,34) 3. Zalecenia PTG-E z 2023 r., obowigzujace w Pol-
sce, opisuja protokét pieciowycinkowy wraz z wcieciem 2. Roz-
bieznos$¢ jest pozorna tylko czeSciowo: polski dokument po-
przedza MAPS III. Do czasu jego aktualizacji bezpieczniej po-
biera¢ wycinek z wciecia, zwlaszcza przy podejrzeniu zmian za-
awansowanych.

POWTARZALNOSC OCENY

Zakres wspotczynnika kappa w badqar'v)\ach zgodnosci i@

Metaplazja jelitowa () @ 0,70-0,90

Gestos¢ H. pylori [ ) @® ©,59-0,95
Zapalenie przewlekte [ ) @® 0,38-0,83
Aktywnosé (neutrofile) 0,22-0,83

Zanik gruczotéw [ ) @ 0,04-0,64

2godnos¢ co najmniej znaczna

K 0,04 — 0,64 po jednej s

Inego przegladu prep technologii

Ryc. 3. Dwie granice wiarygodnos$ci morfologii. Po lewej — czuto$¢ trzech barwien u tych samych chorych, przy preparatach zakodowanych
i losowo uporzadkowanych: przy skapej kolonizacji wszystkie zawodzg podobnie. Po prawej — powtarzalnos¢ oceny pieciu parametréow oraz

efekt jednej sesji uzgodnieniowej na najstabszym z nich.

Opracowanie wtasne; dane za 20 (panel lewy) oraz =il

(panel prawy).
Ocena stopnia ma wreszcie wiasna, rzadko omawiang stabos¢
— powtarzalno$¢. Zanik gruczoléw, parametr decydujacy o
stopniu OLGA, osiaga k 0,49-0,64, a w jednym badaniu
wyjéciowo zaledwie 0,04 *%#-17. To dlatego zaproponowano
OLGIM: zastapienie zaniku metaplazja kupuje powtarzalnosc¢
kosztem czutosci °.
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Pytanie trzecie: czy klarytromycyna zadziata?

W europejskim badaniu z 2018 r $rednia opornos¢ na
klarytromycyne wynosila 21,4%, a wynik dla Polski — 28,5%,
czwarty najwyzszy sposrod osiemnastu krajow (lewofloksa-
cyna 15,5%) 24. W polskiej kohorcie z lat 2016-2018 opornoé¢
pierwotna byta wyzsza u dzieci (54,5%) niz u dorostych
(30,6%) 2° — odwrotnie, niz zwykle sie zaktada. Konsensus
Maastricht VI zaleca oznaczenie lekowrazliwosci przed kaz-
dym schematem zawierajacym klarytromycyne !; przy ta-
kich odsetkach empiryczne podanie makrolidu jest w Polsce
trudne do obrony.

Rozwigzaniem, ktére nie wymaga ani hodowli, ani powtdr-
nej endoskopii, jest oznaczenie mutacji genu 23S rRNA z tego
samego bloczka parafinowego, na ktérym postawiono rozpo-
znanie. Skuteczno$¢ amplifikacji z materialu FFPE wynosi
84-95% 2122 a zgodnoé¢ z fenotypowym antybiogramem —
94,1% dla klarytromycyny 2°. W badaniu z oceng wyniku kli-
nicznego niepowodzenie eradykacji wystapito u 0 z 15 chorych
bez mutacji, u 19% z mutacja w jednym genie i u 69% z muta-
cjami w kilku genach 2%,

TRZY PULAPKI, O KTORYCH LATWO ZAPOMNIEC

¢ Numeracja. Wspolistniejg cztery konwencje pozycji
nukleotyddéw: to, co jeden autor nazywa A2143G, u
drugiego jest A2142G — o innym poziomie opornosci
23

¢ Dhlugos¢ amplikonu. DNA z materiatu utrwalonego jest
pofragmentowane; produkty powyzej ok. 300 par zasad
zawodza, docelowo < 150 pz 2°.

e Artefakt deaminacji. Formalina generuje przej$cia
C-T,anie A-G, wiec nie tworzy wynikéw falszywie
dodatnich dla mutacji klarytromycynowych — obréobka

enzymem UNG i tak pozostaje wskazana 7.

Uczciwos¢ wymaga dodania, ze terapia celowana nie jest cu-
downym $rodkiem. Wobec suboptymalnej terapii potrdjnej daje
przewage (RR 1,12; 95% CI 1,08-1,17), ale wobec zoptymali-
zowanej czterolekowej terapii z bizmutem rdéznica przestaje by¢
istotna (RR 1,04; 0,99-1,09) 25. Argumentem pozostaje racjo-
nalna antybiotykoterapia i korzy$¢ w podgrupie zakazonej
szczepem opornym, a nie sam wzrost odsetka eradykacji.
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Propozycja: protokét HpFFPE-R
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1 - MATERIAL 2 - MORFOLOGIA

3 - OPORNOSC 4 - RAPORT

Trzy pojemniki

A — antrum x2 - I — wciecie katowe
x1 - C — trzon x2. Osobne
oznakowanie jest warunkiem
wyliczenia stopnia.

H+E — pie¢ parametréw Sydney
Stopnie 0-3 osobno dla antrum i trzonu;
wynikiem sg stopnie OLGA i OLGIM.

Kiedy si ¢ po badani |
Niepowodzenie eradykacji -
planowany schemat z
klarytromycyna - stopien
OLGA/OLGIM III-1V o Czy jest zakazenie?

KARTA TRZECH
ODPOWIEDZI

Utrwalenie Czy widoczne bakterie w H+E?

Formalina 10% zbuforowana, 6-48 h.

Status, gestos¢

Stezenie 20% obniza powodzenie
sekwencjonowania do 35%.

nie

Czy jest powéd, by szukaé dalej?
Zapalenie przewlekte lub czynne - zanik albo
metaplazja jelitowa - IPP lub antybiotyk w
wywiadzie - kontrola po eradykacji

Hp-PAQI

wskaznik jakosci przedanalitycznej

D antrum i trzon w osobnych
pojemnikach

[ co najmniej 4 wycinki Giemsa — barwienie dodatkowe

Nie wykonywa¢ wyprzedzajgco na kazdym wycinku;

() 1PP odstawione > 14 dni brak zapalenia = zerowa wydajnosc.

[ antybiotyk i bizmut > 4

tygodnie 0dczyn immunohistochemiczny
D utrwalenie 6-48 h, formalina
Zbuforowana Wskazany przy skapej kolonizacji, po leczeniu

i przy zaniku z metaplazjq.

PCR genu 23S rRNA z bloczka
Amplikon < 150 pz, kontrola
inhibicji, wykrywanie populacji
mieszanej. Materiat: ten sam
bloczek. Jakie jest ryzyko?

Stopiert OLGA i GIM

z podtypem metapla;
Mutacje raportowane
A2142G - A2143G - A2142C. Podaj
konwencje numeracji —
wspotistnieja cztery.

Czy klarytromycyna
zadziata?

Czego NIE raportowaé

badania ni
dlaczego.

Metronidazol (k 0,56) i
amoksycylina (k 0,21) — zgodnos¢
genotypu z fenotypem zbyt niska.
Wynik ujemny nie wyklucza

5 pkt — wynik ujemny wiarygodny

Wynik uj;
Podaj metode, jej granice wykrywalnosci oraz
punktacje Hp-PAQI.

y — z zastr

< 2 pkt — ujemny nie wyklucza zakazenia

opornosci: cze$¢ szczepdw opornych
nie ma zadnej z trzech mutacji.

Ryc. 4. HpFFPE-R — proponowany algorytm refleksowy dla laboratorium szpitalnego. Cztery etapy: przyjecie materiatu z oceng jakosci
przedanalitycznej (Hp-PAQI), $ciezka morfologiczna z barwieniem dodatkowym uruchamianym warunkowo, oznaczenie genotypu opornosci z

tego samego bloczka oraz raport odpowiadajacy na trzy pytania.

Opracowanie wiasne (propozycja autorska). Poszczegolne elementy oparto na

publikowane i wymagajg walidacji prospektywnej.

SENS WSKAZNIKA HP-PAQI JEST NASTEPUJACY. INHIBITORY POMPY
protonowej nie tyle zabijajg bakterie, ile przesuwaja ja prok-
symalnie: po czterech tygodniach omeprazolu bakterie
zniknely z wycinkéw z antrum u 12 z 29 chorych (41%), po-
zostajac w trzonie u 26 z 29 &, Podobnie zanik z metaplazja
wypiera bakterie z okolicy zmienionej *°. Wynik ujemny uzy-
skany z samego antrum u chorego leczonego IPP nie jest wyni-
kiem ujemnym — jest wynikiem niediagnostycznym, i raport
powinien to méwié wprost.

1’3'5’11’18'20; sam algorytm i wskaznik Hp-PAQI nie byty dotad
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Co z tego wynika dla pracowni

WNIOSKI TEJ PRACY SA RACZEJ ORGANIZACYJNE NIZ TECHNOLOGICZ-
ne. Trzy najsilniejsze liczby — 6,0% wobec 14,8% wykrywalno-
4ci 3, x 0,04 wobec 0,64 zgodnosci *7 i 41% wynikéw fatszywie
ujemnych z antrum pod wptywem IPP & — nije dotycza nowe-
go odczynnika ani aparatu, lecz pojemnika, godziny w skiero-
waniu i wspdlnego przegladu preparatéw.

Tab. 1. Co da sie wdrozy¢ bez nowego sprzetu. Pierwsze cztery pozycje nie wymagajg zadnych zakupdw, a jedynie zmiany procedury.

ZMIANA W PRAKTYCE PODSTAWA NAKLAD OCZEKIWANY EFEKT
Rozdzielié wycinki do trzech 4,5 dwa dodatkowe pojemniki wykrywalnos$¢ 6,0% — 14,8%; mozliwos¢ wyliczenia
oznakowanych pojemnikéw (A / I/ stopnia OLGA
C)
Wymagac na skierowaniu godziny 28 zmiana wzoru skierowania obowigzek prawny; warunek policzenia wskaznika Hp-PAQI
pobrania i sposobu utrwalenia

11,12 12

Zastapi¢ barwienie wyprzedzajace
barwieniem warunkowym

Raportowac stopnie OLGA i OLGIM 3,8,9
tacznie, z podtypem metaplazji

Wprowadzi¢ kwartalng sesje i/ ok. 2 godziny pracy
uzgodnieniowaq dla oceny zaniku

Uruchomi¢ oznaczanie 23S rRNA z 20,21 termocykler i zestaw CE-
bloczka dla wskazan z ryc. 4 IVD

zmiana procedury

zmiana wzoru raportu

zerowa wydajnos¢ barwien w materiale bez zapalenia

stopien III-1V wyznacza chorych do nadzoru co 3 lata

zgodnos$¢ ocen k 0,04 — 0,64

zgodnos$¢ z antybiogramem 94,1%, wynik w godzinach
zamiast tygodni

Odsytacze wskazujq prace, z ktdérej pochodzi liczba, a nie zalecenie towarzystwa naukowego.



TRZY PYTANIA ZAMIAST JEDNEGO -

OGRANICZENIA

e HpFFPE-R i Hp-PAQI sg propozycja autorska,
niewalidowana prospektywnie; progi punktowe
wymagajq kalibracji na materiale wlasnym.

o Wskaznik przypisuje pieciu pozycjom réwna wage, cho¢
rozdzial pojemnikéw i ekspozycja na IPP wazg wiecej

niz pozostate 518

PROTOKOL HPFFPE-R
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Wktad autorski i zastrzezenia. Algorytm HpFFPE-R oraz wskaznik Hp-
PAQI sg autorska propozycja porzadkujaca; nie byty przedmiotem

walidacji prospektywnej i nie stanowig zalecen towarzystwa naukowego.
Wszystkie dane liczbowe pochodza z prac wymienionych w pi$miennictwie
i opatrzono je odsytaczami w miejscu uzycia.

Ryciny. Wszystkie ryciny sg oryginalne i wygenerowane programowo.

e Ujemny genotyp nie wyklucza opornosci; brak
programu oceny zewnetrznej dla H. pylori nie zwalnia z

obowiazku ustawowego 2%,

Ryc. 1 to rysunki schematyczne — nie sg mikrofotografiami; ryc. 2 nie
zachowuje proporcji anatomicznych. Konflikt intereséw: nie zgtoszono.
Finansowanie: brak.
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