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BOLUM I

GIRIS

Igerdigi sindirim enzimleri ve asidik yapis1 nedeniyle yillarca steril bir ortam
olduguna inanilan mide mukozasinda, daha sonra yapilan calismalarda degisik
bakterilerin bulundugu ortaya konmustur. Bu bakterilerden Helicobacter pylori insan
midesinde kolonize olan, Gram (-), cubuk seklinde, mikroaerofilik bir bakteridir.
Gastrik mukozanin altinda, gastrik epitelyum hiicrelerine komsu konumlanir, invaziv
olmamakla birlikte gastrik mukozanin enfeksiyonuna neden olur. Bu organizmanin
yol agtig1 enfeksiyonun, gecis gosterebilen, duedonal ve gastrik iilser ile iliskili olan
ve gastrik kanserlere yol acabilen ciddi bir hastalik oldugu kabul edilmektedir (17,
40, 51, 60, 75, 88, 154, 160, 164).

Helicobacter pylori enfeksiyonunun insidansi, gelismekte olan {ilkelerde
gelismis  iilkelere oranla daha yilksektir (51,125). Helicobacter pylori
enfeksiyonunun toplumda goriilme oraninin, etnik koken ve irk gibi faktorlerin yani
sira, bunlarla iliskili kiiltiir, diyet, sosyal, ¢evresel kosullar ya da genetik yatkinlik
gibi faktorlerle etkilendigi yapilan ¢calismalarda ortaya konmustur (51,127).

Helicobacter pylori’nin normal oral mikrofloranin bir elemani olmadigi
giniimiizde kabul edilmektedir. Buna karsin yakin zamanda yapilan bazi
calismalarda, dental plak ve tiikiirik basta olmak iizere oral florada Helicobacter
pyvlori varligr gosterilmistic  (51,127). Helicobacter pylori’nin dental plakta
saptanmasi, bu bakterinin gastrik reflu veya yakin temasla oral floraya
yerlesebilecegi fikrini akla getirmektedir. Yapilan g¢aligmalar, iilser hastalarinin
antrum ve dental plak drneklerinde Helicobacter pylori ribotiplerinin ayni bulunmasi

nedeniyle, bakteriyal dental plagin gastrik reenfeksiyon igin rezervuar olabilecegini



ve bulastirmada 6nemli bir rol oynadigini ortaya g¢ikarmistir. Mikroorganizmanin
oral florada ve ozellikle dental plakta saptanmasi, ortamin uygun pH’si, 1s1s1 ve
mikrooaerofilik yapisina bagli olabilir (127).

Kronik gastrit ve peptik iilser etiyolojisindeki rolii nedeniyle Helicobacter
pylori enfeksiyonunun tedavisinde antibiyotik kombinasyonlarinin
kullaniminin(eradikasyonunun) onemi,  giiniimiizde kesin olarak anlagilmistir.
Ayrica Helicobacter pylori eradikasyonunun, hastaligin tekrarlamasini 6nledigi,
rekiirrenslerin azalmasini sagladigi gozlenmistir. Sistemik antibiyotik tedavisinin,
Helicobacter pylori eradikasyonunda basarili olmakla birlikte olgularin bir kisminda
tilserlerin tekrarladigi goriilmiis ve bu nedenle organizmanin varligint siirdiirdiigii
mide disinda baska bolgelerin olabilecegi ileri striilmiistiir (112) . Helicobacter
pyvlori’nin dental plaktan, yapilan sistemik tedavi ile eradike edilememesi,
enfeksiyonun tekrarlamasina neden olabilir. Bu nedenle gastrit ve {ilser tedavisinin
basar1 oranint yiikseltmek ve tekrarlayan enfeksiyonlart Onlemek igin sistemik
antibiyotik tedavisine ek olarak dental plaktan Helicobacter pylori’nin
eliminasyonun 6nemli olabilecegi bildirilmigtir (122).

Calismamizin amaci, baglangici daha ¢ok cocukluk doneminde rastlanan
Helicobacter pylori enfeksiyonlarinda organizmanin agiz florasinin énemli bakteri
rezervuarlarindan olan dental plakta da varliginin gosterilmesi ve s6z konusu
bakterinin sadece mideden eradikasyonunun yeterli olmadigim1 dental plaktan
uzaklastirilmasimin 6nemini ortaya koymaktir. Calismamizda, gastrik mukozadan
alan biopsi 6rnekleri ile dental plaktaki Helicobacter pylori’nin aynt DNA yapisina
sahip olup olmadiklarmin Nested (iki asamalr) Polymerase Chain Rection (PCR)
yontemi kullanilarak ortaya konulmasi planlandi.  Ayrica Helicobacter pylori

enfeksiyonu olan bireylerin, dental plak ve tiikiirliklerinde Helicobacter pylori ve



Streptococcus mutans varligiin incelenerek ve bulgularin saglikli bireylerden olusan
kontrol grubuyla karsilagtirilmasi, bu hastalarin ¢liriik riski  yOniinden

degerlendirilmesi hedeflendi.



GENEL BILGILER

1.1. Agiz Florasi

Insan agi1z florasi, viicudun en karmasik mikroorganizma ekosistemlerinden
birini olusturmaktadir. Ag1z florasi; bakteriler, mantarlar, mikoplazmalar, protozoalar
ve viriisler gibi farkli organizma gruplarinin olusturdugu mikrobiyal bir topluluktur
(139).

Gegmisten glinlimiize, agiz floras1 ilizerinde yapilmis calismalar mevcuttur.
Bununla birlikte, agiz florasin1 olusturan mikroorganizmalarin  viriilans
mekanizmalar1 hakkinda cevaplanmas1 gereken sorular bulunmaktadir. Insan
florasindaki mikroorganizmalarin izolasyonu ve tiiriiniin belirlenmesinde, iizerinde
durulmasi gerekenler konular asagidaki gibi belirlenmistir (34).

1. Orneklerin toplanma sekli,

2. Orneklerin toplanmasinda kullanilan yéntemler,

3. Orneklerin laboratuvara nakil kosullari,

4. Orneklerin kiiltiir edilme kosullart..

Agiz florasi, farkli bireylerin agizlarinda ayni bolgelerde degisebildigi gibi,
ayni bireylerin farkli diglerinden alinan plak orneklerinde bile sayisal ve niteliksel
degisiklikler gostermektedir. Agiz igerisinde bulunan bakteri kolonizasyonunun
farkli anatomik bolgelerde de degiskenlik gosterdigi bildirilmistir ( 34, 106, 119).

Ag1z boslugu igerisinde bulunan bakteri topluluklari, baglica Gram pozitif ve

Gram negatif organizmalar olarak siniflandirilabilir (Tablo 1) .



Gram (1) Gram (-)
Koklar
Abiotraphia Moraxella
Enterococcus Neisseria
Peptostreptococcus Veillonella
Streptococcus
Staphylococcus
Stomatococcus
Cubuklar
Actynomyces Actinobacillus
Bifidobacterium Bacterioides
Corynebacterium Campylobacter
Eubacterium Cantonella
Lactobacillus Capnocytophaga
Propionibacterium Centipeda
Rothia Desulfovibrio
Desulfobacter
Eikenella
Fusobacterium
Haemophilus
Johsonii
Leptotrichia
Porphyromonas
Prevotella
Selenomonas
Simonsiella
Treponema
Wolinella

Tablo 1. Ag1z boslugu icerisinde yer alan bakteri topluluklari (106, 139).

Cesitli fiziksel ve kimyasal faktorler agi1z i¢inde mikroorganizmalarin yasam ve
tiremelerini etkilemektedir. Bunlar;

1. Organik ve inorganik besin maddelerinin alinima,

2. Bu besin maddelerinin oksijen ve karbonhidrat seviyeleri,

3. pH,

4. Tikiiriikte antimikrobiyal maddelerin varligi,

5. Ag1z anatomisi,

6. Oral yiizeylere etki eden agindirict kuvvetler,




7. Su ve 1s1, olarak siralanabilir (34).

Kalici ve Gegici Flora:

Saglikli bireylerin agiz, mukoz membranlar1 ve deri yiizeyinde yer alan
mikroorganizma populasyonlari, normal mikrobiyal floray1r olusturmaktadir. Bu
flora, kendi icerisinde kalic1 ve gecici olmak tizere iki alt gruba ayrilmaktadir. Kalici
flora, belirli bir bolgede var olan ve yasamlarimi denge iginde silirdiiren
mikroorganizmalar1 igerirken, gegici flora, agiz, mukoz mebran, cilt ve viicudun
diger bolgelerinde saatler, giinler ve haftalar i¢inde yerlesen, patojen olmayan veya
potansiyel patojen olan, Helicobacter pylori gibi mikroorganizmalar1 icermektedir
(34).

1.2. Ag1z mikroflorasinin Olusumu

Agi1z mikroflorasini olusturan bakteri tiirleri, dogum, ¢ocukluk ve erigkinlik
donemlerinde farkliliklar gdstermektedir.

Dogum

Anne karnindaki fetusta bakteri bulunmaz. Bu nedenle, embriyo agizinin
primer taslagi (cavum oris proprium) dogum Oncesi sterildir. Yeni doganin agiz
florasini, dogum kanalindan ¢ikisi sirasinda, annenin vajinal florasinda yer alan
bakteriler olusturur. Bunlar, genellikle Streptococcus salivarius, Streptococcus
agalactiae (B grubu streptokok), Veillonella, Neisseria, koagiilaz negatif
stafilokoklar, Escherichia gibi bazi bagirsak bakterileri, Lactobacillus,
Bifidobacterium, Actinomyces, Peptostreptococcus, Bacteroides gibi vajinanin
anaerop lyeleri ve deriden gelen bazi maya ve mantarlardir. Florada, dogumun
sekline bagli olarak farkliliklar olabilir (34, 106).

Yeni doganin agizinda, heniiz digler bulunmadigi ve oksijen agizin her

kosesine ulasabildiginden, anaeroplar aleyhine bir ortam vardir. Ortam zorunlu



aneroblar i¢in uygun degildir ve zorunlu anaeroplar, hava ile karsilastiklarinda 1-100
saat icerisinde floradan kaybolurlar. Ancak dil papillalarinin arasinda, oksijenden
uzak bolgelerde bulunabilirler. Bu bolgelerde, basta Veillonella parvula olmak tizere
diger anaeroplara da rastlamak miimkiindiir. B grubu streptokoklarin agiz florasindan
kaybolmalari, yaklasik 2—4 ay siirebilir. Dordiincii aydan sonra yerlerini C ve D
grubu streptokoklara birakirlar (34).

Yenidoganin agizinda, sayica en fazla bulunan bakteri Streptococcus
salivarius tur ve bu bakterinin sayisi dogum sonrasi ikinci giine kadar artig gosterir.
Daha az sayida Veillonella alcalescens bulunur. Fusiform bakteriler, 4 — 8. aydan
itibaren yerlesirler. Peptostreptokoklar, 5. aydan sonra, Streptococcus sanguis
6.ayda, Streptococcus mutans ise 12. ayda yerlesir (34, 106).

Dogumu takiben, siit ve siit liriinleri agirlikli beslenme nedeniyle, agizda var
olan laktobasil ve streptokok tiirleri sayica biraz daha fazladir. Siit ve siit tiriinlerinin
icersinde bulunan caseinglycomacropeptide ve caseinphosphopeptide isimli iki
peptidin, ¢iriik yapict Streptococcus mutans’im mine yiizeyine adezyonunu
engelledigi gosterilmistir. Bu donemde flora iizerinde belirleyici olan bir etken de,
anne memesi ve biberondan agiza girebilecek mikroorganizmalardir. Bunlar,
genellikle cilt florasinin iiyeleri olup, koagiilaz negatif ve pozitif stafilokoklar,
difteroidler, gram negatif bagirsak bakterileri, maya ve mantarlardir (34, 106).

Cocukluk

Agiz ortamindaki en dnemli degisiklik, 6. ayda ilk siit dislerinin ¢ikmasi ile
baslar. Bu donemden itibaren agiz dokulari igerisinde, atmosferdeki O,’nin kismen
veya hi¢ ulasmadigi aproksimal dis yilizeyleri ve digeti olugu gibi bolgelerin
belirmesi ile birlikte anaerop bakteri toplulugunda ciddi bir artis baslar ve anaerop

bakteri grubunun istiinliigii digler agizda bulunduklari siirece devam eder. Agiz



icinde sert mine ylizeylerinin meydana gelisi ile siit dislerinin siirmelerinden 6nce
goriilmeyen, Streptococcus sanguis gibi bakteriler iiremeye baslar. Streptococcus
mutans gibi diger bakteriler de dis yiizeylerinde kolonize olup, bir yasindan sonra
agizin kalic1 florasinin en 6nemli boliimiinii olusturur (34).

Eriskinlik

Agiz i¢indeki mikroorganizmalarda en 6nemli artig kalic1 dislerin siirmesi ile
goriiliir. Bu dislerin ylizeylerindeki, kolayca asinmayan derin fissiirler ve aproksimal
bosluklar da siit dislerinden fazladir. Diseti cepleri kalict dislerde siit diglerinden
daha derin olup, anaerobik mikroorganizmalar i¢in uygun iireme alani olusturur.
Cocukluk doneminde hi¢ bulunmayan veya az rastlanan Bacteroides tiirleri ile
birlikte, Leptrichia, Fusobacterium tiirleri ve spiroketlerin sayilarinda, yasa ve
gingivitis’in meydana gelisine bagli olarak biiyiik artislar goriiliir. Dental plakta,
streptokok  tilirleri, oOzellikle Streptococcus mutans, Streptococus mitis ve
Streptococcus sanguis bulunur. Aktinomigesler ve herhangi bir siniflandirmaya dahil
edilemeyen Gram negatif ve Gram pozitif flamanlar da izole edilen diger bakteri
tirleridir (34,1006).

Eriskin agizinda bulunan mikroorganizmalar yaklagik 300 civarinda tiirii
kapsar. Diski florasindaki mikroorganizmalarin 240-260 tiirii igeriyor olmasi, agiz
dokularinin ne kadar zengin bir bakteri topluluguna konak olusturdugunu gosterir.
Her bir tiirtin 100-200 iyesi ve bir o kadar da degisken tiirleri olabilecegi
diisiiniiliirse, agizdaki bakteri ¢esitliligi 10.000 ile ifade edilebilir (34).

Tiikiiriikteki mikroorganizmalarin yarisi, diseti cebindeki mikroorganizmalarin
ise 2/3’1 anaerobtur. Kok kanali enfeksiyonlarinda rol alan mikroorganizmalarin ise
%90-94°1, anaerobtur. Tikiriikte bulunan toplam mikroorganizma sayisi, Ozellikle

dilden kaynaklanmak tizere, ml’de 43 milyon—5.5 milyar arasinda degismektedir.



Bir baska tanimla, 1 ml tiikiiriikte ortalama 750 milyon bakteri vardir. Dil
mikroflorasi, Tablo 2’de belirtilen mikroorganizmalardan olusmaktadir. Diseti olugu
ve dis plagindan alinan her bir gram Ornekte, 200 milyar bakteri hiicresi
bulunmaktadir. Diseti olugunda bulunan mikroorganizmalar Tablo 3’de
gosterilmistir. Bununla birlikte agizdaki bakterilerin sayilarinin bir st sinir1 vardir.
Bu smir1 konak savunmasi ve agizdaki diger bakterilerin birbirleriyle etkilesmesi
belirler. Saglikl1 bir eriskinin agizinin hergiin, 1-2.5 litre tiikiiriik salgis1 ile yikandigi

bildirilmistir (32, 57)

Mikroorganizma Izolasyon
Grubu/ Cinsi Oram
(%)
Fakiiltatif Streptokoklar 38.3
Veillonela 14.3
Fakiiltatif Difteroidler 13.0
Anaerob Difteroidler 7.4
Stafilokoklar-Mikrokoklar 6.5
Stafilokoklar-Mikrokoklar 53
Peptostreptokoklar-Peptokoklar 4.2
Neisseria 23
Vibrio/Campylobacter 2.1
Fusobacterium 0.8
Tanimlanamayan Gram (-) basilller 3.2
Tanimlanamayan Gram (-) koklar 2.6

Tablo 2: Dil florasini olusturan mikroorganizmalar ( 34).



Grup Cins ve/veya tiir Ureme orani(%)

Gram (+) fakdiltatif koklar Stafilakoklar, Enterokoklar, 28.8
Str. Mutans, Str. Sanguis,

Str. Mitis, Str. Salivarius

Gram (+) anaerob koklar Peptostreptococcus’lar 7.4

Gram (+) fakiiltatif basiller Korinebakteriler, Lactobasiller 15.3
Nokardialer

Gram (+) anaerob basiller Actinomyces bifidus, A.israelii, 20.2

A.naeslundii, A. Odontolyticus,

P. acnes, Lactobacillus Buccallis,

Korinebakteriler
Gram (-) fakiiltatif koklar Neisseria’lar 0.4
Gram (-) anaerob koklar Veilonella parvela, V.Alcalescens 8.7
Gram (-) anaerob basiller Bacteroides (Porphrimonas) 17.3

Melaninogenicus, B. Oralis,
V. sputorum, E. Nucleatum,
S. sputigenum
Spiroketler Treponema denticola, T. Oralis, 1.9

T. macrodentium, B. vincentii

Tablo 3. Diseti olugudan izole edilmis mikroorganizma tiirleri ve iireme oranlari

(34).
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1.3. Dental Plak

Dental plak, agzin sert doku yiizeyleri {izerine baglanan, canli ve 6l bakterileri
ve bakteri iirlinlerini igeren mikrobiyal bir depozittir. Diger bir tanimlamayla, bakteri
ve tiikiiriik kaynakli bir polimer matriks igersine gomiilmiis, dis yiizeyi ve restoratif
materyallerin lizerinde bulunan, karmasik bir mikroorganizma toplulugudur. Su
icerigi, %80-85 arasinda degisen dental plak, hiicrelerden ve plak matriksinden
olusur. Kuru agirliginin %40-50’si protein, %13-17’si karbonhidrat, %10-141 lipid
ve % 10’u da doku kalintilaridir. Kalsiyum ve fosfat konsantrasyonlar1 degiskenlik
gostermekle birlikte, kalsiyum 8 pg/mg, fosfat ise 6 pg/mg’dir. Plagin maksimum
kalinligi, diiz yiizeylerde 300 pgm, ara yiizlerde 5 mm ve fissiirlerde 2 mm olarak
bildirilmistir (67, 139).

Dental plak, 500’den fazla bakteriyel tiir icermekte ve oral mikrobiyal
patojenler i¢in rezervuar gorevi gormektedir. Dental plak olusumunun miktar1 ve
hizi, cliriik lezyonlari, kotii restorasyon marjinleri ve disin pozisyonundaki
diizensizlikler gibi fiziksel etkenlerden etkilenir. Dental plak, bu kosullarin
yoklugunda da, agiz hijyeni kotii olan bireylerde birikmeye devam edecektir (106).

Plak ve agz florast bircok bakteri toplulugunun yasadigi, denge
bozulmadiginda patolojik 6zellik gdstermeyen bir ekolojik sistemdir. Patolojik
ozellik kazanmasi ile ilgili ti¢ goriis One siirilmistiir; "Spesifik plak hipotezi"ne gore
bir¢ok farkli mikroorganizmadan olusan plak mikroflorasi igindeki spesifik tiirler
hastaliga neden olur. "Non-spesifik plak hipotezi", hastalig1 tim plak mikroflorasinin
aktivitesinin ~ bir  sonucu  olarak  degerlendirmektedir. Bu  nedenle,

mikroorganizmalarin heterojen bir karisimi, hastalikta rol oynayabilir. Plak-kdkenli
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hastaliklar, temelde karigik kiiltiirlerin ~ (polimikrobiyal) neden oldugu
enfeksiyonlardir ve belirli tiirler daha baskin olabilir (106).

Son zamanlarda bu hipotezlere alternatif olarak, "Ekolojik plak hipotezi" ileri
stiriilmiistiir. Bu hipoteze gore, hastalikla iligkili olan bakteriler saglikli agizlarda da
bulunabilirler; ancak patolojik diizeyde degildir. Cevresel kosullarda ortaya ¢ikan
degisiklik sonucu mikroflora dengesinin bozulmasi ile patojen bakteriler aktivite
gosterebilirler. Ornegin, sik seker almimi sonras1 plak pH’min siirekli diisiik kalmast,
clirtige neden olan tiirlerin ¢ogalmasina neden olmaktadir. (106,139).

1.3.1. Dental Plak Olusumu

Mikroorganizmanin agiz igerisinde bir ylizeye baglanmasi, hastalifin
olusumundaki ilk basamaktir. Dental plak olusumu, farkli basamaklar igeren
kompleks bir siirectir ve baslangi¢ kolonizasyonu, hizli bakteriyel {lireme ve
remodeling olarak {izere li¢ asamada incelenebilir (116).

Baslangi¢ kolonizasyonu, dis ylizeyi temizlendikten 2 saat sonra baslar. Temiz
mine ylizeyi, agiz ortaminda, pellikiil olarak adlandirilan, amorf bir organik film ile
cevrelenir. Baglica glikoproteinlerden olusan pellikiil, spesifik tipte bakterilerin dis
ylizeyine  baglanmasina yardimct olur  (34,85). Pelikiile ilk tutunan
mikroorganizmalar Streptococcus mutans, Streptococcus sanguis ve
Aktinomigeslerdir. Bakteri hiicresi ve pelikiille kapli dis arasinda uzun donemli
fizikokimyasal etkilesimler baslar. Bu safthadan sonra bakteriler pelikiile irreversibl
olarak tutunur ve enfekte olan pelikiil dental plak 6zelligi kazanir. Dental plak,
mikroorganizmalarin tiikiiriik akis1 ve dil hareketleri gibi mekanik kuvvetlerle dis
yiizeyinden uzaklasmalarina engel olur (106, 131).

[k tutunan bakteriler ile yeni katilan bakteriler arasindaki koagregasyon plak

mikroflorasindaki bakteri sayisin1 ve ¢esitliligini arttirir. Ciiriik olusumu siirecinde,
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Streptococcus mutans’in  baglangic kolonizasyonu oOnem tasimaktadir. Sukroz,
Streptococus mutans’in  kolonizasyonunda biiyiilk rol oynamakla birlikte,
mikroorganizmalarin sekerden bagimsiz olarak da baglandigi goriilmektedir (69).
Streptococcus mutans’in hiicre duvan yiizeyindeki proteinler, sekerden bagimsiz
baslangi¢ kolonizasyonunda kritik bir rol oynamaktadir (34, 136).

Hizli bakteriyel lireme siiresinin profilaksi sonrasi 8 saat - 2 giin, remodeling
sathasinin ise yaklasik 2 giin sonrasinda basladigi ve devam ettigi bildirilmistir
(106).

1.3.2. Dental Plagin Mikrobiyal Kompozisyonu

Dental plak igerisinde yer alan mikroorganizmalar, toplam plak hacminin
yaklagik %30’ unu olusturan organik bir matriks ile ¢evrelenmistir. Dental plagin
mikrobiyal kompozisyonu bireyler arasinda ve kolonize olduklar1 bolgelere gore
degiskenlik gostermektedir. Dental plak igerisinde, kiiltiir edilebilen bakteri
topluluklar1 Tablo 4’ de goriilmektedir.

Baglangicta, pellikiil iizerine kolonize olan mikroorganizmalar, koklardir.
Koklarin  biiyiilk ¢ogunlugu streptokoklar olmakla birlikte, %?2’si mutans
streptokoklardir. Birkag giin icersinde daha kalin yapida bir plak icersinde koklarin
yanisira, rodlar ve filamentler de goriiliir (85).

Plak mikroorganizmalarinin yiiksek bir genetik heterojenitesi vardir. Plak
icersinde 30-300 arasinda tiire rastlandigi belirtilmektedir (134,137). Dental plak
mikroflorast digin farkli yiizeylerine gore degismektedir. Fissiirlerin mikroflorasi
Gram (+) karakterde ve streptokoklar baskindir. Zorunlu anaerob bakteriler ve Gram
(-) tirler genellikle diisiik sayida bulunur ve nadir olarak izole edilirler. Diseti

olugunda daha farkli tiirde ve ¢ogunlukla Gram (-) zorunlu anaerob bakterilere
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rastlanir. Aproksimal bolgelerdeki plakta bu iki grubun karisik olarak bulundugu bir

mikroflora mevcuttur.

Mikroorganizma Ortalama Aralk Izolasyon Siklig
(Kiiltiir edilebilir | (Goriilme araligi) (%)
mikroflora %)

Streptokoklar 41 0-81 88
Mutans streptokoklar <1 048 50
S.sanguis-grup 1 04 63
S.oralis-grup 2 0-30 75
S. anginosus-grup 2 0-51 63
S.salivarius 0 0-41 38
Stafilokoklar 8 1-13 100
S. aureus 6 0-13 88
S. epidermidis 0 0-7 13
Gram pozitif cubuklar 33 1-74 100
Aktinomicesler 21 0-54 88
A. israelii 3 047 63
A. naeslundii 3 048 63
A. odontolyticus 0 048 25
Propionobacterium <1 0-5 50
Veillonella 8 3-20 100
Gram (-) cubuklar 0 0-6 38
Mayalar 0.002 0-0.5 63

Tablo 4. Dental plakta kiiltiir edilebilen mikroorganizma topluluklari (106).
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Oral streptokoklarin, dental plak iizerinde ilk kolonize olan mikroorganizma
toplulugu oldugu ve toplam floranin ¢ogunlugunu olusturdugu bilinmekle birlikte,
kolonize olan bir diger onemli mikroorganizma, Actynomyces naeslundii’dir.
Mutans streptokoklarin, bazi mitis gruplarinin ve Actynomyces naeslundii nin
sakkarozdan tirettigi ekstraselliiler glukanlar ve fruktanlar, bakteriler arasi tutunmay1
ve birikimi kolaylagtirir (136).

1.4. Dis Ciiriigii

Dental plaktaki karyojenik bakterilerin karbonhidratlar1 fermente etmesiyle
aciga c¢ikan organik asitlerin, dis sert dokularinda yikima neden olmasiyla meydana
gelen dis c¢iiriigii, 6zellikle mutans streptokoklarin rol oynadigi, insandan insana
gecis gosterebilen, enfeksiydz bir hastaliktir. Insan topluluklarini en c¢ok etkileyen
kronik hastaliklarin baginda gelmektedir ( 106, 116, 119).

Ciiriik olusumu dort ana etkene baglanmaktadir. Bu etkenler, konak (asil olarak
tiikiiriik ve dis), mikroorganizma, diyet ve zamandir. Dis ¢lirigliniin olugumu i¢in bu
dort faktoriin ayni anda bir arada bulunmasi gerekir (44, 116, 157, 166).

Dis ¢iirtiglinlin olusumunda genellikle {i¢ teoriden sz edilmektedir. Asidojenik
teori, dis ¢iiriglinlin iki asamay1 igeren kemo-parazitik bir siire¢ oldugunu one
siirmektedir. Ilk asamada, minenin dekalsifikasyonu, ikinci asamada, dentinin
dekalsifikasyonu gelmektedir. Ilk asamadaki dekalsifikasyona etki eden asitler,
nisastanin ve diglerin retansiyon bolgelerinde kalan sekerin fermantasyonu ile agiga
cikar. Proteolitik teoriye gore, proteolitik enzimlerin oral bakterilerce {iretildigi,
minenin organik matriksinin enzimlerle parg¢alandig1 ve organik matriksten yoksun
kalan minenin yikima ugradig1 one siiriilmektedir. Proteoliz-selasyon teorisine gore
ise, bakteriyel faaliyet sonucu mine, dentin, gida ve tiikiiriik bilesenlerinden bazilari

kalsiyum ile selatlar1 olusturmak {izere birlesirler. Selatlarin alkalen pH’da

15



olusmalar1 nedeniyle, bu teoriye gore nétral ve alkalen pH’da bile ¢iiriik olmaktadir
(106).

1.5. Ciiriik Mikrobiyolojisi

Ciirik olusumunda etkili baslica bakteri gruplari, oral streptokoklar,
laktobasiller, aktinomigeslerdir.

1.5.1. Oral streptokoklar

Streptokoklar, agiz icersindeki tiim bolgelerden izole edilebilen ve oral
mikrofloranin biiyiik bir kismini teskil eden mikroorganizmalardir. Hiicreler, 0.5-2.0
um. ¢apinda kiiresel veya ovoid sekillidir, sulu ortamda iirerler, ¢iftler veya zincirler
halindedir. Gram boyasi ile boyanabilirler. Streptokoklar, besinden zengin bir
ortamda, optimum sicaklikta (37 °C) iirerler. Metabolizmalar1 fermantatiftir ve
baslica laktat iiretirler. Katalaz negatif olan streptokoklar, yaygin olarak kirmizi kan
hiicrelerine atakta bulunur ve yesilimsi bir renk degisikligine yol agarlar (a-hemoliz)
veya tamamen renksiz bir ortam olustururlar (-hemoliz) ( 57, 68, 74, 139).

Oral streptokoklarin gilinlimiizdeki siniflandirmasinda, bakteriler dort farkli
grup altinda incelenir. Siniflandirma, kemotaksonomik ve 6zellikle DNA-DNA baz
eslesmesi ve 16S rRNA gen sekans analizlerini i¢ine alan genetik verilere
dayanmaktadir (169). Tablo 5’de oral streptokoklarin  smiflandirilmasi
goriilmektedir.

Mutans streptokoklar

Streptococcus mutans, Streptococcus sobrinus, Streptococcus cricetus,
Streptococcus rattus, Streptococus downei, Streptococcus macacae ve Streptococcus
ferus’u ig¢ine alan mutans streptokok grubu, birbirleriyle benzer 6zellikler gosteren ve

laktik asit iireten bir grup bakteridir ( 44, 169).
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Bu gruptaki bakteriler, organizmanin viriillansinda 6énemli bir rol oyanayan,
sekerden ekstraselliiler glukan sentez etme 6zelligine sahiptir (13, 44, 72, 109, 121,

166 ).

GRUP TUR

mutans-grubu S.mutans, serotip c,e,f
S.sobrinus, serotip d,g
S.cricetus, serotip a
S.rattus, serotip b
S.ferus

S.macacae

S.downei, serotip h

salivarius-grubu S.salivarius
S.vestibularis

anginous-grubu S.consellatus
S.intermedius
S.anginosus

mitis-grubu S.sanguis
S.gordonii
S.parasanguis
S.oralis
S.mitis
S.crista

Tablo 5. Oral streptokoklarin siniflandirilmas ( 106, 169 ).

Mutans streptokoklar tarafindan gergeklestirilen glukan sentezinin, bu
organizmalarin 6nemli bir viriilans 6zelligi oldugunu gosteren calismalar vardir (44,
72, 109, 121, 166). Bunlarin karyojeniteye katkilari heniiz kesinlik kazanmamigtir
(105). Mutans streptokoklar, hiicre duvari karbonhidrat antijenlerinin serolojik
cesitliligine gore 8 farkli serotipe ayrilir(Tablo 5) (25, 67, 79, 106, 116, 121, 138,
139).

Mutans streptokoklarin, dis yiizeyinde birikimleri ve kolonize olmalar
konusundaki mekanizma heniiz agik degildir. Cevre ve konak faktorlerine ek olarak,
mutans streptokoklarin spesifik genotiplerinin daha fazla kolonize olabildigi

belirtilmektedir (99, 109).
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Streptococcus Mutans

Streptococcus mutans, kisa veya orta zincirler halinde bulunan, kapsiilsiiz
Gram (+) bir bakteridir. Bu koklar bazi sulu ortamlarda, asidik kosullar altinda 1,5—
3,0 um uzunlugunda kisa ¢ubuklar seklinde goriilebilir (67). Kolonileri hareketsizdir.
Katalaz ve oksidaz testlerine yanitlar1 negatiftir. Koloni morfolojileri, bulunduklari
kiiltiir ortamina gore degiskenlik gosterir ve Mitis Salivarius Agar’da kiigiik, sinirlari
diizensiz, kabarik goriiniimlii, opak renkli koloniler halinde gozlenir. Kanli agardaki
hemolizleri degiskenlik gosterir o, veya y hemoliz yaparlar (116).

Streptococcus mutans’in sukrozdan suda erimeyen ekstaselliiler polisakkaritleri
olusturmasinin, ¢iiriigii baslatmasinda en 6nemli 6zelligi oldugu diisiiniilmektedir.
Mannitol ve sorbitolu fermente eden Streptococcus mutans’in karyojenik olmayan
suslarinin da mannitolu fermente edebildigi ve polisakkarit olusturabildigi
goriilmiistiir. Karyojenik ve karyojenik olmayan streptokoklar, glikoz igeren sivi
ortamda ¢ogalarak benzer fermentasyon sonu iiriinleri ve asit tiretirler. Streptococcus
mutans’in kat1 ortamda asit yogunlastirmasi, diger oral streptokoklardan fazladir
(106, 116). Mutans streptokoklar, 19-31. aylarda, "enfektive penceresi olarak"
tanimlanan bir donemde, bebeklerin siit dislerinin siirmesiyle birlikte, kolonize
olmaya baslarlar. Kolonizasyon, yas ve hipoplastik mine lezyonlar1 gibi sert
ylizeylerin varligimin artis1 ile birlikte artar (13, 31, 158). Bununla birlikte, dil
ylizeyinin de, dis ylizeyi kadar mikroorganizmalar i¢in bir rezervuar gorevi gordiigii
belirtilmektedir (156). Az1 disler 6n dislere gore, fissiirler; aproksimal, bukkal ve
lingual ylizeylere gore, restorasyon gormiis disler; saglam yiizeylere gore daha fazla
Streptococcus mutans kolonizasyonuna sahiptir (4, 13, 97, 98, 116, 131).

Streptococcus mutans’in dis yilizeylerinde birikimi ve kolonize olmasi konusundaki

18



mekanizma heniiz acik degildir (109, 116). Oral kavitede ve dental plak igersinde
farkl1 genotipik yapiya sahip birgok Streptococcus mutans’m olabilecegi
gosterilmistir (31, 68, 83, 105, 113, 133, 134). Epidemiyolojik ¢alismalar,
Streptococcus mutans in ¢ocuklarda ve genc yetiskinlerde mine cliriiklerinin ve
bebeklerde biberon ¢iirtiklerinin baslica etkeni oldugunu gostermektedir ( 100, 106).
Ciiriik insidansi yiliksek toplumlarin, diisiik insidansa sahip toplumlara oranla, daha
yiiksek diizeylerde mutans streptokok diizeylerine sahip olduklart bildirilmistir.
Bunun yaninda, saglam mine yiizeylerinin de mutans streptokoklar ile kolonize
olabilecegi ve cliriiksiiz populasyonlarda da mutans streptokoklarin plakta yiiksek
oranda bulunabildigi belirtilmektedir (13, 157, 166, 167). Mutans streptokoklar
tiirleri igerisinde en sik izole edilen tiiriin Streptococcus mutans oldugu saptanmustir.
Yapilan calismalarda, Streptococcus mutans’in mutans streptokoklarin, %74-94 {inii
olusturdugu ve farkli populasyonlarda koronal ¢iiriik gelisimine biiylik 6l¢iide eslik
ettigi gosterilmistir (96).

Viriilans, bir mikroorganizmanin konak {izerinde hastaliga yol agacak
ozelliklere sahip olmasidir. Konak ve mikrorganizma arasindaki dinamik iligki olarak
da tanimlanabilecek viriilans, dis etkenlerin yan1 sira bireysel 6zelliklere de baglidir
(68). Streptococcus mutanslar da, dis yiizeyini ¢evreleyen dental plagin igersinde
yasayabilmelerini ve kolonize olabilmelerini saglayan viriilans faktorlerine sahiptir.
Bunlar;

1- Ekstraselliiler polisakkarit sentezi yapabilmeleri,

2- Suda erimeyen glukanlarin ve sekerden fruktan polimerlerinin sentezini

kataliz eden glukoziltansferazlar ve fruktoziltransferazlara sahip olmalari,

3- Asit iiretmeleri,

4- Aside tolerans gostermeleri,
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5- Intraselliiler polisakkarit,
6- Mutasin,
7- ve Endodekstranaz tiretmeleri,

8- Hiicre ylizeyi proteinlerinin varligi olarak siralanabilir (13, 68, 157).

Streptococcus Mutans Identifikasyonunda Kullanilan Kiiltiir Yontemleri

Streptococcus mutans izolasyonunda siklikla kullanilan besiyeri sakkaroz,
basitrasin ve potasyum telliirit iceren mitis salivarius basitrasin (MSB) agardir. MSB
agar, Streptococcus mutans, Streptococcus sobrinus ve Streptococcus rattus igin
secicidir( 68, 76). TYCSB agar, TYC agar (Trypticase, yeast extract ve cystine) ile
birlikte glukoz, sukroz ve seker icerir (68). GSTB agar ise, GS agar (trypticase ve
yeast extract) ile glukoz, sukroz, basitrasin ve potasyum telliiritten olusur (43, 68).

Kullanilan farkli besi yerlerine gore, kiiltiir sonuglar1 da farkliliklar
gostermektedir. Schaken ve arkadaslart (142) Streptococcus sobrinus tizerinde
inhitor etkisi nedeniyle TYCSB agarin; MSB agara gore daha uygun bir besi yeri
oldugunu rapor etmiglerdir. Dasanayake ve arkadaslar1 (43), MSB agar lizerinde
GSTB agara oranla daha fazla sayida koloni gozlendigini bildirmislerdir.

1.5.2. Laktobasiller

Spesifik karyojenik ajan olarak bilinen ilk organizma olan Laktobasiller, Gram
(+), fakiiltatif anaerob, spor olusturmayan ¢ubuk seklinde bakterilerdir. Glikozdan
laktik asit ve asetik asit iiretebilen tilirleri mevcuttur. Dental plakta dis yiizeyi
demineralizasyonuna sebep olan diisik pH degerlerinde de yasamlarin
siirdiirebildikleri bilinmektedir. Ilerlemis lezyonlarda (kavite) gériilme sikliklar1 ve
sayilarimin daha da arttigi goriilmektedir (13, 14, 45, 106, 119). Dis ylizeylerine

afinitelerinin olmadigt ve daha c¢ok oral mukozada kolonize olduklar1 da
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bildirilmektedir (116, 166). Agiz boslugu igerisinde retansiyon alanlarinin artis1 ve
emzik kullanimai ile birlikte tiikriikteki sayilarinin arttigi gosterilmistir (124).

Laktobasiller, genel saglik iizerine de etkilidirler. Bu bakteriler insan ve hayvan
gastrointestinal sistemini ¢esitli patojenik infeksiyonlardan korumaktadir. Bu sebeple
laktobasillerin bazi tiirlerinden, bagirsak i¢ci mikrobiyal dengeyi arttirarak, konak
canltyt olumlu etkileyen canli mikrobiyal gidalarin (probiotikler) yapiminda
yararlanilmaktadir.  Bununla birlikte laktobasillerin probiotik etkisi nedeniyle
olusturduklar1 biyofilm inhibisyonu iizerindeki rolleri hakkindaki bilgiler sinirlidir.
Lactobacillus fermentum’un dental plak lizerindeki Streptococcus mutans’i inhibe
etmesinden yola ¢ikilarak, bu bakterinin oral kavitede probiotik amagl kullaniminin
yararli sonuglar olusturacag diistiniilmektedir (39).

1.5.3. Aktinomicesler

Gram (+), hareketsiz, spor olusturmayan rod ve flamentler seklinde goriilen,
dental plak mikroflorasinin biiylik kismini olusturan, daha ¢ok aproksimal sahalarda
ve dig eti cebinde bulunan mikroorganizmalardir. Agiz boslugunda goriilen tiirleri,
A.naeslundii,  A.viscosus  (fakiiltatif — anaerobik),  A.israelli,  A.meyeri,
A.odontolyticus’ tur (anaerobik) (106, 116).

Aktinomigesler, subgingival mikroflora ve insan kok yiizeyi ¢iiriiklerinden en
yaygin olarak izole edilen organizmalardir. 4.viscosus geng ve yetiskinlerin biiyiik
kisminda goriiliir. A.naeslundii, genelde dis lizerinde normal floranin bir pargasidir.
Kii¢iik cocuklarin dil, tiikriik ve plak yapilarinda bulundugu, disi harap eden organik
asitleri {rettigi ve dis yiizeyine baglanmay1 saglayan ekstra ve intraselliier

polisakkaritleri tiretme yetenegine sahip oldugu rapor edilmistir (24, 116).
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1.6. Ag1z Florasinin Sistemik Enfeksiyonlar ile Tliskisi

Ag1z boslugu birgok bakteri tiiriinlin dogal yerlesim yeridir. Viicudun genel
durumu bozuldugunda, genellikle viriilanslar1 diisiik olan bu bakteriler patojenite
kazanabilir ve bu nedenle agiz boslugu potansiyel bir enfeksiyon kaynagi olarak
gosterilebilir (46, 111). Agiz floras1 igerisinde yer alan bakteriler, bakteriyel
endokardit gibi kardiyovaskiiler sistem enfeksiyonlarinin yani sira, solunum yolu ve
sindirim sistemi enfeksiyonlarma da yol acabilmektedir (139). Ozellikle solunum
yolu enfeksiyonlarinda, agiz florasinin 6nemli bir rezervuar oldugu; oral patojenlerin
akcigere aspirasyonu yoluyla pndmoniye yol actigi 6ne siiriilmiistiir (66, 111). Majon
ve arkadaslar1 (103) agiz sagligi ve solunum yolu enfeksiyonlarinin iligkisinin
onemini vurgulamis, periodontal hastalik ile obstriiktif akciger hastalig1 arasinda bir
iliski bulundugunu rapor etmislerdir.

Gastrointestinal sistem enfeksiyonlarinda en sik izole edilen bakteri
toplululuklarindan biri Campylobacter tiirleridir. Bunlardan ¢aligmamizin da konusu
olan Helicobacter pylori’nin, agiz igerisinde, dental plak, dil sirt1i gibi farklhi
bolgelerde kolonize oldugu, gastrit ve ilser gibi gastrointestinal sistem
rahatsizliklarinda, agiz yoluyla, mideye gectigini gosteren ¢alismalar mevcuttur (94,
112, 118).

1.7. Gastrointestinal Flora

Gastrointestinal floradaki mikroorganizma cesitliligi ve sayis1 gastrointestinal
sekresyonlar gibi i¢ etkenler ile diyet, stres, ila¢ gibi dis etkenlere de baghidir Agiz
florasindaki pH dalgalanmasi, ince bagirsaktaki kas hareketleri ve kalin bagirsaktaki
anaerob ortam gibi etkenler, gastrointestinal kanalin farkli kisimlarindaki flora

igerigini etkilemektedir (129).
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1.7.1 Mide florasi

Mide florasindaki bakteri sayisi genelde diisiiktiir ve 0-100 CFU (Colony-
forming Units)/ml kadardir. Lactobacillus, Candida, Streptococcus viridans,
Neisserria, Staphlyococcus (koagiilaz-negatif) ve Peptostreptococcus en sik goriilen
tiirlerdir. Midede bulunan bir¢ok organizma agiz florasinin mide asidine dayanikli
kismini yansitir (129).

Midede kolonize olan esas bakteri toplulugu, Helicobacter tiirleri’dir.
Insanlarda, Helicobacter pylori, Helicobacter heilmannii ve kiiltiirii yapilamayan
veya kiiltiir edilmesi ¢ok zor olan bazi tiirleride bulunur. Helicobacter pylori
disindakilerin patojen etkisi tartismalidir. (129).

1.8. Helicobacter Pylori

Helicobacter pylori, mide salgilarinda belirlenmis olmasima ragmen, bu
bakteri ile, kronik aktif gastrit, peptik iilser ve mide adenokarsinomu arasindaki
iligki 1983 yilinda tanimlanmistir (108, 140). Helicobacter tiirleri, ilk olarak
Campylobacter tiirliniin i¢inde tanimlanmigtir. Gelisen molekiiler biyolojik
caligsmalarla 16S r-RNA sekansina gore farkli bir DNA yapisina sahip olduklar1 ve
ayr bir tiir olduklar1 gosterilmistir ( 108, 140).

Campylobacterler kivrik veya virgiil seklinde, gram negatif, oksidaz ve katalaz
pozitif, polar flagellar ile hareketli, iiremek i¢in mikroaerofilik atmosferik sartlara
gereksinim duyan bakterilerdir. Campylobacter ve Helicobacter tiirlerinin

taksonomik smiflandirmasi Tablo 6’da verilmistir.
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Campylobacter tiirleri Helicobacter tiirleri

C. jejuni ssp. jejuni H. pylori

C. jejuni ssp. doylei H. cinaedi
C. coli H. fenneliae
C. fetus ssp. fetus H. musteale

C. fetus ssp. venerealis
C. hyointestinalis

C. lari

C. coccisus

C. mucosalis

C. curvus

C. rectus

C. upsaliensis
Arcobacter nitrofigilis
Arcobacter cryaerophilus
Wolinellla succinogenes

Tablo 6. Campylobacter ve Helicobacter tiirlerinin siniflandirmasi (34).

1.8.1. Helicobacter pylori’ nin Mikrobiyolojik Ozellikleri

Helicobacter pylori kisa sarmalli ve “S” harfi seklinde ( kokoid formunda),
katalaz, oksidaz ve iireaz pozitif bir bakteridir. 0.5-0.9 x 3um boyutlarinda, gram
negatif bir mikroorganizma olan Helicobacter pylori, In vitro iretildiginde, spiral
form yerine ¢ogunlukla kivrik basiller seklinde goriiliir. Helicobacter pylori’nin tipik
ozelligi, uglarinda 46 tane olabilen kirpik veya flagellalarinin bulunmasidir. Kiiltiir
ortaminda ¢cogunlukla aktif hareket eder (3, 53).

Helicobacter pylori, midede, ¢ogunlukla antrum boélgesinde yerlesir. Mukus
tabakas1 iginde koloniler yapar. Helicobacter tiirleri arasinda, insanlarda
kolonizasyon gosteren Helicobacter pylori’dir. Helicobacter pylori, midede antrum
mukus tabakasi i¢inde serbest olarak yer almamakla birlikte, adhezin araciligi ile

endotel hiicresine yapisabilir ve hiicre i¢i endositozu gergeklestirebilir (63).

24



1.8.2. Helicobacter pylori ¢ nin Kiiltiir ve Biyokimyasal Ozellikleri
Helicobacter pylori, mikroaerofil bir bakteri olup, ideal olarak %5 O, ve %5—
10 CO; igeren ortamda iireme gosterir. Kiiltiirlerde optimal tireme, 37 °C sicaklikta
ve 3-5 giinde gdzlenir. Ureme igin gerekli optimum pH 6.4- 8.4 diir. Primer
kiltiirlerinde, kanli agarda, 37 °C’de 3-5 giin i¢inde, 1-2 mm biyiikliigiinde,
yuvarlak, yar1 seffaf koloniler olusturur. Kanli agarda koloniler etrafinda ince gri
renkli bir hemoliz zonu goriiliir. Helicobacter pylori, yaslanmis kiiltiirlerinde,
ortamda antibiyotik varliginda veya yasamsal besinlerin yoklugunda, basiler formdan
kokoidal forma dontisebilir. Bakteri, bu formda metabolik olarak aktiftir. /n vitro
ortamda kiiltlirliniin yapilmas1 giigtiir. /n vitro sartlarda, Helicobacter pylori ‘nin
izolasyonunda %5-10 serum veya kan ilaveli brain-heart inflizyon agar, brucella
agar ve triptacase-soy agar gibi besiyerleri kullanilmaktadir (64).
Helicobacter  pylori;  ireaz, katalaz, DNAase, alkalen fosfataz,
l6sinaminopeptidaz,  gamaglutamil aminopeptidaz  enzimleri  salgilayabilir.
Bunlardan, 6zellikle iireaz testi’nin olumlu sonu¢ vermesine yol acan lireaz enzimi,

mide orneklerinden bakterinin dogrudan tanimlanmasinda kullanilmaktadir (3, 53).

1.8.3. Helicobacter pylori’ nin Antijenik Yapisi ve Viriilansi

Fenotipik diizeyde tiim Helicobacter pylori tlirleri aynm1 olmakla birlikte
genotiplerinde bazi farkliliklar vardir ve bu farkliligin iilser yapici etki ile de ilgisinin
oldugu disiiniilmektedir. Helicobacter pylori tiirlerinin; lipopolisakkarit yapisi,
vakuol yapici sitotoksin (vacA), Citotoxin associated gen A (cagA) ve notrofil
aktivasyonu bakimindan farkliliklar gosterdigi saptanmistir. Bakteri, lipopolisakkarit
antijenlerine  dayanilarak  tiplendirilebilir. ~ Flagel antijenleri ise  hem

Campylobacter’lerle hem de tiir i¢inde ortak yapidadir. Ayrica ‘vakuol yapici
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sitotoksin’  bu bakteri tiirlinlin % 65’inde vardir ve epitel hiicresinde vakuol
olusumu ile karakterli bir doku hasarina yol agmaktadir. Bakterinin viriilansinda ve
patogenezinde rol oynayan 6zellikler Tablo 7°de goriilmektedir (3).

1.8.4. Helicobacter pylori ‘nin Epidemiyolojisi

Helicobacter pylori, diinyanin birgok bolgesinde insan midesinden izole edilen
bir bakteri tlridir. Gelismekte olan iilkelerde populasyonun %70-90’1nin
Helicobacter pylori ile enfekte oldugu; bakterinin gelismis {iilkelerdeki goriilme
sikliginin ise %25-50 arasinda oldugu bildirilmistir. Bireyler, yasamlarinin ilk on
yilinda bu bakteriyle karsilagsmaktadir. Enfeksiyon goriilme sikligini, kalabalik
yasam, kotii hijyen kosullart ve diisiik sosyo-ekonomik kosullar arttirmaktadir (3).

Bakterinin bulagsma yollar1 tam olarak bilinmemekle birlikte, 06zellikle
gelismekte olan tilkelerde, kontamine olan su kaynaklari sorumlu tutulmaktadir.
Diger olasi bulagma yollar, tiikiirtik, gastrik sivilar ve kontamine gidalardir. Digkinin
bulastigi yiyecek ve iceceklerle de bulasim olabilecegi diisliniilmektedir.
Helicobacter pylori’nin evcil hayvanlarda da saptanmis olmasi, enfeksiyonun bu
yolla da gecisinin miimkiin olabilecegini ortaya koymaktadir (3, 52).

Helicobacter pylori, esler arasinda ve aile i¢i yakin temasla da bulasabilir.
Helicobacter pylori’nin dental plakta ve tikiiriikte saptanmasi, bu gorisi
desteklemektedir (52, 53).

Ust gastrointestinal endoskopik girisimleri esnasinda, %]1-3 oraninda bulagim
goriilmistiir. Mesleki risk gruplart igerisinde endoskopistler ve gastroenterologlar yer
almaktadir. Son yillarda dishekimleri de bu gruba sokulmaktadir (77). Endoskopi
islemleri ve dishekimligi hizmetlerinde kullanilan ekipmanlarin, dezenfeksiyon ve
sterilizasyon iglemlerinin yapilmamasinin bulagim riskini arttiran etkenler oldugu

rapor edilmistir (3).
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Ozellik

Spiral sekil

Flagella

Lipopolisakkaritler; GM3 gangliozid
ve Lewis B antigenlerine 0zgiil
baglanmay1 saglar.

Ureaz A ve B

Katalaz

Fosfolipaz A ve B

Proteaz

Vakuol yapici sitotoksin (Vac A)

Diisiik molekiil agirlikli kemoatraktif

proteinler(porinler)

Cag A (Cytotoxin Associated gen A)

Is1 sok proteinleri (Hsp A ve B)

Etki

Mukus i¢inde motiliteyi saglar.

Hareketin etkin olusunu saglar.

Gastrik mukus salgilayan hiicrelere selektif

kolonizasyon

Gastrik ortamda yasam siirdirme (bazi
deneysel caligmalarda amonyagin epitel
hiicresine toksik etkisi gosterilmis)

Gastrik  ortamda ve muhtemelen de

fagositik vakuollerde (H,0,’den

korunarak) yasama

Mukusun epiteliyal hiicre membranin
sindirimi, mukus 1slakliginin artigi
Mukusun ve epitelial hiicre membranin
sindirimi, mukusun eriyebilirliginin artigi.
Epitel hiicresi zarar gormesi

Notrofil ve mononiikleer hiicreleri kendine
cekerek reaktif oksijen bilesikleri ve
interlokinlerin salinmasi

Sitotoksin olusumu ve peptik {ilserle
iliskili oldugu diisiiniiyor.

Otoimmiinitede rol oynar.

Tablo 7. Helicobacter pylori’nin patogenezi ve virulans 6zellikleri (3).
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1.9. Helicobacter pylori ' nin Patogenezi ve Immunoloji

Gastrik enflamasyon, Helicobacter pylori ile enfekte olmus hastalarda
degismez bir bulgudur. Organizmaya karst konagin immun yanitidir. Histolojik
olarak, Helicobacter pylori’ye bagl kronik enflamatuar hiicreler; lenfositler, plazma
hiicreleri, eozinofiller ve nétrofiller ile karakterizedir. Helicobacter pylori, insan
gastrik epiteline kolonize olup, mukus tabakasi i¢inde, epitel ylizeyine ¢ok yakin
olarak, mukozaya zarar vermeksizin yasayabilme oOzelligindedir. Helicobacter
pylori’nin kendisi ya da lriinlerinin, gastrik enflamasyona neden olmasinda iki
temel olusum s6z konusudur. Birincisi, mikroorganizmanin yiizeysel epitel
hiicrelerinden kaynaklanan, pro-enflamatuar mediatorlerin (kemokinler) salinimidir.
Ikincisi, Helicobacter pylori’nin gesitli iiriinlerinin mide mukozasimin altina dogru
girmesidir (3).

Helicobacter pylori suslarinin %50 ‘si, 1siya duyarli, proteazlara hassas ve
kiiltiir edilen hiicrelerde vakuolizasyon olusturan vacuolating cytotoxin (Vac A)
tiretir. Sitotoksik suglar ile enfeksiyon, peptik iilser ve daha siddetli gastrik
enflamasyonlara yol agar (3) .

Helicobacter pylori, bir¢ok enzim iiretmektedir. Bunlardan biri, mukoza hasari
ile ilgili olani iireazdir. Bakteri, salgiladigi bu enzimle, CO, ve NHj olusturur.
Amonyak iiretimi, organizmay1 gastrik asitten korumakla kalmaz, ayni zamanda
epitele toksik etki gosterir. Bu toksik etki, hiicreler aras1 tutunmayi azaltir ve etkenin
salgiladig1 sitotoksinlerin etkisini artirir. Gastrit olusumu ve kroniklesmesi, iilser
olusumunu tetikler. Duedonal {ilserlerde, duedonumdaki antral hiicrelerinin
metaplazileri, bu iilserlerin olusum yerleridir. Diger yandan, mukus salgilayan
hiicreler tizerindeki sitotoksik etki, koruyucu mukus salinimini azaltir. Bunda,

bakterinin {irettigi miisinaz enziminin dogrudan etkisi vardir. Bu sekilde, sindirim
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enzimleri, dogrudan mukozaya etki etme olanagi bulurlar. Antrum mukozasinda
yerlesen mikroorganizmanin, duodenal bikarbonat salinimini engelledigi, salgiladigi
mediyatorler araciligi ile de mukoza erozyonuna yol agtigi kabul edilmektedir

(55, 64).

1.9.1. Helicobacter Pylori’nin Duedonal Ulser Patogenezindeki Rolii

Helicobacter pylori, d6nce mukozada akut gastrit olugturmakta, gastrit, 20—40
yillik yavag bir siire¢ icerisinde kronik gastrit ve gastrik atrofiye doniismektedir.
Helicobacter pylori’nin viicuda girmesinden sonra semptomatik veya genelde
asemptomatik seyreden, 7-10 giinliikk bir akut noétrofilik gastrit donemi goriliir.
Mikroorganizma, daha sonra viskdz mukus tabakayr delerek, yiizey epitel
hiicrelerinin apikal membranina yerlesir. Burada hiicreye yapisarak c¢ogalir.
Hastalarin biiyiik c¢ogunlugunun immun yaniti Helicobacter pylori’yi ortadan
kaldirmaya yeterli olmaz. Kiside dmiir boyu devam eden ve antimikrobiyal tedavi ile
diizelebilen aktif kronik gastrit gelisir. Helicobacter pylori gastriti, oncelikle mide
antrumunda yerlesir, zamanla korpusa da gegerek, pangastrit yapar. Ileriki
donemlerde, mukozada multifokal atrofi ve intestinal metaplaziye yol agar.
Helicobacter pylori gastritinin temel histopatolojik ozellikleri, yilizey epitelinde
dejenerasyon, glandiiler atrofi ve intestinal metaplazi ile birlikte, plazma hiicreleri,
monosit ve lenfositlerden olusan enflamatuar hiicre infiltrasyonudur. Helicobacter
pylori’nin peptik ilser olusturma mekanizmasi Tablo 8’de gosterilmistir (64, 93,

120).
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Helicobacter pylori — Antrumun —

enfeksiyonuna genetik Helicobacter GASTRIT

yatkinlik pylori ile
enfeksiyonu
Gastrit — Duodenumda — Duodenuma

+ gastrik Helicobacter —> DUODENIT

artmis asit yiikii metaplazi pylori
kolonizasyonu
Kolaylastirict
— faktorler —
(tlsere DUODENAL
Duodenit yatkinlik, ULSER
immun ve
enflamatuar
yanitlar,
cevresel
faktorler)
+
virulansi
artmis
Helicobacter
pylori suglart

Tablo 8. Helicobacter pylori’nin peptik iilser olusturma mekanizmasi (3).

1.9. 2. Helicobacter pylori ve Non-iilser Dispepsi (NUD)

Non-iilser dispepsi, li¢ hafta veya daha uzun siire ile dispeptik semptomlar
olmasma ragmen, endoskopik, radyolojik ve biyokimyasal olarak herhangi bir
patolojinin bulunmamasidir. Non-iilser dispepside, tipik olarak giindiizleri goriilen
ve st karin bolgesinde sinirli, ¢esitli rahatsizliklardan (abdominal agr1 ve rahatsizlik,
post prandiyal dolgunluk, gaz, gegirti, erken doygunluk, bulanti, kusma, retrosternal
yanma, regiirjitasyon) bir veya birkac1 birlikte goriilebilir. NUD’in gériilme siklig1,
%7—41 oranmindadir. Tiim toplumun %1°i, y1lda en az bir kez NUD nedeniyle doktora
basvurmakta ve bunlarin % 98’1 regete almaktadir (3, 78).

NUD’li vakalarda Helicobacter pylori goriilme siklig1, Helicobacter pylori nin
etken oldugu bilinen hastaliklardan daha yiiksek oranda bulunmustur. Bir¢ok

klinikte, NUD’li gruplara, dogrudan Helicobacter pylori pozitif hastalar goziiyle
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bakilmaktadir. Bu tiir gruplarda tedavinin etkinligini belirlemek de oldukg¢a zordur.
Etkenin direnci kemoterapinin 6. haftasinda kirilirken, 8. hafta sonunda
semptomlarin geriledigi gdzlenebilmektedir. NUD’li hastalarm %40-70’inde, kati
gidalarin bosaltilmasinda ciddi gecikmeler saptanirken, Helicobacter pylori pozitif
hastalarda gastrik bosalmada gecikme sik goriilmemektedir (78).

1. 9. 3. Helicobacter pylori ve Gastrit

Helicobacter pylori, non-eroziv, non-spesifik gastritin nedeni olarak
bilinmektedir. Antrum ve korpus mukozasindaki kronik aktif gastritler Helicobacter
pylori ile birlikte goriiliir. Helicobacter pylori’nin tip B gastritlerdeki goriilme
sikliginin %65—80 dolayinda oldugu bildirilmistir (3).

1.9. 4. Helicobacter pylori ve Gastrik Ulser

Duedonal iilser ile karsilagtinldiginda, gastrik iilser patogenezinde,
Helicobacter pylori digindaki etkenlerin daha fazla rol oynadig1 kabul edilmektedir.
Bununla birlikte, gastrik iilserlerin, %58-94’tinde Helicobacter pylori saptanmistir
(34).

1. 9. 5. Helicobacter pylori ve Mide Karsinomu

Helicobacter pylori ve gastrik adenokarsinoma arasindaki iliski,
epidemiyolojik, histolojik ve laboratuar bulgulariyla kesinlik kazanmistir. Gastrik
kanser ile diigikk vitamin C alimi arasindaki korelasyon, olasi nedenlerden birisi
olarak gosterilmektedir. Helicobacter pylori ile enfeksiyonu olan bireylerde, mide
suyunda C vitamininde goriilen belirgin azalmanin, Helicobacter pylori’nin tedavi ile
eradike edilmesinden sonra C vitamininin normal seviyelere ulagmasi nedeniyle,
aralarinda iliski anlamli  bulunmustur. Hiicre proliferasyonunun artmasi,
adenokarsinom gelisme riskini artirmaktadir. Helicobacter pylori enfeksiyonu

varliginda, mide epitel hiicre proliferasyonunun belirgin olarak arttig1, Helicobacter
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pyvlori eradikasyonu sonrasinda ise midede hiicre sayisindaki artisin normale
dondiigl gozlenmistir(3).

Helicobacter pylori enfeksiyonu ile akut gastrit arasinda kesin bir iligki oldugu
bildirilmistir. Bu enfeksiyon iizerine, beslenme yetersizligi, irritanlar ve nitritlerin
etkisi eklenince, gastrik mukozada histolojik degisimler olusmaya baslar. Kronik
aktif gastrit, atrofik gastrite doniislir ve mide kanseri gelisimine yol agabilir (3, 52).

Son ¢alismalar Helicobacter pylori enfeksiyonunun, mide mukozasi ile iliskili
lenfoid doku (MALT) lenfomasi i¢in ciddi risk etkeni oldugunu gdstermistir. MALT
lenfomasi, diisiik dereceli B hiicreli lenfoma olup, tiim mide lenfomalarinin %10’ nu
olugturmaktadir. Saglikli mide MALT igermez. Bununla birlikte, kronik
Helicobacter pylori enfeksiyonundan sonra midede varligi goézlenmistir. Mide
dokusundaki lenfoid infiltrasyon derecesi ile enfeksiyonun siddeti iligkilidir. Mide
MALT lenfomali 164 olguluk seride, hastalardan alinan biopsi Orneklerinin
tamaminda, Helicobacter pylori enfeksiyonu pozitif bulunmustur. Kronik
enfeksiyonun devam etmesi ve B lenfositlerin siirekli uyarilmasi, mide MALT
lenfomasini gelistirmektedir (65).

Helicobacter pylori’nin mide kanseri ile kesin bir iligskisi oldugu konusu
tartismalidir. Buna karsin Gastritin, zaman i¢inde prekanser6z bir lezyona doniismesi
riski nedeniyle Helicobacter pylori bugiin Diinya Saglik Orgiitii tarafindan birinci
derecede kanserojen mikroorganizma olarak tanimlanmistir. MALT lenfoma’nin
%90 oraninda, Helicobacter pylori ile iliskili oldugu, Helicobacter pylori
eradikasyonu saglanan bireylerin %50’sinde hastaligin diizeldigi rapor edilmistir

(64).
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1.10. Helicobacter Pylori Rezervuari Olarak Agiz Boslugu

Helicobacter pylori’nin agiz boslugunda saptandigi bildirilmesine ragmen,
calismalarda oral Helicobacter pylori prevalansinin %0-100 arasinda degistigi
gozlenmektedir(151). Bu sonuglara siiphe ile yaklagilmaktadir. Bunun nedenlerinden
birisi, PCR ile yapilan c¢alismalarda diisiik sayida bile olsa bakterinin tespiti
miimkiindiir. Bunun otesinde PCR, yasamayan yani enfeksiy6z olmayan
Helicobacter pylori’nin de tespitini saglar. Bununla birlikte, agiz boslugunda tespit
edilen Helicobacter pylori’nin canli ve patolojik sonuglar dogurabilecek sayida
oldugu varsayildiginda bakterinin tliremesini destekleyecek bir mikroortam da
olmalidir. Helicobacter pylori’nin yagsamasint saglamak ig¢in, pH, indirgeme
potansiyeli, besin varlig1 gibi kosullar olmalidir. Bu diislince ile spesifik tiirlerin
tiremesinin, mikroortam igerisindeki diger tiirlerin varligmma bagh oldugu giderek
artan bir sekilde kabul edilmektedir (51).

Helicobacter pylori’nin oral kavitede segici olarak Fusobacterium nucleatum
ve Porphyromonas gingivalise baglandigi rapor edilmistir (6, 80). Bununla birlikte
Helicobacter pylori’nin tespit edildigi bolgelerle oral mikrofloranin iligkisini
gosteren ¢aligmalara gereksinim vardir.

Eger Helicobacter pylori igin spesifik bir yerlesim yeri var ise, farkli sahalar
arasindaki prevalansta bir farklilik beklenmelidir. Helicobacter pylori, supra ve
subgingival plakta, tlikriikte, oral lezyonlarda ve oral mukoza iizerinde tespit
edilmigstir. Fakat caligmalarda kullanilan yontem farkliliklar1 yiiziinden bu sahalar
arasinda degisen prevalanst Olgmek gilictiir (51). Helicobacter pylori’nin

supragingival plaktaki prevalansi, molarlardan premolarlara ve kesici diglere dogru
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azalmaktadir, bu da bakterinin agiz icerisinde belli bir dagilima sahip oldugunu
gostermektedir (88).

Sonugta, eger agiz boslugu Helicobacter pylori igin bir rezervuarsa, bunun
gecici mi yoksa daimi bir rezervuar mi oldugu kesin degildir. Eger daimi bir
rezervuar ise bu oral floranin, gastrik enfeksiyondaki roliiniin anlagilmasinin yani
sira, yapilan tedavilerden sonra niikslerin gézlenmesini de agiklayabilecektir.

Bakterinin  bulagmasinda  oral-oral, fekal-oral  gegigsin  oldugu
diisiiniilmektedir. Oral-oral geciste Helicobacter pylori’nin bireyler arasinda,
enfekte olmus tiikriik ile gectigi varsayilmaktadir. Megraud ve arkadaglarinin (112)
bebeklerinin yiyeceklerini Onceden ¢igneyen annelerin cocuklarinda yiiksek
prevelansta Helicobacter pylori bulmalari oral-oral gegisi destekleyen bir bulgudur.
Avustralya’da Cinli go¢menlerin  kullandiklar1  yemek c¢ubuklarmin  yiiksek
prevelanstaki Helicobacter pylori ile iligkili oldugu serolojik ¢aligmalar ile
gosterilmistir. Bu, ayn1 yemek ¢ubugunun farkli kisilerce kullanilmasi ve bu sekilde
Helicobacter pylori’nin tiikkriikle gecisi sonucunda olabilir (51).

Helicobacter pylori’nin kiiltiiriiniin yapilmasinda, oral drneklerde oldugu gibi
¢ok sayida mikroorganizma i¢cermesi nedeniyle fekal 6rneklerde de sinirlt bir basari
elde edilmektedir. Helicobacter pylori feges 6rneklerinden PCR yontemi ile de tespit
edilmistir. Saptanma oranlari, agizda bulunma oranlarindan genellikle daha diistiktiir.
Bu, fekal kontaminantlarin ile PCR reaksiyonunu inhibisyonuna da baglanmakta
fekal-oral gecisin potansiyel 0oneminin saptanmasint zorlagtirmaktadir (50). Fekal-
oral gecis, su kaynaklarinin Helicobacter pylori’yi barindirabilecegini bildiren
Gliney Amerika’da yapilan calismalarin sonuglart ile indirek olarak da

desteklenmistir (87).
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1.10.1. Oral Helicobacter Pylori’nin Potansiyel Onemi

Agiz boslugu, midede gozlenen Helicobacter pylori enfeksiyonu igin
potansiyel bir rezervuardir. Bunun yaninda yapilacak tedaviden sonra enfeksiyonun
yeniden olusmasinda da potansiyel bir rezervuar olabilir. Oral Helicobacter pylori,
gastro-oral yol ile mideden kazanilsa da, oral kavitede bulunmasinin gastrik saglik
acisindan zararli olabilecegi diisiiniilmektedir. Nitekim gastrik enfeksiyonun tedavisi
sonrasinda niiksler yaygin olarak goriilmektedir. Bunun nedeninin, sistemik
antibiyotiklerin etkili olamayacagi bir ortam olan dental plaktaki Helicobacter pylori
ile gastrik mukozada tekrar kolonize olabilecegi diisiinlilmektedir. Bu goriise destek
olarak gastrik enfeksiyonun tedavisinin, agiz boslugundan Helicobacter pylori’nin
ortadan kaldirilmasini saglamadigini gosteren calismalar bulunmaktadir ve ayrica
gastrik eradikasyonun basarisinin, oral kavitede Helicobacter pylori pozitif olan
bireylerde, negatif olan bireylere gore belirgin derecede daha diisiik oldugu
bildirilmistir (48, 102).

Ag1z boslugunun ve dental plagin Helicobacter pylori’nin gecisindeki rolii ile
ilgili birgok kanit mevcuttur. Yeni gelistirilen yontemler bu goriisii desteklemektedir.
Bununla birlikte, bu konu kesinlik kazanmamis ve daha ¢ok sayida arastirma
gerektirmektedir. Daha spesifik olarak midede ve agizda birbiriyle ayni ya da iliskili
suslarin  varliginin  kanitlanmast gereklidir. Aynm1 zamanda agiz boslugunda
Helicobacter pylori’nin yerlestigi spesifik alanlar tanimlanmali ve bu bakterinin
diger oral mikroflora iiyeleri ile iliskisi belirlenmelidir. Bakterinin canliligin
sirdlirerek dolayisiyla enfeksiyona neden oldugunu ispatlamak igin kiiltiir

tekniklerinin de gelistirilmesine gereksinim oldugu bildirilmistir (51).
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1. 10. 2. Helicobacter pylori ve Dental Plak

Giliniimiizde midelerinde Helicobacter pylori enfeksiyonu bulunan bireylerde
oldugu kadar bulunmayan bireylerin dental plak 6rneklerinde de molekiiler biyolojik
yontemlerle yapilan ¢alismalarda Helicobacter pylori bakterisinin  varligi
gosterilmistir (1, 15, 32, 51, 75, 80, 81, 86, 88, 102, 112, 122, 131, 143, 149, 154).
Bu bulgu, bakterinin agiz boslugunun normal florasinin bir iiyesi olup olmadigi ve bu
organizmanin, yapilan tedavi sonrasi midenin tekrar enfekte olmasina (re-
enfeksiyon) neden olup olmadigi sorularina yol agmistir. Caligma gruplarindaki
farkliliklar ve kullanilan yontemlerin farkli olmasi nedeniyle yapilan galigmalarda
Helicobacter pylori’nin gorilme sikligr ile ilgili degisik sonuglar bildirilmistir (51,
62,101).

Streptococcus mutans ve Prevotella intermedia gibi oral bakterilerin in vitro
calismalarda Helicobacter pylori’ye karsi antagonist etki gosterdikleri, bu bakterinin
agiz boslugundaki kolonizasyonunu inhibe ettikleri gosterilmigtir (80, 122).
Hastalarin oral dokularinda diisiik oranda Helicobacter pylori tespit eden bazi
arastiricilar, agiz boslugunun bu bakteri i¢cin ¢ok Onemli bir alan olmadiginm
belirtmiglerdir (86, 117, 118). Buna karsin, ¢alisma populasyonun tiimiinde
Helicobacter pylori tespit eden diger bazi arastiricilar, bu bakterinin agiz boslugunun
bir {yesi oldugunu ve agiz boslugunda Helicabacter pylori’nin varliginin,
tekrarlayan gastrik enfeksiyon ig¢in risk olusturdugunu bildirmislerdir (51, 88, 101,
114).

Bazi arastiricilar, Helicobacter pylori’nin konake¢i ile kommensal bir iligki
icinde, normal agiz florasinda bulundugunu ancak ¢ok az sayida var olmalar1 nedeni

ile identifikasyonunun zor oldugunu 6ne stirmektedir (144). Helicobacter pylori’nin
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ag1iz boslugundaki varliginin gecgici oldugunu, bakterinin belli donemlerdeki
varhiginin, gastroozofagal reflu nedeniyle olabilecegini savunan arastiricilar da vardir
(37, 135)

Miyabayashi ve arkadaglar1 (112), Helicobacter pylori gastriti olan 47 hastanin
dahil oldugu ve bakterinin identifikasyonu i¢in nested PCR metodunun kullandiklar1
calismalarinda, agiz boslugundaki Helicobacter pylori varliginin, tekrarlayan gastrik
Helicabacter pylori enfeksiyonu i¢in énemli bir belirleyici faktdr oldugu sonucuna
varmiglardir. Oshowo ve arkadaslar1 (126), iist gastrointestinal endoskopi yapilacak
208 dispeptik hastadan elde edilen dental plak ve tiikriik 6rneklerini PCR ile
inceledikleri ¢aligmalarinda, bakterinin agizdaki kolonizasyonunun, midedeki
kolonizasyonu ile baglantili oldugu sonucuna varmiglardir.

Song ve arkadaglar1 (150) az sayida plak 6rneginin yer aldigi ¢alismalarinda
Helicobacter pylori tespit etmislerdir. Bununla birlikte, Helicobacter pylori’nin
kommensal bir mikroorganizma olabilecegini, fakat varliginin midede enfeksiyon
olusturacagi anlamina gelmeyecegini belirtmislerdir. Song ve arkadaslart (149) bir
baska caligmalarinda 6rnek alinan bolgelere gore dental plakta Helicobacter pylori
goriilme sikligmi degerlendirmiglerdir. Molar bolgede bu bakterinin goriilme
sikliginin premolarlar ve kesici disler bolgesine gore anlamli derecede yiiksek
bulunmasini, bakterinin mikroareofilik 6zelligi ile agiklamiglardir.

Farkli identifikasyon tekniklerinin kullanilarak yapilan caligmalarda,
Helicobacter pylori’nin dental plaktaki prevalansi ile ilgili farkli sonuglar (%0-100)
ortaya konmustur (51, 88, 100, 114, 161). Degisik sonuglarin nedeni olarak
kullanilan yontemlerin farkliligi, pimerlerin duyarlilig, ¢alisilan 6rnek gruplarindaki
farkliliklar gosterilmektedir (148). Kiiltiir yontemleri kullanildiginda Helicobacter

pyvlori’nin fiziksel veya kimyasal etkene maruz kalarak tespit edilememesi, bu
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mikroorganizmanin gézden kagmasina sebep olabilir (161). Helicobacter pylori’nin
agizdaki dagiliminin uniform olmamasi nedeni ile dogru bir sonug elde edilebilmesi
icin farkli bolgelerden 6rnek alinmasi 6nerilmektedir (144, 161).

1. 11. Helicobacter pylori’nin Tamisinda Kullanilan Yontemler

Helicobacter pylori tamisinda histoloji, kiiltiir, hizli {ireaz testi gibi invaziv ve
tire nefes testi, serolojik testler, Helicobacter pylori gaita antijen testi, polimeraz
zincir reaksiyonu (PCR) gibi non-invaziv testler kullanilmaktadir. Serolojik testler,
daha ¢ok kitle taramalarinda ve gecmisteki Helicobacter pylori enfeksiyonu ile
temasin varliginin aragtirtlmasinda kullanilir. Dispeptik hastalarda dnce serolojik
arastirma yapilir. Helicobacter pylori enfeksiyonun tedavi Oncesinde histolojik
inceleme ve kiiltlir yontemi, tedavi takibinde ise {ire solunum testinin daha yararl
oldugu belirtilmistir (3).

Kiiltiir ve Histolojik Inceleme

Helicobacter pylori enfeksiyonlariin tanisinda, etkene yonelik bakteriyolojik
yontemler kullanilmaktadir. Endoskopi sirasinda alinan Orneklerin  kiltiirii
mikroaerobik kosullarda (%90 azot, %5 oksijen, %5 karbondioksit) yapilabilir.
Ureyen bakterilerde, iireaz, katalaz ve oksidaz enzimlerinin varh@ tani
koydurucudur. Ayrica bakteri kolonilerinden Gram, Giemsa boyalar1 ya da Warthin—
Stuart yontemi kullanilarak boyanmig preparatlar hazirlanir. Mikroskopik
incelemelerde bakteriler tipik olarak goriilmekle birlikte, biyopsi orneklerinde
bakterinin saptanamamasi her zaman negatif olarak degerlendirilmemelidir. Bu
nedenle tan1 konurken iire nefes testi, serolojik testler ve gaita antijen testleri gibi
yardimct testler ile desteklenmelidir (27, 140).

Standart mide biyopsisi, histolojik tanida kullanilabilecek bir diger invaziv

yontemdir. Helicobacter pylori arastirilmasi i¢in rutin histolojik incelemelerde
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biyopsi materyali ve epitelyal tabakalar Hematoksilen-Eosin boyasi ile boyanir.
Ancak bu boyama ile Helicobacter pylori’nin tanimlanmasi giigtiir. Bununla birlikte,
bakterinin etrafinda Polimorf Niiveli 16kosit sayisindaki artis, Helicobacter pylori
enfeksiyonu lehine bir gostergedir. Helicobacter pylori Giemsa boyasi ile daha
kolayca tanimlanir. Histolojik incelemeye alternatif olarak, duyarliligi ve 6zgiinliigii
daha yiiksek olan hizli iireaz testleri kullanilmaktadir (3).

Hizli Ureaz Testi (CLO test)

CLO (Campylobacter benzeri organizma) testi, gelistirilen ilk ticari lireaz
testidir. Bu test, fenol kirmiz1 ve iire iceren bir agar jelden olusmaktadir (59). CLO
testi, %90°dan fazla duyarlilif1 ve spesifitesi olan, yaygin kullanilan bir testtir. Bu
testte, mide biyopsi orneklerinde saptanan Helicobacter pylori’nin ¢ikardigi iireaz
enziminin aktivitesi arastirilmaktadir. Biyopsi 6rneklerindeki iireaz enzimleri, iire ve
pH degisikligine duyarli boya iceren bir ortamda iireyi parcalar. A¢iga ¢ikan OH
iyonlari, ortamda renk degisikligine neden olur. Ortamda Yersinia enterocolitica ve
Proteus vulgaris gibi iireaz pozitif olan bakterilerin varhiginda karisiklik dogabilir.
Helicobacter pylori varliginda, iireaz testi 1 saat igerisinde olumlu sonug verirken,
diger bakteriler icin 12 saat gerekmektedir. Bu test, invaziv (endoskopi ve mide
biyopsisi ile) bir yontem olmakla birlikte, sensitivite ve spesifisitesinin yliksek
oldugu bildirilmistir (163).

Ure solunum testi

Ure solunum testi, lirenin hidrolize olmasi prensibine dayanan non-invaziv bir
yontemdir. Midede Helicobacter pylori’nin varliginda, tre hidrolize olur ve

solunumla agi8a ¢ikar. Testin isleyis mekanizmasi, radyoaktif karbon (C,, veya C,;)

ile isaretlenmis iirenin agizdan alimi, bunun bakteri tarafindan parcalanmasi ve

sonugta ekspirasyon havasinda ortaya ¢ikan isaretli CO,’nin saptanmasi esasina
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dayanmaktadir. Bu test duyarli olmakla birlikte (%95), c¢ok spesifik degildir.
Tedaviden hemen sonraki donemlerde yaniltici olabilen negatif sonuglar gozlenir.
Daha ¢ok eradikasyonun dogrulanmasinda kullanildig: bildirilmistir (3).
Serolojik testler

Helicobacter pylori ile gastrik mukozanin enfeksiyonu, lokal immun yanit ile
birlikte sistemik yanita da yol agar. Serumdaki spesifik IgG ve IgA, midedeki
salgisal IgM ve IgA diizeyinin artisina neden olur. Antikorlar, enfeksiyona karsi
koruyucu olmaktan c¢ok tani degeri tagimaktadir. Bireyin, ge¢miste Helicobacter
pylori enfeksiyonu ile iligkisinin arastirilmasinda, kanda anti Helicobacter pylori
IgG, M ya da IgA antikorlarinin aranmasi, yararli, ucuz ve hizli testlerdendir.
Immiinoblot, kompleman birlesmesi, pasif hemagliitinasyon ve benzeri yontemler de
basar1 oranlar1 yliksek olmamakla birlikte, anti Helicobacter pylori antikorlarinin
varligin1 saptamaya yonelik, ikincil testler olarak kullanilmaktadir. Serolojik
yontemler, oOzellikle epidemiyolojik calismalarda ve tedavinin izlenmesinde
yararlidir. Bagari ile tedavi edilen olgularda IgG yaniti azalirken, niikslerde tekrar
yiikselir. Piyasada son donemde gelistirilen ELISA testlerinin ¢ogunun sensitivitesi
%100’e, spesifitesi ise %95’e ulagmaktadir (59, 163).

Helicobacter pylori Gaita Antijen Testi

Bu yontem, diski ornegindeki Helicobacter pylori antijeninin, bu antijene
spesifik monoklonal bir antikorla kapli kolloidal lateks partikiilleri ile reaksiyona
girmesi ve olusan kompleksin reaksiyon bolgesine kromatografik gociine dayanir.
Ornegin; Simple Helicobacter pylori Rapid Test’inde reaksiyon bdlgesine gelen bu
kompleks, reaksiyon bolgesinde bulunan Helicobacter pylori antijenine spesifik bir

antikorla reaksiyona girerek, pembe renkli bir bant olusturur. Helicobacter pylori
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olmayan oOrneklerde yalnizca mavi renkli kontrol banti gdzlenirken, pozitif
orneklerde pembe ve mavi (kontrol) bantlar olusur (3).

Polymerase Chain Reaction (PCR)

PCR, Helicobacter pylori tanisinda kullanilan, yiiksek duyarlilig1 ve spesifitesi
olan bir tekniktir. Bu yontemle, ortamda birka¢ tek kopya DNA varliginda bile
organizma tanimlanabilir. PCR’in diger bir avantaji, tiikiiriik gibi non-gastrik
stvilarda ve dental plakta Helicobacter pylori DNA’sin1 tespit edebilmesidir (34).

1. 12. Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ; spesifik bir DNA parg¢asinin kopyalarinin
primerler tarafindan yonlendirilerek, enzimatik olarak sentezlenmesi seklinde
tanimlanan in vitro bir yontemdir (79, 89) . Hiicre i¢inde gerceklesen dogal DNA
replikasyonu, PCR ile bir tiip igersinde taklit edilir. Bir PCR dongiisii sirasiyla, DNA
zincirinin  yliksek sicaklikta birbirinden ayrilmasi (Denatiirasyon); sentetik
oligoniikleotidlerin hedef DNA’ya baglanmasi (Annealing) ve zincirin yeni ¢ift
zincirli DNA’lar olusturacak sekilde uzamasi (Extension) agamalarindan meydana
gelir (35).

PCR ile bir hedef DNA parcasindan milyonlarca g¢ogaltmak miimkiindiir.
Reaksiyon baglatilmadan Once istenen sayida dongiiniin tekrarlanmasi saglanabilir.
Yontemin temeli, ¢ogaltilmak istenen bdlgenin iki ucuna 6zgii, bu bolgedeki baz
dizilerini tamamlayict olan, 18-20 baz uzunlugunda bir ¢ift sentetik oligoniikleotid
primer kullanilarak, bu iki primer ile sinirlandirilan bolgenin enzimatik olarak
sentezlenmesine dayanir. PCR’mn en onemli 6zelligi ¢ok az miktarda DNA ile
calismaya olanak saglamasidir. Polimeraz zincir reaksiyonunun gerceklesmesinde,

belirli baz1 temel bilesenler ve islem basamaklar1 gerekmektedir (35);
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1) Cogaltilacak olan kalip DNA,
2) DNA’da c¢ogaltilmas1 planlanan , boélgenin iki ucundaki DNA dizisini
0zgiil olarak taniyip baglanacak DNA primerleri,
3) Primerlere baglanip 3’ ucundan niikleotidleri ekleyerek sentez yapacak
olan DNA polimeraz,
4) Sentezde kullanilacak olan deoksiniikleotid-trifosfatlar (ANTP),
5) Polimerazin ¢aligmasi i¢in gerekli, tampon gorevi yapacak maddeler,
tuzlar ve enzim caligmasi igin 6nemli bir yardimei faktér olan Mg ™
iyonlari (90).
1. Cogaltilacak olan kalip DNA
PCR’da, genomik DNA’lar, plazmid ve faj DNA’lari, ¢esitli genler ve herhangi
bir DNA parcas1 da kalip olarak kullanilabilir. Bu kalip DNA molekiilleri, amaca
gore, cDNA, genomik DNA, genomik kitapliklar halinde, aragtirma laboratuvarlari
ve kliniklerden veya ticari olarak elde edilir (159).
2. Sentezde Kullanilan Primerler ve Ozellikleri
Primer, sentetik olarak hazirlanan tek iplik¢ige sahip, spesifik DNA
segmentidir. Basarili bir PCR’da, en &nemli parametre, primerlerin dizaynidir. Iyi
dizayn edilmemis primer, non-spesifik amplifikasyon (¢cogalma) ve/veya primer-
dimer formasyonu nedeniyle iiriin olusmamasina veya ¢ok az olusmasina neden olur.
Kalip DNA ile yiiksek oranda baglanma saglamak tizere primerler 20-30 niikleotid
uzunlugunda diizenlenmistir. Primer tasarimi yapilirken ¢ogaltilmasi istenen DNA
dizisinin iki ucundaki dizinin bilinen kisimlar1 dikkate alinir. Bu bdlgelere
tamamlayict olan primerler tasarlanir. Primerlerin tasarimi yapilirken miimkiin
oldugunca dort niikleotid bazin esit sayida kullanimina dikkat edilir. Dogru sonug

alimabilmesi i¢in Onem verilmesi gereken bazi noktalar; primerlerin poliiirin,
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poliprimidin ya da tekrarli bdlgeler icermemesi, primer ¢iftlerinin 3' uglarinin

birbirine ya da primer igindeki bir bélgeye tamamlayici olmamasidir (35, 159).

3. Yiiksek 1siya dayanikli DNA polimeraz enzimleri

DNA polimeraz enzimleri, kalip iplige tamamlayic1 bir DNA ipligi meydana
getirmek Tlizere, orjinal kalip iplikteki baz bilgisini kullanarak, dort cesit
deoksiriboniikleozid trifosfattan uzun poliniikleotid zincirin sentezini kataliz ederler.
Bu enzimler, sentezi baslatmak i¢in, kalip molekiildeki tamamlayici diziye baglanan
kisa DNA pargalarina (primerlere) gerek duyarlar. Sentezin yonii, 5' uctan 3' uca
dogrudur. Primerlerin serbest 3' hidroksil ucuna ortamdaki dNTP’lerin niikleofilik
etki yapmalar1 ile birlikte fosfodiester baglarinin katalizi sonucu yeni DNA ipliginin
polimerizasyonu saglanir (159).

Ilk olarak saflastirilan ve bugiin de en yaygin olarak kullanilmakta olan,
Thermus aquaticus adli, sicak sularda yasayan bir bakterinin DNA polimerazi, Tag
DNA polimeraz olmustur. Tag DNA polimerazin kullanilmas: ile her dongiiden
sonra tepkime karisimina yeniden polimeraz eklenmesine gerek kalmamaktadir.
DNA Taq polimerazin, primerlerin 6zgiil bolgelerine baglanmasindan sonra, 37 ° C
gibi diisik bir sicakliga inilmedigi i¢in, istenmeyen yerlere baglanmasi engellenir
(54).

4. Sentezde kullanilacak olan deoksiniikleozid trifosfatlar (ANTP)

Deoksiriboniikleozid trifosfatlar, (1ATP, dGTP, dTTP, dCTP) yiiksek saflikta,
tek tek veya dortlii karisim halinde ticari olarak saglanir. Normal kosullarda PCR,
100 uM dNTP konsantrasyonu ile gergeklestirilir. Optimal ANTP konsantrasyonu;
MgCl, konsantrasyonuna, reaksiyon kosullarina, ¢ogaltilmis {iriiniin boyuna ve PCR

dongii sayisina baglidir (90, 159).
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5. DNA polimerazin ¢calismast icin gerekli tamponlar ve MgCl,

PCR’da ¢esitli tamponlar arasinda en c¢ok kullanilani, Tag/Amplitaq
enzimlerine 0zgii olan tampondur. MgCl’lin reaksiyon karisimindaki final
konsantrasyonu degisebilmekle birlikte, genellikle 0.5-5.0 mM’lik degerler arasinda
calisiir. Mg™ iyonlar,, dNTP’ler ile ¢ozilebilir kompleksler olusturur, polimeraz
aktivitesini stimiile eder ve ¢ift iplikli DNA nin Tm degerini (gift iplikli niikleik asit
molekiillerindeki baz g¢iftlerinin yarisinin ortadan kalkmasina neden olan sicaklik)
arttirir. Primer-kalip etkilesimlerini de saglamalari nedeniyle, MgCl,’iin, PCR’1n
spesifisitesi ve lirtin verimi lizerinde 6nemli bir etkisi vardir. Genellikle, optimum
MgCl, konsantrasyonu olarak 1.0-1.5 mM’lik degerler arasindadir. Diisik Mg™
konsantrasyonu da spesifik olmayan iiriin birikimine neden olur (159).

1. Polimeraz Zincir Reaksiyonunun (PCR) igleyi;i

PCR iglemi, termostabil DNA polimerazlar1 ve farkli sicaklik derecelerini,
istenilen siirelere gore otomatik olarak ayarlayabilen PCR aletleri yardimi ile
gergeklestirilir. Polimeraz zincir reaksiyonu, amaca gore degisebilen mikrotiiplerde
ve degisik sicaklik derecelerinde olusturulur. PCR dongiisiinde yer alan ve hedef
DNA’nin denatiirasyonu, primerlerin baglanmasi (annealing) ve primerlerin uzamasi
(extension) asamalarindaki islemler kisaca sOyledir;

Hedef DNA 'nin Denatiirasyonu

Cift iplikli DNA’nin, bir kag saniye 94-96 ° C 1s1 ile tek iplikli DNA’ya
ayrilmasidir. Bazi c¢aligmalarda, amplifikasyon sikluslar1 basglamadan once 3-5
dakikalik 6n denatiirasyon uygulanmasinin, elde edilmesinde giicliik yasanan kalip
DNA'’lar i¢in yararli oldugu belirtilmistir (54, 89) . PCR sirasinda etkin denatiirasyon

sicakliginin genellikle 92-95 ° C oldugu saptanmustir.
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Primerlerin baglanmasi(Annealing)

Ornek, birka¢ dakika 30-60 °C’de tutularak, primerlerin DNA’daki hedef
bolgelere hibridizasyonu saglanir. Bu islem, hidrojen baglarimin yardimi ile olur.
Baglanma 1s1s1, DNA/DNA eslesmesine olanak saglayacak kadar yiliksek olmalidir.
Primerlerden biri, kendine ait 5'- ucu ile hedef DNA’lardan birinin 3'-ucu ile ve diger
primerler de, ikinci tek iplikcik DNA’nin antiparalel olan diger ucunda bulunan 3'-
ucuna baglanarak, DNA polimerazin c¢alisma yoniine uygun bir sekilde (5' —3")
baglanirlar. Bu islemlerin tamamlanmasi da yaklasik yine 3-5 dakika kadar devam
eder (159).

Uzama(Extension)

Bu baglanma siiresi bitince aletin 1sis1 hemen 70- 72°C’ye ¢ikarak, tiipler
icinde bulunan ve 1s1ya dayanikli olan Taq polimeraz enzimi, 5'—3' yoniinde olmak
tizere, ortamdaki nukleotidleri kullanarak primerlerin 3'-terminusuna nukleotidleri
yerlestirir ve boylece hedef DNA sekansinin bir kopyasi elde edilir. Polimerizasyon
reaksiyonunda, hedef DNA’nin tek iplik¢ik sekanslari kalip ddevi goriir. Bu siire de
yaklagik 3—5 dakika siirmektedir (9).

Boylece, PCR’ 1n ii¢ asamadan olusan ve yaklasik olarak 10-15 dakika kadar
devam eden birinci amplifikasyon asamasi, tekrar 1sinin 95°C’ye yiikseltilmesi ve
ayni asamalarin 25-30 kez tekrarlanmasiyla tek bir hedef DNA segmenti 2n
formiiliine gore yaklasik 33.6 milyon ¢ogaltilmig olur. Denatiirasyon, baglanma ve
uzama asamalarinin tekrarlayan dongiileri sonucunda, DNA sekansi iissel olarak
artar ve yaklasik 20 dongii sonrasinda bir milyondan fazla iiriin elde edilmis olur.
Her dongii sonrasinda elde edilen iiriin, bir sonraki dongiide kullanilacak primer i¢in

kalip DNA’y1 olusturur (9, 41, 89).
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7. Polimeraz Zincir Reaksiyonunda (PCR) Olusan Hatalar

PCR ¢ok yaygin kullanilmasina karsin, reaksiyon sirasinda olusan bazi hatalar,
negatif veya pozitif yanlis degerlendirmelere neden olabilmektedir. Bunlarin bir
kisminin temiz calismamaktan kaynaklandigi, diger bir kisminin ise calisanlarin
bilgisi disinda olustugu bildirilmistir. Buna karsin hatalarin neler olabilecegini bilen
teknik ekip ile bu olumsuz durumlar en az diizeye indirilebilir (9).

Laboratuvarda kullanilan bir¢cok bilesikler PCR’da amplifikasyonu 6nlemekte
veya olumsuz yonde gelismesine yol agmaktadir; Deterjanlar, selasyon ajanlari
(EDTA), proteinazlar, kemoterapdtik ajanlar, RNA ve EDTA diizeyinin yliksek
olmasi, Heparin, Urasil, fenol kalintilarinin bulunmasi, PCR’nin duyarliligin
olumsuz etkileyen faktorlerin baginda gelmektedir. Bunlar, reaksiyon sirasinda DNA
veya RNA ile baglanabilir veya bazlar arasina girerek sonucu olumsuz yonde
etkileyebilirler (9).

PCR’da en fazla goriilen hatalarin basinda non spesifik DNA’larin (olugmasi
istenmeyen) amplifiye olmasi ve bunun sonucu etkilemesidir. Béyle amplifiye olmus
molekiillerin laboratuvarlarda birikmesi, materyallere, pipetlere, soliisyonlara,
kimyasallara, pipet uclarina vs. bulagsmasi; yanlis sonuglarin alinmasina neden olur.
Kontaminasyon problemini minimal diizeye indirebilmek fiziksel, kimyasal ve
enzimatik kontrollere ve 6zel dnlemlere gereksinim vardir. Ornegin, reagentler tek
sefer kullanilmali, teknisyenler kontamine olmamis eldivenler takmali, PCR ve diger
islemler i¢in (amplifikasyon, Orneklerin hazirlanmasi, amplifiye iriinlerin
saptanmasi, elektroforezis, vs.) ayr1 ayr1 odalarin bulunmasi, odalar arasi cesitli
materyallerin ve sollisyon nakillerinin ¢ok sinirlandirilmasi veya hi¢ yapilmamasi

gibi 6nlemler, nonspesifik amplifikasyonlari ¢ok azaltir (9).
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Polimeraz Zincir Reaksiyonunun (PCR) Sinirlar

PCR c¢ok gelismis bir teknik olmasina ragmen, bazi smirlar1 vardir. Hedef
DNA’nin niikleotid dizisi hakkinda bazi bilgilerin 6nceden mevcut olmasi ve
nispeten kisa bir {lriin elde edilmesi, bunlardan bazilaridir. PCR c¢aligmasi ¢ok
kontrollii ve dikkatli yapilmalidir (89).

8. Amplifive Edilmis PCR Uriinlerinin Saptanmast

Amplifiye edilen DNA’nin tesbitinde kullanilan yontemler asagidaki gibi
siralanabilir.

Jel Elektroforezi:

Cogaltilan niikleik asitlerin gosterilmesinde kullanilan geleneksel yontem
agaoroz veya poliakrilamid jel elektroforezini takiben etidyum bromiir ile boyanan
jeldeki bantlarin goézlenmesidir. Etidyum bromiir, elektroforezden sonra DNA
profillerinin tanimlanmasin1 saglar. Jel elektroforezi, arastirma laboratuvarlarinda
yaygin olarak kullanilmasina ragmen, zahmetli, zaman alic1 ve duyarlilig1 simirhdir.
Bu nedenle, rutin tan1 laboratuvarlarinda, amplifikasyon sonuglarinin gézlenmesinde,
isaretli problar ile hibridizasyon yontemi kullanilmaktadir (54).

Hibridizasyon Teknikleri:

Niikleik asit hibridizasyon (melezleme) yontemleri; tek iplikli niikleik asit
molekiillerinin tamamlayici dizilerinin, uygun kosullar altinda kendiliginden
esleserek ¢ift iplikli melez molekiiller (hibritler) olusturmasi 6zelligine dayanir
(159).

Laboratuvarda kullanilan en temel hibridizasyon tipleri; filtre hibridizasyonu,
soliisyon hibridizasyonu ve in situ hibridizasyondur. Uciinde de bir niikleik asit
fragman1 (prob), komplementer DNA dizisini belirlemek ve tesbit etmek icin

isaretlenir. Klasik isaretleme yontemi, probun **P, *P, *°S ve *H gibi radyoaktif

47



izotoplardan bir1 ile isaretlenmesidir. Son yillarda gelistirilmis bir diger
hibridizasyon teknigi, dama tahtasi olarak adlandirilan; "Checkboard hibridizasyon
teknigi"dir. Bu yontemin en biiyiik avantaji, tek ve sert bir membran kullanilarak,
cok sayida bakteri ve klinik 6rnegin, ¢ok sayida prob ile ayni anda hibridize
edilmesidir. Maliyeti diger tekniklere gore diisiiktiir (130).

Southern Blot Analizi:

Agaroz jel elektoforezinden sonra istenilen DNA pargasi, nitroselilloz veya
naylon membran gibi solid bir faza aktarilir. Radyoaktif olan veya olmayan
belirleyicilerle isaretlenmis problar kullanilarak hibridizasyona tabi tutulur.
Hibridizasyonun ardindan, belirleyicinin 6zelligine gore, radyoaktif, immiinolojik,
kimyasal ya da fluoresan yontemlerle goriiniir hale getirilir (54, 159).

Klonlanan DNA’larin karakterizasyonunun yani sira bu teknik, bir genin
icindeki ya da etrafindaki restriksiyon haritalarinin ortaya ¢ikarilmasi, birgok DNA
parcalart igerisinden ilgilenilen geni tasiyan tek bir par¢anin belirlenmesi ve ilgili

genin farkl tiirlerdeki karsiliginin bulunmasi gibi degisik amaglar i¢in kullanilir (89).
9. PCR’in Baslica Kullanim Alanlar

PCR’1n bir ¢ok kullanim alan1 bulunmakta ve kontrollii caligsmalarda gilivenilir,
cabuk, spesifik ve sensitif olmasi nedeniyle de tercih edilmektedir.

Mikrobiyolojik ¢calismalarda PCR:

Rutin klinik muayenelerde hastalik ajanlarinin izolasyon ve identifikasyonlari
oldukca zaman almakta ve bazen de herhangi bir etken bulunamamaktadir. Serolojik
incelemelerde, siipheli veya negatif sonuglar verdigi gibi yanlis olarak negatif ve
pozitif reaksiyonlar da elde edilebilmektedir. Bunun gibi olgularda PCR biiyiik
kolayliklar saglamaktadir. Her ne kadar PCR direk teshis yontemi olmamakla

beraber, amplifikasyondan sonra isaretli problarin  kullanilmas1  veya
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elektroforezisden sonra olusan kanitlarin boyanarak (ethidium bromidle)
gorlintiilenmesi, taniyr kolay hale getirmektedir. PCR’in baglica kullanildigi
durumlar asagida belirtilmistir.

a) Kiiltiiriniin yapilmasi, izolasyonu ve identifikasyonu c¢ok zor veya

yapilamayan mikroorganizmalarin teshisinde,

b) Toksin olusturan ajanlarin, saptanmasi giic olan toksinlerin ortaya

konulmasinda,

¢) Antimikrobial ilaglara kars1 direncli olan bakterilerin belirlenmesinde,

d) Mikroorganizmalar i¢ginde alt tiplerin saptanmasinda,

e) Gidalarda, sularda ve yiyeceklerde bulunan mikroorganizmalarin tanisinda,

f) Diger mikrobiyolojik arastirmalarda (molekiiler immunoloji ve

epidemiyoloji, parazitoloji, bakteriyoloji, viroloji vs.) (9).

Adli tip:

DNA fingerprintleri  cinayetlerin  aydinlatilmasinda  biiyilk  yararlar
saglamaktadir. Babalik tayini ve HLA (histokompatibilite antijenleri) testleri, PCR
ile ¢ok kolaylagmig bulunmaktadir. Cinayet olgularinda ¢ok az bir kan, ¢ok az sag
veya sperm, test i¢in yeterli olabilmektedir. Boyle olgularda PCR giivenilir ve ¢gabuk
sonuglar vermektedir (9).

Genetik bozukluklarin belirlenmesinde:

Canlilarda genetik karakter gosteren bozukluklarin belirlenmesinde de ayni
etkinlikte kullanilmaktadir (9).

10. Polimeraz Zincir Reaksiyonunun (PCR) Modifikasyonlar:

Konvansiyonel PCR yontemlerine ilaveten degisik PCR teknikleri

gelistirilmistir. Bunlar;
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Invers (tersine donmiis) polimeraz zincir reaksiyonu

Asimetrik polimeraz zincir reaksiyonu

Homopolimerli polimeraz zincir reaksiyonu

In situ polimeraz zincir reaksiyonu

Hot start polimeraz zincir reaksiyonu

Multipleks polimeraz zincir reaksiyonu

Kantitatif polimeraz zincir reaksiyonu

Nested polimeraz zincir reaksiyonu’dur (9).

Invers (tersine donmiis) Polimeraz Zincir Reaksiyonu (IPCR):

Bu teknik bilinen bir DNA dizisinden yararlanilarak bu DNA’nin her iki
ucundaki bilinmeyen bdlgelerin ¢ogaltilmas: i¢in kullanilir. Bilinmeyen sekanslar
tersine cevrilerek ice alindigi i¢in bu adla tanimlanmaktadir. Bu PCR teknigi su
asamalardan olusmaktadir;

a) Bilinen sekansin iki ucunda bulunan ve baz siralar1 bilinmeyen
segmentler belli bir uzakliktan restriksiyon endonukleaz ile kesilir ve iki
tarafta yapiskan ucglar meydana getirilir.

b) Bu kesim sonucunda molekiil lineer bir forma gelir.

¢) Iki yapiskan ug birlestirilerek molekiil sirkiiler sekle déniistiiriiliir.

d) Ortada bulunan ve bilinen sekanslara sahip olan DNA segmenti,
ortasindan bagka bir restriksiyon endonukleaz ile boliinerek molekiil
tekrar lineer bir forma getirilir. Bu molekiiliin iki ucunda bilinen sekanslar
bulunmaktadir.

e) Bu iki ugta bulunan bilinen sekanslara komplementer olan iki ayr1 primer

hazirlanarak reaksiyon ortamina katilir. Ayrica, Taq polimeraz ve
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polimerizasyon i¢in gerekli olan 4 tiir AINTP (dATP, dGTP, dCTP, dTTP)

de ilave edilir.

f) Daha sonraki igslemler konvansiyonel PCR’daki prosediire uygun olarak

devam ettirilir (Sekil 1).
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Sekil 1. Inverse PCR(IPCR)’nin ¢alisma prensibini gosteren sema (9).

Boylece, bilinmeyen sekanslara uygun cDNA sentezlenmis ve bunlarin

baz siralar1 da belirlenmis olur (9).

Asimetrik polimeraz zincir reaksiyonu

Bu PCR c¢esidinde, kullanilan iki ¢esit primerden biri miktarca digerinden ¢ok

daha fazla kullanilir. Bu nedenle asimetrik PCR sonucu ipliklerinden biri digerinden
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cok daha fazla miktarda ¢ogaltilir. Asimetrik PCR yontemi fazla miktarda ¢ogaltilan
tek iplikli Girtiniin dizilenmesi i¢in kullanilir (159).

Asimetrik PCR herhangi bir kalip iplige uygulanabilir, ancak tek iplikli
tiriiniin fazla miktarda elde edilememesi gibi bir sorunla karsilasmak da olasidir. Bu
nedenle c¢ogunlukla klasik PCR (simetrik PCR) ile once c¢ift iplikli hedef DNA
cogaltilir, ardindan asimetrik PCR uygulamasiyla kalip yeniden c¢ogaltilarak tek
iplikli tirtin yeterli miktarda tretilir (9, 159). Sekil 2 ‘de bu PCR yonteminin ¢aligma

prensibi gosterilmektedir.
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Sekil 2. Asimetrik PCR’1n galigma prensibi (9).

Homopolimerli polimeraz zincir reaksiyonu

Bu reaksiyon, primer baglanma bolgesi olarak yalniz bir sekansin bilindigi
durumlarda uygulanmaktadir. Bu bilinen bolgeye primerler baglanirlar. Bu
yontemde, mRNA molekiilii revers transkriptaz enzimi ile komplementer DNA
cDNA) haline dontistiiriiliir. Elde edilen tek iplik DNA molekiiliiniin 3'-terminusuna

poli G’ler baglanir. Bu uglara baglanabilmesi i¢in 5'-terminusunda poli C’ler bulunan
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primerler hazirlanir ve reaksiyona istirak ettirilerek tek iplik¢ik (cDNA’ya) ikinci bir
DNA sentezlenir. Sonra bu iki DNA ayrilarak her birine spesifik primerler
kullanilmak suretiyle amplifiye edilir (9).

In situ polimeraz zincir reaksiyonu

Bu teknigin esasini, morfolojik olarak saglam hiicre ve dokularin DNA’sinin
amplifikasyonu olusturur. Bu yontem daha ¢ok parafinlenmis veya arsiv dokular ig¢in
gelistirilmistir. Bir 1am {izerinde tespit edilmis ve morfolojik olarak saglam hiicre
veya doku Ornekleri, hedef DNA (veya mRNA) kaynagi olarak kullanilir. Lam
lizerine, proteaz soliisyonu ilave edilerek dokulardaki proteinler giderilir ve %0,5
Nonidet P40’la da permeabilitesi artirilir. Sonra lizerine amplifikasyonda gerekli olan
komponentler (primerler, 4 tiir ANTP, MgCl ve diger soliisyonlar) konur ve iizerine
bir lamel kapatildiktan sonra kenarlar1 yapiskan bir madde (veya tirnak cilasi) ile
sabitlestirilir. Bu agamadan sonra, lam aliiminyum bir kaba konarak 1s1 dongii
(Thermal cycle) cihazina yerlestirilir. Ortama 60°C’de Taq polimeraz ve mineral
yag1 ilave edilerek 1dmel hemen kaldirilir. Sonraki islemler konvansiyonel PCR da
oldugu gibidir (9, 159).

Hot start polimeraz zincir reaksiyonu

Konvansiyonel PCR yontemlerinde kullanilan komponentler (hedef DNA,
primerler, Taq polimeraz, MgCl,, dNTP, bufferler vs.) oda 1sisinda ve birlikte tliplere
konarak ayni anda reaksiyona sokulurlar. Ancak, bu tarzdaki uygulamada primerler
reaksiyon baslamadan once oda sicakliginda Taq polimerazin etkisi altinda, hedef
DNA disindaki bazi nonspesifik sekanslar1 da amplifiye etmekte ve boylece yanlis
pozitif reaksiyonlara yol agmaktadir. Baz1 durumlarda da primer oligomerizasyonu,
primer kaybi, nonspesifik amplifikasyonlar vs. meydana gelebilmektedir. Bu

olumsuz durumlar1 engellemek icin gelistirilen Hot Start PCR’da reaksiyona giren
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maddelerin bir kismi1 (primerler, dNTP, MgCl,, buffer) oda sicakliginda tiiplere
konulmakta, sonra bunlarin iizerine buharlasma ile madde kaybim1 6nlemek igin
mineral yag (manuel sistemde) veya balmumu tableti (otomatik sistemde)
eklenmektedir. Geri kalan komponentler (Taq polimeraz, hedef DNA, buffer) de
optimal 1s1 olan 60-80°C arasinda reaksiyon tiipiine katilirlar. Bundan sonraki

asamalar konvansiyonel PCR da oldugu gibidir (9).

Multipleks Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Bu teknik, ayn1 amplifikasyon reaksiyonunda, farkli hedef DNA sekanslarina
yonelik hazirlanan spesifik multiple primer ciftlerinin kullanilmasi ile gergeklestirilir.
Bu teknikle,

a) DNA sekanslarmin biiyiik bir boliimii, bunlarda bulunmasi muhtemel

alterasyonlar yoniinden incelenebilirler.

b) Hedef DNA’nin farkli segmentleri arastirilabilir,

¢) Sekanslarin amplifiye olabilirliginin internal kontrolleri yapilabilir

d) Bir numunede bulunan degisik ajanlara ait DNA’lar ayn tiipte ayn1 anda

amplifiye edilebilirler (9, 159).

Kantitatif polimeraz zincir reaksiyonu

Konvansiyonel PCR, genellikle kalitatif bir karakter tasir. Diger bir deyis ile
amplifikasyon var veya yok sorusuna cevap verebilmektedir. Buna karsin son
yillarda gelistirilen yeni PCR teknikleri ile amplifiye olan hedef DNA’nin miktar1
hakkinda da bir bilgi verilebilecek diizeye ulagilmistir. Bu yodntem, reaksiyona
baslangicta konulan hedef DNA miktar1 ile, PCR sonunda saptanan iirliniin diizeyi

arasindaki lineer korelasyonun bulunup bulunmadigini ortaya koymaktadir (9).
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Nested PCR
Ozgiin olmayan fiiriinlerin olusumunu engelleyen, yiiksek spesifiteye
sahip bir yontemdir. ilk PCR iiriinii, ikinci PCR i¢in kalip olarak kullanilir ve
istenilen hedef bolge ¢ogaltilarak 6zgiin tirtinler elde edilir (159). Sekil 3’de Nested

PCR’1n galigma prensibi gosterilmistir.

— [k primer D
cifti ile
cogaltim

[k primer baglanma

bolgesinin arasindaki

ikinci primer ¢iftinin
baglanma yerleri

Yeniden
Cogaltim

Sekil 3. Nested PCR’1n ¢aligma prensibi (159).

Iki asamali olan bu testte, ilk asamada amplifikasyon, tek primer ¢ifti ile 15-30
kez tekrarlanir. Olusan ve sayisal olarak artan iirlinler, yeni bir reaksiyon tiipiine
transfer edilerek burada internal sekanslara spesifik olan sekonder primer ciftleri
kullanilarak ikinci bir amplifikasyona tabi tutulur. Bu ikinci amplifikasyon da 15-30
kez tekrarlanir ve olusan iiriinler jel elektroforezle ortaya konulurlar (9).

Bu yontemin avantajlar1 yani sira dezavantajlar1 da (6zellikle transfer sirasinda

meydana gelen kontaminasyonlar vs.) bulunmaktadir. Bu nedenle iki tiip yerine, tek
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tiip kullanmak suretiyle kontaminasyon riski minimal diizeye indirilmistir. Bu tek tiip
sisteminde iki tiir reaksiyon 1s1s1 kullanilmaktadir (diisiik ve yiiksek 1s1) (9).

PCR yontemiyle tiikiiriik, dental plak, feces gibi non-gastrik sivi ve dokularda
Helicobacter pylori DNA’s1 saptanabilmektedir. Son yillarda Molekiiler Biyoloji
Teknikleri ve PCR’daki gelismeler nedeniyle Helicobacter pylori’nin gerek mide
mukozasinda gerekse dental plakta saptanmasiyla ilgili ¢aligmalarin sayisi artmistir.
Fakat yapilan bu ¢aligmalarda PCR yontemi uygulamalarindaki farkliliklar nedeniyle
degisik sonuclar elde edilmesine ragmen bakterinin dental plakta bulundugu
gosterilmistir.

Bu ¢alismada dental plagin Helicobacter pylori’nin patojenitesinde 6nemli bir
rol oynadig1 hipotezinden yola ¢ikarak gastrointestinal sikayetlerle bagvuran ¢ocuk
hastalarda bu bakterinin, hem dental plak hemde mide mukozasindaki varliginin ileri
molekiiler biyoloji tekniklerle arastirilmasi ve yapilan antibiyotik eradikasyonu
sonrasinda dental plakta Helicobacter pylori’nin varligin siirdiirlip siirdiirmediginin
incelenmesi amaglanmistir. Buna ek olarak Helicobacter pylori enfeksiyonu olan
bireylerin tilikiirtiklerinde Streptococcus mutans varligmin incelenmesiyle bu

bireylerin ¢iiriik riski yoniinden arastirilmasi hedeflenmistir.
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BOLUM I

GEREC VE YONTEM

Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Sagligi ve Hastaliklar1 Anabilim
Dali Cocuk Gastroenteroloji, Hepatoloji ve Beslenme Bilim Dalina mide
yakinmalar1 nedeniyle basvuran yaslart 5-15 yas arasinda degisen, cinsiyet
ayrimi yapilmayan 54 erkek, 51 kiz toplam 105 ¢ocuk ve geng eriskin ¢alismaya
dahil edildi. Caligmaya yakinmalar1 nedeniyle endoskopik degerlendirme
yapilmasina karar verilmis, son ii¢ ay i¢inde antibiyotik ve klorheksidin
preparati kullanmamis olanlar katildi. Hastalarin ayn1  bilim dalinda
gergeklestirilecek endoskopik girisimi oncesi dental anamnezleri ayrintili olarak
alinarak, agiz muayeneleri gergeklestirildi ve dis taramalar1 yapildi. Hastalarin
agiz hijyen, beslenme aligkanliklar1 ile ebeveynlerin agiz-dis saghigi
konusundaki bilgi, aligkanlik ve egitim diizeylerini kapsayan, Onceden
hazirlanmis anket sorularindan olusan olgu rapor formlart endoskopi islemi
oncesi kaydedildi (Ek I).

Intraoral muayanede ciiriik dislerin tayini, Diinya Saglik Orgiitii (WHO)
kriterlerine gore yapildi (165). Kalict disler icin DMFT ve DMFS, siit disleri

icin de dft ve dfs indeksleri kullanildi (Tablo 9.a ve 9.b).

D M F T S
(Decay) (Missing) (Filling) (Tooth) (Surface)
Ciriik Kayip , eksik Dolgulu Dis Yiizey

Tablo 9.a. DMFT / DMFS indeksleri
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d f t S
(decay) (filling) (tooth) (surface)

cliriik dolgulu dis ylizey
Tablo 9.b. dft / dfs indeksleri
Hastalarin plak indeksi degerleri de Silness ve Loe (145) plak indeksine

gore yapildi (Tablo 10).

Plak yok

Diseti kenarinda, sond gezdirildiginde tespit edilen ince bir plak varligi.

Diseti kenarinda, interdental bolgeyi i¢ine almayan orta dereceli plak varligi.

Diseti kenarinda ve interdental bolgeyi de dolduran yogun plak varligi

Tablo 10. Silness ve Loe’niin plak indeksi degerleri (145).

Daha sonra hastalarin molar dislerinin bukkal, lingual, meziyal, distal
olmak iizere dort ayr1 bolgesinden steril periodontal kiiretlerle dental plak
ornekleri alindi. Bu islemi takiben hastalardan steril kaplara stimiile edilmemis
tikiiriik  O6rnekleri toplandi. Cocuk gastroenteroloji uzmanlarinca yapilan
endoskopik girisim esnasinda midenin antral mukozasindan doku Ornegi
aliarak 1.5 ml. lik steril ependorf tiiplere kondu. Laboratuvar islemleri yapilana
kadar ornekler -20 °C’de saklandi. Hastalarin aileleri calisma Oncesi
bilgilendirildi, onaylar1 alind1 (Ek II).

Arastirma grubunu olusturan bireylerin yas ortalamasmin 11.1£3.5,
Helicobacter pylori varligi saptanan bireylerden olusan test grubunun yas

ortalamasimin 10. 8 £ 3. 3, kontrol grubunun yas ortalamasinin ise 10.4+7.6
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oldugu belirlendi. Calismaya katilan ve 105 hastadan olusan arastirma
grubunun endoskopi sonras1 E.U. Tip Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dali’nda
yapilan patolojik degerlendirmeleri (CLO testi) sonucu 31’inin Helicobacter
pylori agisindan pozitif oldugu belirlendi. Bu hastalardan iki tanesi kontrollere
gelmedikleri icin caligmaya dahil edilmedi. Patolojik agidan Helicobacter pylori
varlig1 saptanmis 29 hasta test grubunu olusturuldu. PCR sonuglara gore
mide Orneklerinde H. pylori pozitif ¢ikan hastalar test grubuna dahil
edilmemistir. Giliniimiizde H. pylori tanist i¢in gold standart yontemin mide
orneklerinin  patolojik  degerlendirmelerle CLO testi ve kiltir ile
degerlendirilmesi kabul edilmekte oldugu i¢in test grubu patolojik
degerlendirme sonuglar1 géz oniine alinarak olusturulmustur (3, 27, 92, 140).

Bu sekilde ¢aligma;

I)Arastirma grubu (n:105)

2) Bu aragtirma grubu igersinde yer alan patolojik degerlendirmeler

sonucu H. pylori pozitif ¢ikan Test grubu (n:29) ve

3)Ayrica yaglar1 5-15 olan, 30 saglikli cocuktan olusan Kontrol grubu

izerinde gerceklestirildi.

Gerek Helicobacter pylori saptanan (n=29) bireylerin gerekse mide
yakinmalar1 bulunan Helicobacter pylori saptanmayan (n=75) dental plak
orneklerinin PCR ile incelenmeleri Ege Universitesi Gastroenteroloji Bilim Dali
Arastirma laboratuarinda yapildi. Ayrica arastirma grubu ve kontrol grubunun
olgu rapor formlart doldurularak veriler degerlendirildi.

Calismanin ilk boliimiinde yapilacak endoskopi Oncesi; her iki gruptan
(Hp +, Hp - ) alinan dental plak 6rneklerinde, Helicobacter pylori’nin Genomik

DNA izolasyon kitleri ile DNA izolasyonu yapildi. Iki grubun (Hp+, Hp-)
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tiikkiiriik orneklerinde ise Mitis Salivarius Bacitracin (MSB)  besiyerinde
Mutans streptokok kiiltiir kolonizasyonlar1 incelenerek sayilar1 cfu/ml olarak

saptandi. Bireyler, tiikiirtik Streptococus mutans degerleri agisindan ii¢ gruba

ayrildi (Tablo 11).

YUKSEK x >10°
ORTA >10°x<10°
DUSUK x <10°

Tablo 11. Bireylerin Streptococus mutans degerlerine gore
gruplandirilmas (5, 8, 146).

Daha sonra endoskopik girisimle alinan mide orneklerinde PCR ile
yapilan inceleme ve patolojik degerlendirmeler sonucu Helicobacter pylori
enfeksiyonu saptanan hastalara bakterinin mideden eradikasyonu amaciyla
standart, kombine antibiyotik tedavi protokolii ¢ocuk gastroenteroloji
uzmanlarinca uygulandi. Bu tedavi protokolil iiclii ila¢ tedavisinden (proton
pompa inhibitdrii ve ikili antibiyotik) olustu. Ikili antibiyotik kullaniminda
Metronidazol + Amoksisilin veya Amoksisilin + Klindamisin tercih edildi ve
bireylerden bir ay boyunca diizenli olarak ilaclarin1 kullanmalar istendi.

Calismanin  ikinci boliimiinde; antibiyotik verilerek uygulanan
eradikasyon tedavisinden alt1 ay sonra kontrol randevularina ¢agrilan
hastalardan baslangigta oldugu gibi molar dislerin dort ayr1 bolgesinden, steril
periodontal kiiretlerle dental plak ve stimiile edilmemis tiikiiriik Ornekleri
alindi. Bu islem oOncesi hastalarin onaylar1 tekrar alindi. Ayrica alti aylik

kontrol randevularinda hastalardan Helicobacter pylori enfeksiyonunun
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degerlendirilmesi icin iire-nefes testi istendi. Saglikli 30 bireyden olusan,
gastrik yakinmalar1 olmayan kontrol grubunun ebeveynlerinden yazili ve sézlii
onaylar1 alinarak dental plak ve tiikiiriik 6rnekleri yukarida belirtildigi sekilde
alind1.

2.1. Dental Plak ve Mide Orneklerinde Helicobacter Pylori’nin
izolasyon ve identifikasyonu:

Dental Plak ve Mide Biyopsi Orneklerinden DNA Izolasyonu:

Tiim hastalarin molar disler bolgesinden steril periodontal kiiretlerle
toplanan dental plak 6rnekleri iginde steril serum fizyolojik bulunan ependorff
tiiplerine aktarildi. Bu 6rnekler ¢alisma zamanina dek -70 © C’de saklandi.
Dental plak ve mide 6rneklerinin, genomik DNA izolasyonu i¢in, Invisorb ®

Spin Tissue Mini Kit (Invitek, Germany) kullanild1 (Resim 1 a, b).

¥ Invitek

(a) (b)
Resim 1 a, b: Genomik DNA izolasyonunda Kullanilan Invisorb ® Spin
Tissue Mini Kit (Invitek, Germany)

Kullanilan Genomik DNA Izolasyon Kit Igerigi;

Kit icerigi:

3 ornek i¢in
Lysis Buffer G 2 ml
Binding Buffer T 1 ml

61



Elution Buffer D 2 ml

Proteinaz K 1x250 pl
Wash Buffer 15 ml
2 ml. lik receiver tiipler 3
1,5 ml. lik receiver tiipler 3
Spin Filter 3

DNA  ekstraksiyon islem basamaklar1 asagida  belirtildigi  gibi
gergeklestirilmistir;

1. Dental plak ve antral mukoza 6rnekleri 1.5 ml’lik steril ependorf tiiplerine
aktarildi.1.5 ml’lik ependorf tiiplerde steril serum fizyolojik soliisyonu igersindeki
dental plak ve mide dokusu ornekleri 10.000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilerek
cokelmeleri saglandi. Coken plak ve doku Ornegi iizerinde kalan su (supernatant),
steril pipet ucu ile uzaklastirildi (Resim 2a). Pellet Pestle Motor (Kontest) ile

cokelen ornekler kiigiik pargalara ayrilarak homojenize edildi (Resim 2b).

(a) (b)

Resim 2 a) Supernatant’in uzaklastirilmasi ve b) Pellet Pestle motorla 6rneklerin

homojenize edilmesi.
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2. 1.5 ml’lik steril ependorf tiipler i¢ersindeki homojenize mide dokusu ve
plak ornekleri iizerine, 400 pl lizis buffer (Resim 3a) ve 40 ul proteinaz K (Resim
3b) eklenerek vortekslendi (Resim 3c ve 3d). Ornekler, lizis isleminin
tamamlanmasi i¢in inkiibatore yerlestirildi (Resim 4a) ve 52 © C’de 15-20 dakika

inkiibasyona tabi tutuldu (Resim 4b).

Invisorb Spin Tissue i

Lysis Buffef

Store at: RT
< Lot: 028

Invitelk

L

() (d)
Resim 3: a) Lysis buffer, b) proteinaz K, ¢) proteinaz K nin ependorf

tiiplerindeki orneklere ilave edilmesi ve d) vortekslenmesi.
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(a) (b)
Resim 4: a) Omeklerin inkiibatdre yerlestirilmesi ve b) inkiibasyon igin

52° C’de 15 — 20 dakika beklenmesi.

3. Inkiibasyon sonrasi, ornekler maksimum hizda santrifiij edildi (Resim 5a).
Ustte kalan supernatant yeni 1.5 ml’lik tiiplere aktarildi (Resim 5b). 200 pl binding

buffer T (Resim 6a) ilave edilerek 10 saniye siiresince vortekslendi (Resim 6b).

(a) (b)
Resim 5: a) Orneklerin maksimum hizda santrifiij edilmesi ve

b) supernatantin yeni tiiplere aktarilmasi.
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(a) (b)

Resim 6: a) Orneklere binding buffer T ilave edilmesi ve b) vortekslenmesi .

4. Siispansiyon, 2 ml’lik tiiplerin igerisine yerlestirilen filtreli tiiplere
aktarild1 ve 1 dakika inkiibe edildi (Resim 7a). Ornekler 2 dakika 12.000 rpm’de
santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi filtreler tekrar 2 ml’lik tiipler igerisine yerlestirildi

(Resim 7b) .

Resim 7: a) Orneklerin filtreli tiiplere aktarilmasi ve b) santrifiij sonras1 yeni

filtreli tiiplere 6rneklerin taginmasi.
5. Orneklere, %100 ethanol ilave edilmis 550 pl Wash Buffer eklenerek 12.000

rpm’de 1 dakika siiresince santrifiij edildi (Resim 8a ). Santrifiij sonras1 Wash Buffer
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ile yikama islemi tekrar edildi (Resim 8b). Ethanolun uzaklastirilmasi i¢in 12.000

rpm’de 2 dakika siiresince tekrar santrifiij islemi yapildi.

Store at: RT
Lot: 080

(a) (b)
Resim 8 a, b: Wash buffer’in 6rneklere uygulanmasi.
6. 1.5 ml’'lik receiver tiiplerin igerisine, filtreler yerlestirildi ve 6nceden
1sitilmig 200 pl Elution buffer D ilave edilerek 3 dakika siiresince inkiibe edildi
(Resim 9 a, b). 10.000 rpm’de 2 dakika siireyle santrifiij yapildiktan sonra DNA

elde edildi.

(a) (b)

Resim 9 a,b: Elution buffer D’nin 6rneklere uygulanmasi.
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2.2.1. Dental Plak ve Mide Orneklerinde Helicobacter Pylori’nin Nested
PCR {le Saptanmasi
Helicobacter Pylori’nin Nested PCR ile tespitinde asagida belirtilen alet ve
kimyasallar kullanildi:
PCR tamponu [ (NH4),S0,] (Fermentas)
MgCl, (2 mM, 1.0 ml) (Fermentas)
dNTP 20mM dATP, 20 mM dGTP, 20 mM dTTP (Sigma)
Tag Polimeraz- Thermus Aquaticus (Fermentas)
Deiyonize su
Buz kalip
0.2 ve 0.5 lik ependorflar tiipler
Vortex (Heidolph Reaxtop)
Otomatik pipetler (1—10 ul, 10-100 ul,RAININ)
Thermal Cycler (Gene Amp PCR System 9700)
Derin Dondurucu (BEKO)
Mikrodalga firin (VESTEL)
Su siticisi (Niive BM 302)
Primerler
Calismamizda, primer seti olarak {irtin biiytikliigii yaklasik 417 baz
¢ifti uzunlugunda olan Helicobacter pylori genomik DNA’sinin 860 baz ¢ifti
uzunlugundaki bolgesine homolog EHC-U ve EHC-L primerleri kullanildi.
Helicobacter pylori genomik DNA’sinin fragman sekansina dayanilarak
EHC-U ve EHC-L’nin internal fragmanlarina denk gelen, iiriin biyikligi

yaklagik 230 baz ¢ifti olan ek bir ¢ift primer; ET-5U ve ET-5L kullanildi (26).

67



Primer dizileri:

EHC-U: 5’- CCCTCACGCCATCAGTCCCAAA-3’

EHC-L: 5’- AAGAAGTCAAAAAACGCCCCAAAAC- 3’

Nested-PCR ig¢in:

ET-5U: 5’- GCCAAATCATAAGTCCGCAGAA- 3°(26)

ET-5L: 5°- TGAGACTTTCCTAGAAGCGGTGT- 3 (26)

Calismamizda kullanilan primerlerin sentezi MWG-Biotech (Almanya)

da 6nceden gergeklestirilerek hazirlanmisti.

Bu primerler 5 ng/ul olacak sekilde sulandirilarak ve PCR calismasi
icin 25 pl’lik amplifikasyonda 2 pl’ye tamamlanarak hazirlandi. DNA
ekstraksiyonu tamamlandiktan sonra asagida belirtilen ilk amplifikasyon karigimi

hazirlandi.

Itk Amplifikasyon karisiminin hazirlanmast (1 ornek icin):
Buffer: 2.5 ul
dNTP: 2.5 ul
MgCl: 0.75 ul
Primer I(EHC-U): 0.5 ul
Primer 2(EHC-L): 0.5 ul
Tag: 0.25 ul
H,0: 8 ul
DNA: 5 ul

Amplifikasyon karisimi, her bir 6rnek i¢in toplam 25 ul olacak sekilde

gergeklestirildi (Resim 10a, b).
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(a) (b)

Resim 10 a, b: Amplifikasyon karisiminin hazirlanmasi.
PCR islemi oncesinde PCR cihazina yliklenen program asagida belirtilen

basamaklar1 icerecek sekilde hazirlandi:

Kullanilan Nested PCR Kosullari:

Denatiirasyon 95°C 5 dakika
(Taq ilavesiz)

Denatiirasyon 94°C 45 dakika

Baglanma 59°C 45 dakika
(Taq ilaveli ) 40 dongii
Uzama 72°C 30 dakika
1 dongii
Uzama 72°C 10 dakika

Tiipler PCR aletine yerlestirilerek program baglatildi1 (Resim 11a, b). PCR’1n
ilk asamasinda ornekler 95 ° C’de 5 dakika Taq ilave edilmeden program baslatildi.
Bu siirenin sonunda ornek basina 2.5 pl Taq ilavesi yapilarak PCR igleminin ilk

basamagina devam edildi.
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(a) (b)

Resim 11 a, b: Polimeraz zincir reaksiyonunun gergeklestirildigi thermal
cycler.
PCR dongiisii tamamlandiktan sonra islemin ikinci kismina gegildi ve ikinci

amplifikasyon karisimi hazirlandu.

Ikinci Amplifikasyon karisiminmin hazirlanmast (1 ornek igin):

Buffer: 2.5 ul

dNTP: 2.5 ul

MgCly: 0.75 ul

Primer I(ET-5U): 0.5 ul

Primer 2 (ET-5L): 0.5 ul

Taq: 0.25 ul

H>O0: 17.5 ul

Ilk PCR iiriinii: 0.5 ul

Amplifikasyon karigimi toplam 25 pl olacak sekilde hazirlandiktan sonra
kontaminasyon olup olmadigini belirlemek tizere DNA eklenmemis, ayni karigimi
igeren bir tiip negatif kontrol olarak kullanildi. Hazirlanan tiipler tekrar PCR
cihazina alinarak dongii sayilar1 ve siireleri 6nceden kayitlanmis program baslatildi.

PCR islemi sonrasi tiipler agaroz jel hazirlanincaya kadar +4 ° C de saklandi.
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Orneklerde DNA bantlarinin izlenmesi igin agaroz jel hazirlanarak elektroforez
basamaklar1 sirasiyla uygulanmstir:

Agaroz Jel Elektroforezi

Agaroz Jel Elektroforezi i¢in kullanilan alet ve kimyasallar asagida
belirtilmistir:
1. Tris Baz Tamponu (TBE):
Tris Baz (Sigma) 108 g (0.89 M)
Borik asit reagent (Carlo Erba) 55 g (0.88 M)
EDTA (Sigma) 8.3 (0.02 M)

Tris baz, borik asit ve EDTA karistirilip ultra saf su ile 1000 ml’ye tamamlandi
ve karisimin pH’1 8.3’e ayarlandi. Bu sekilde 10X — TBE (Tris baz-Borik asit-
EDTA) soliisyonu elde edildi. Elektroforez ve agaroz jel hazirlama iglemleri i¢in bu
soliisyon diliie edilerek 1X-TBE soliisyonu elde edildi.

2. Etidyum Bromiir: 1 gram etidyum bromiir 100 ml deiyonize su i¢inde
¢Ozdiiriilerek hazirlandi.

3. Yiikleme tamponu: 45 ml 1XTBE, 55 ml gliserol, 0.1 g Orange G
karistirilarak hazirlandu.

4. DNA Marker: Sigma, 1000bp DNA Ladder

5. Tartim aleti (Scaltex, max. 3200 g d:0.01 g)

6. Agaroz (Sigma)

7. pH metre (Jenway)

8. Yatay elektroforez (Bio-rad Sub-cell GT)

9. Gii¢ kaynagi (0-250 volt Biorad Power Pac 300)

10. Goriintiileyici (Visible & Ultraviolet Transilluminator)

11. Bilgisayar (HP 7500)
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PCR islemi sonrasi, amplifiye olmus DNA’lar % 2.5 luk agaroz jelde
goriintiilendi. Yatay elektroforez tabaginin etrafi plastik bloklarla kapatilarak,
tabaga uygun tarak yerlestirildi. 100 mI’lik erlen igerisine, 100 ml 1IXTBE ve 2.5 g
agaroz konuldu. Erlenin agz1 alimunyum folyo ile kapatildi. Folyo tizerinde bir kag
delik acildiktan sonra, karisim berraklasincaya kadar mikrodalga firin igerisinde
eritildi. Berraklastiktan sonra, el ile dokunulacak isiya geldiginde 15 pl etidyum

bromiir eklendi ve homojen sekilde karistirilarak tabaga dokiildii ( Resim 12 a, b).

(@) (b)

Resim 12 a,b: Agaroz jelin hazirlanmasi ve taraga dokiilmesi.

Agaroz jel donduktan sonra tarak ¢ikarildi ve igerisinde, 1X-TBE tamponu
bulunan elektroforez tankina yerlestirildi. Parafilm {izerinde, 2 pl yiikleme
tamponu ve 8 pl amplifikasyon {riinii karistirilarak, jeldeki bosluklara yiiklendi.

PCR firiinleri, 110 voltta 6 cm yiiriitiildii (Resim13 a, b).
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(a) (b)
Resim 13 a, b: Agaroz jelin elektroforez cihazina yerlestirilmesi ve

orneklerin kuyucuklara yerlestirilmesi

Jelde PCR iiriinleri yiiriitiildiikten sonra jel goriintiileyiciye konuldu. Goriintii
bilgisayar ortamina aktarildi (Resim 14 a, b). Bilgisayar ekraninda 6rneklere ait DNA

bantlar1 gozlenerek yorumlandi.

Resim 14 a, b: Amplifiye olan DNA’larin agaroz jel elektroforezinde

yiuritiildiikten sonra goriintiilerinin bilgisayar ortamina aktarilmasi.

Calismamizda Helicobacter pylori (+) ve (-) bulunan 105 hastadan alinan

dental plak ve mide ornekleri, 30 saglikli bireyin dental plak ornekleri ve PCR-

patoloji sonuglarina gére Helicobacter pylori pozitif bulunan 30 hastanin alti aylik

73



kontrol periyodu sonunda alinan dental plak 6rnekleri olmak {izere toplam 270 adet
DNA analiz edildi.
2.3. Tiikiiriikte Mutans Streptokoklarin Kiiltiir Yontemiyle Kantitatif
Saptanmasi
Aragtirma grubumuzu olusturan 105 birey ve 30 kisiden olusan kontrol
grubuna ait bireylerin tiikiiriikk 6rnekleri stimiile edilmeden alindi. Steril plastik idrar
kaplarinda 2 ml olacak sekilde toplandi. Bir buz cantasi esliginde Ege Universitesi
Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali Bakteriyoloji Laboratuvari’na tasindi ve
calisilincaya kadar -70 ° C’de saklandi. Tiikiiriikte mutans streptokoklarin tespit
edilmesi i¢in Mitis Saccorase Bacitracin Agar besiyeri kullanildi. Bu besiyerinin
hazirlanmas1 ve uygulanmasi i¢in asagidaki alet ve kimyasallar kullanildz:
Bacitracin (Sigma): 200 U/I
Sakkaroz (PRS Panreac Saccharose): 90 gr/lt
Mitis Salivarius Agar (Difco TM): 150 gr/1t
Tartim aleti (Precisa)
Otomatik BesiYeri Dokme Makinasi
Distile su
10 pl standart 6ze
Beg
Sulandirma i¢in steril plastik tiipler
Steril 1 cc’lik pipetler
CO; enkiibatorii (Sanyo)
Mutans streptokoklar i¢in besiyerlerinin olugturulmasi ve ekim islemlerine ait

basamaklar belirtilmistir;
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1. Besiyerlerini olusturan kimyasallar hassas terazi ile tartilarak uygun
karisim elde edildikten sonra otomatik besiyeri dokme makinasina yerlestirildi
(Resiml15a) ve 90 mm capli petri kutular1 iginde Mitis Saccorase Bacitracin Agar

besiyeri hazirland1 (Resim 15b).

(a) (b)
Resim 15: a) Otomatik besiyeri dokme makinasina kimyasallarin konmasi ve

b) besiyerlerinin dokiilmesi.

2. 1 ml. tiikiiriik 6rneginden 10 pl’lik standart 6zeyle besiyerlerine direkt

ekim yapildi (Resim 16 a, b).

(a) (b)

Resim 16 a,b: Tiikiiriik 6rneginden direk ekim yapilmasi.
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3. Ilk besiyeri ekimi yapildiktan sonra ilk sulandirma igin 1cc. tiikiiriik
ornegine 9 cc. distile su ilave edildi. Standart 6ze bek atesinde yakilarak bu
karistmdan 10 pl hacimde yeni bir besiyerine ekim yapildi (1/10’luk sulandirim)

(Resim 17 a, b).

(@) (b)

Resim 17 a, b: 1/10’ luk sulandirimda besiyerinin hazirlanmasi.

4. 1/10 oraninda sulandirilmis 6rnekten 1 cc. alinarak 9 cc. distile su ilave
edildi. Bu karisimdan standart 6ze ile ekim yapildi (1/100°liik sulandirim) (Resim 18

a, b).

(@) (b)

Resim 18 a,b: 1/100’liikk sulandirimda besiyerinin hazirlanmasi.
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5. 1/100 oraninda diliiye edilmis 1 cc. 6rnek alind1 ve 9 cc. distile su ilave
edilerek ticlincii sulandirinm hazirlandi. Bu karisimdan standart 6zeyle besiyerine
ekim yapildi1 (1/1000’lik sulandirim).

6. Ekim yapilan besiyerleri 37 ° C’de , % 5’ lik CO; igeren enkiibatore
yerlestirildi. Besiyerleri 24 saat sonunda kontrol edilerek, koloni formlarinin olugsma
ozelligine bagl olarak enkiibatorden ¢ikartilip ¢ikartilamayacagina karar verildi. Ekim
yapilan plaklarda yeterli koloni formu olugmadiysa 12 saat daha enkiibatorde birakildi

(Resim 19 a, b).

(a) (b)

Resim 19 a,b: Besiyerlerinin enkiibatore yerlestirilmesi.

7. Besiyerlerindeki 1-2 mm. ¢apli siyah pigmentasyonlu S tipi koloniler
saptand1. Direkt ve sulandirilmis ekim yapilan plaklarda mutans streptoko kolonileri
sayildi. Ekim sirasindaki sulandirimlara uygun hesaplamalar yapilarak tiikiiriik
orneginin mililitresindeki canli bakteri sayilar1 cfu/ml (colony forming unit) olarak

saptandi. (Resim 20 a, b, ¢, d) .
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(© (d)

Resim 20. Diliie edilmis besiyerleri ve mutans kolonileri
a) lcc. tiikriikten direkt ekim, b) 1k sulandirim, ¢) Ikinci sulandirim,

d) Uciincii sulandirim.

2.4. Helicobacter pylori’li Hastalarin Alti Ayhk Takip Periyodunda
Degerlendirilmesi

Eradikasyon tedavi uygulamasindan alt1 ay sonra hastalarin Helicobacter

pylori enfeksiyonlar1 degerlendirme igin kontrol randevularina cagrildilar. Bu

amacla yapilan Ure nefes testi ile degerlendirme dncesinde hastalarin molar disler
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bolgesinden dental plak 6rnekleri alind1 (Resim 21 a, b). Bu islemi takiben tiikiiriik

ornekleri steril idrar kaplarinda toplandi (Resim 21c).

(a) (b)

S . ol o b

i
.
—

(©)

Resim 21 a,b,c: Dental plak ve tiikiiriik 6rneklerinin toplanmasi.

Helicobacter pylori (+) saptanmig ve antibiyotik terapisi uygulanan hastalara

enfeksiyon kontrolii i¢in iire nefes testi uygulandi. Bu amagla Helicobacter Test

Teshis Kiti (/nfai ®) kullanildi (Resim 22 a, b).
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(a) (b)

Resim 22 a,b: Helicobacter Test Teshis Kiti.

Bu test kullanilarak yapilan {ire nefes testi basamaklar1 agagidaki gibi
gergeklestirildi.
1. Hastalardan a¢ gelmeleri istenerek pipet yardimiyla ilk test tiiplerine

iiflemeleri istendi (Resim 23 a, b).

(a) (b)
Resim 23 a,b: Ure nefes testinin ilk basamag.
2. Hastalara portakal suyu igirilerek 30 dakika beklemeleri istendi
(Resim 24 a). Daha sonra kitin igersinde bulunan iire sulandirilarak igirildi ve

hastalarin ikinci test tiiplerine liflemeleri saglandi (Resim 24 b).
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(a) (b)

Resim 24 a,b: Ure nefes testinin ikinci basamag.

3. Ure nefes testi kiti degerlendirilmeleri Istanbul Universitesi Tip Fakiiltesi
Gastroenteroloji Anabilim Dali Ure Nefes Testi laboratuarinda yapildi. Laboratuar
analizlerinde test tiiplerindeki 6rnekler isaretli karbon molekiillerine gére H. Pylori
(+) ve H. pylori (-) olarak degerlendirildi.

Eradikasyon tedavisinden alt1 ay sonra kontrollere gelen Helicobacter pylori
(+) olan hastalarin yapilan iire nefes testi yaninda dental plak ornekleri alinarak
ornekler Helicobacter pylori varligmin kontrolii i¢cin bolim 2.1 ve 2.2 de

belirtildigi gibi PCR analiziyle degerlendirildi.

2.5. Kontrol Grubu Bireylerinin Dental Plak ve Tiikiiriik Orneklerinin

PCR ve Mikrobiyolojik incelenmesi:
Calismamizda ayrica Ege Universitesi Saglikli Cocuk Poliklinigine basvuran
herhangi bir sistemik rahatsizligi olmayan, son alti ay igersinde antibiyotik veya
klorheksidin preparati kullanmamis rastgele secilen 5-15 yas aras1 30 cocugun dental

plak 6rnekleri PCR da degerlendirildi. Bu amagla Boliim II. de anlatildig: gibi steril
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periodontal kiiretlerle molar digler bolgesinden dental plak 6rnekleri alindi. Kontrol
grubunu olusturan bu bireylerden ayrica arastirma ve test grubumuzda oldugu gibi,
a¢ karnma ve situmiile edilmeden tiikiiriik 6rnekleri toplandi. Sogutma saglayan bir
tasiyict ile dental plak oOrnekleri ise PCR laboratuvarina, tiikiiriik ornekleri ise
incelenmek iizere Mikrobiyoloji laboratuvarina tasindi. PCR ve mikrobiyolojik
inceleme amaciyla uygulanan islem basamaklart Bolim 2.1, 2.2 ve 2.3’de
belirtilmistir.

2.6. Istatistik Degerlendirme:

Calismamizda Helicobacter pylori enfeksiyonuna sahip bireylerin tedavi
oncesi ve sonrast dental plak ve mide Orneklerindeki bakteri varliginin
karsilastirilmast sonuglart McNemar Testi ile mutans sayilart ise Wilcoxon Signed
Ranks testi ile degerlendirildi.

Hasta grubu ile kontrol grubunun DMFT, DMFS, dft ve dfs, Streptococcus
mutans sayilarinin karsilagtirilmasinda Mann-Whitney U testi ile, agiz hijyen,
beslenme aligkanliklari, ebeveynlerin agiz-dis sagligi konusundaki bilgi, aligkanlik
ve egitim diizeylerini kapsayan veriler Chi-Square Testi ile istatistiksel olarak

degerlendirildi.
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BOLUM 111
BULGULAR

Calismamizda mide yakinmalar1 ile E. U. Tip Fakiiltesi Cocuk Saghg
Gastroenteroloji Klinigine bagvuran (n=105), 5-15 yas cocuklarin mide ve dental
plak orneklerinde Helicobacter pylori, tikiirikte mutans streptokok incelemeleri ile
bu bireylere ait dental bulgulari, agiz hijyen durumlari, beslenme aligkanliklar ile
ailelerinin sosyodemografik bulgulari, fircalama ve beslenme aligkanliklarina ait
veriler degerlendirildi. Arastirma grubunu olusturan 105 bireyden H. pylori (+)
bulunan bireylerin olusturdugu test grubuna (n=29) eradikasyon tedavisi uygulandi.
Bu tedaviden alti1 ay sonra dental plak oOrnekleri PCR, tiikiirlik Ornekleri ise
mikrobiyolojik olarak tekrar incelendi ve bireylere iire nefes testi uygulandi.

Ortalama yaglar1 11.1 = 3.5 ve % 51.4 i erkek (54), % 48.6 s1 (51) kiz olan
arastirma grubundaki 105 bireyin ortalama DMFT, DMFS, dft ve dfs skorlar
sirastyla2 £ 1.6, 2.3 £1.8, 1.3 £2.2, 2.6 + 6.6 olarak saptand1. incelenen bu hasta
grubunun tiikiirik orneklerinde streptococcus mutans en diisik 1.1x10°, en yiiksek
3.4x10° olarak belirlendi. Bu sonuglara gore hastalarin aktif ciiriiklii olmamalarina
karsin orta ve yiiksek ¢iirtik risk grubunda olduklar1 gézlendi.

Endoskopi girisimi yapilan arastirma grubundaki bireylerinin agiz hijyenleri
degerlendirildiginde, %67. 6 sinin (71) iyi , % 29.5 inin (31) orta, % 2, 9 unun (3)
kotii agiz hijyenine sahip olduklari saptandi (Grafik 1).

Arastirma grubunu olusturan hastalardan (n:105) alinan dental plak
orneklerinde, EHC-U/ EHC-L Kkitleri ile Helicobacter pylori DNA’s1 saptanan

hastalarin oran1 %21 (22) olarak belirlendi.
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Grafik 1. Arastirmaya katilan bireylerin (n=105) agiz hijyenlerine gore

dagilimlari

PCR ile ve ayni kitler kullanilarak mide antral mukozalarinda Helicobacter

pylori saptanan hastalarin orani ise %33. 3 (35) olarak gozlendi. Endoskopi sirasinda

alinan biyopsi materyallerinin patolojik degerlendirmelerinde mide mukozasinda

Helicobacter pylori saptanan hastalarin oram1 % 29. 5 (31) iken, saptanmayan

hastalarin oran1 % 70.5 (74) olarak saptandi (Tablo 12).

Hp (+) Hp(-) n
(%) (%) (%)
Dental Plak 22 83 105
(PCR) (%21) (%79)
Antral mide mukozasi 35 70 105
(PCR) (%33.5) (%66.5)
Mide biyopsi érnekleri 31 74 105
(Patolojik inceleme) (%29.5) (%70.5)

Tablo 12: Arastirma grubunun dental plak ve mide 6rneklerinde PCR ve

patolojik degerlendirme sonucunda Hp (+) ve Hp (-) gézlenen bireylerin sayist.
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Patolojik degerlendirmeler sonucunda mide drneklerinde Helicobacter pylori
enfeksiyonu saptanan (HP+) hastalarin % 44.8 sinde (13/29); enfeksiyon
gbzlenmeyen bireylerin (HP-) ise % 12.8 inde (9/74) dental plakta Helicobacter
pylori (+) saptandi (Tablo 13). Helicobacter pylori enfeksiyonu saptanan bireylerin
13 tanesinde Nested PCR metoduyla dental plak ve mide mukozasi 6rneklerinde
DNA bantlar1 gozlendi, fakat suslarin ayniligini ispatlamak i¢in daha ileri molekiiler
biyolojik tekniklere (sekans analizi, southern hybridizasyon v.b) ihtiya¢ vardir.

(Resim 25, 26).

Mide Hp (+) Mide Hp (-)
Patolojik inceleme Patolojik inceleme
(n=29) (n=74)
Dental Plak (PCR) 13 9
Hp (+) (% 44.8) (% 12.8)
Dental Plak (PCR) 16 66
Hp(-) (% 55.2) (%87.2)

Tablo 13: Midede patolojik degerlendirme ve dental plakta PCR ile yapilan

inceleme sonucunda H.pylori (+) ve (-) olgularin varliginin dagilim
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Arastirma Grubunun Basvuru Nedenlerinin Degerlendirilmesi;

Arastirma grubunda yer alan 105 bireyin % 37.1 inin (39) mide yakinmalari
disindaki belirtilerle (kusma, beslenme bozukluklar1 vb.) ve % 17.1 inin (18) mide
bulantisi, % 15.2 sinin (15) karin agrisi, % 14.3 {niin (15) reflu, % 14.3 iiniin
kabizlik ve % 1.9 unun (2) diyare yakinmasiyla basvurdugu belirlendi (Grafik 2).
Hastalardan alinan anamnezde % 81 inin herhangi bir tibbi rahatsizliklarinin

olmadigi, ayrica hastalarin % 68.6 sinin daha once tibbi bir miidahale gec¢irmedigi

belirlendi.
Hasta sayisi -
35 — |O0 Karin agrisi
30 — |l Mide bulantisi
25 — |0 Diyare
20 o 1 [|OKabizhik
15 1 || mReflu
12 | || Diger sikayetler
0

Mide sikayetleri

Grafik 2. Arastirma grubundaki bireylerin yakinmalarimin dagilimi

Helicobacter pylori enfeksiyonu saptanan hastalarin bagvuru nedenlerinin
degerlendirilmesi:

Hastalardan(n=30) % 26.7 sinin (8) mide yakinmalar1 disindaki yakinmalar
(kusma, beslenme bozukluklar1 vb.), % 23.3 iiniin (7) mide bulantisi ve % 16.7 sinin
(5) reflu, % 16.7 sinin (5) mide yanmasi ve ayni oranda karin agris1 yakinmasi

nedeniyle bagvurdugu gozlendi (Grafik 3).
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Grafik 3. Patolojik degerlendirmeler sonucu H. Pylori (+) saptanan

hastalarin yakinmalarinin dagilimu.

Arastirma grubundaki hastalarin agiz-dis sagligi, beslenme ve dis fircalama
ile ilgili bulgular degerlendirildiginde; 105 hastanin % 37.1 inin (39) diizensiz dis
firgalama aligkanligina sahip oldugu, % 34.3 iiniin (36) giinde bir, % 19 unun (20)
giinde iki kez dis fir¢aladiklari, % 9.5 inin (10) ise hi¢ dis fir¢alamadiklar1 saptandi

(Grafik 4).
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Hasta sayis1 20-
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Fircalama ahskanhklar

Grafik 4. Arastirma grubundaki hastalarin fircalama aligkanliklarinin

dagilimi.
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Hastalardan % 66.7 sinin daha 6nce dishekimi ziyareti gergeklestirdikleri ve
% 94.3 iniin ¢ocukluk caginda ortalama 9.4 + 6.5 ay anne siitii ile beslendigi
saptandi.

Hastalarin % 53. 3 iiniin (56) giinde bir veya iki kez karbonhidrath gida

tiikketimi yaptiklar1 olgu rapor formlarinda gozlendi (Grafik 5).

60-
50- O Haftadabir kagckez
40

Hasta sayisi , . | B Glinde 1-2 kez
30

(%)
20 O Giinde 3 ya da
10+ daha fazla
0 » | O Diger

Karbonhidrath gida
tiiketimi

Grafik 5. Aragtirma grubundaki hastalarin karbonhidrath gidalar1 tiikketme
sikliklart.

Hastalardan % 41 inin (43) karbonhidrath gidalardan ¢ikolata, % 24.8 inin
(26) biskuvi, % 21 inin (22) bal-regel gibi, % 6.7 sinin (7) kuru iiziim, incir v.b. gibi,
% 5.7 sinin (6) diger gida tiirlerini, %1 inin (1) emilen seker gibi yiyecekleri tercih
ettikleri saptand1. Icecek olarak ise % 35. 2 sinin (37) kola, % 23. 8 inin (25) meyve
suyunu tercih ettikleri belirlendi.

Ebeveynlerin dis fircalama aligkanliklar1 degerlendirildiginde; % 41. 9 unun
(44) gilinde bir, % 18.1 inin (19) giinde iki kez, % 37. 1 inin (39) diizensiz, % 2.9

unun (3) hi¢ fircalamadiklart gézlendi (Grafik 6).
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Grafik 6. Arastirma grubundaki hastalarin ebeveynlerinin dis fircalama

aliskanliklari.

Ebeveynlerin ¢ocuklarinin agiz ve dis sagliklarin1 korumak i¢in yapilmasi
gerekenlerle ilgili bilgi diizeyleri incelendiginde; ebeveynlerin % 33.3’iiniin (35)
cocuklarmin dis fircalamalarina yardim ve tesvik ettikleri, % 60’1in (63) ise bu
konuda yeterli bilgiye sahip olmadiklari, % 3.8’inin (4) cocuklarini diizenli
dishekimi kontrollerine gotiirdiigii, % 2.9’unun ise karbonhidrath gidalarin

azaltilmas1 yoniinde ¢ocuklarini bilgilendirdikleri gozlendi (Grafik 7).
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Grafik 7. Arastirma grubundaki ebeveynlerin ¢ocuklarimin agiz ve dis

sagliklarini korumak icin yapilmasi gerekenlerle ilgili bilgi diizeyleri.

Aragtirma grubunu olusturan ebeveynlerin egitim diizeyleri incelendiginde
ise; annelerin % 55.2 sinin, babalarin % 27. 6 sinin ilkokul veya ortaokul mezunu;

annelerin % 42.9 unun, babalarin % 71.5 inin lise veya {iniversite mezunu oldugu

gbzlendi (Tablo 14).

Anne egitim diizeyi Baba egitim diizeyi
Tlkokul 41 (% 39. 0) 16 (%15. 2)
Ortaokul 17 (%16. 2) 13 (%12. 4)
Lise 34 (9%32. 4) 53 (% 50.5)
Universite 11 (% 10.5) 22 (% 21.0)
Egitimsiz 2(%1.9) 1(%1.0)

Tablo 14: Arastirma grubuna ait bireylerin ebeveynlerinin egitim diizeyleri.
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3.1. Helicobacter pylori Saptanan Hastalarin Eradikasyondan sonra
Dental Plak ve Tiikiiriik Orneklerinin Mikrobiyolojik Degerlendirilmesi

Mide mukozasinda patolojik degerlendirme sonucu Helicobacter pylori
saptanan 29 bireyin eradikasyon tedavisinden alti ay sonra alinan dental plak ve
tiikkiiriik 6rnekleri incelendi. Mide mukozasinda tedavi 6ncesinde Helicobacter pylori
saptanan hastalarin dental plak 6rneklerinin % 44.8 sinde (13) H. pylori saptanirken,
eradikasyon uygulandiktan sonra dental plakta Helicobacter pylori oraninin % 17.2
ye (5) diistiigii belirlendi (Grafik 8). Tedavi sonrasinda Helicobacter pylori oraninda
saptanan bu azalma istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0.005).

Test grubunda (n=29) Helicobacter pylori, tedavi dncesi patoloji ile ile yapilan
degerlendirme sonucu mide 6rneklerinin tiimiinde Hp (+) saptanirken tedavi sonrasi
tire nefes testi ile yapilan degerlendirmede %30 oraninda bakterinin pozitifliginin
devam ettigi saptandi (Grafik 9). Tedavi sonrasinda saptanan bu azalma istatistiksel
olarak anlamli bulundu (p<0.005). Ancak eradikasyonun olgularin tiimiinde etkili

olmadig1 gozlendi.

OHP(+)
EHP(-)

Ted. Oncesi Ted. Sonra

Grafik 8. Hp (+) hastalarin tedavi dncesi ve sonrasi dental plak 6rneklerinde

H. pylori’nin dagilimi.
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Grafik 9. Hp (+) hastalarin mide 6rneklerinde tedavi dncesi ve sonrast H.
pylori’nin dagilim

Tedavi 6ncesinde dental plakta Hp (+) ¢ikan hastalarda tedavi sonrasinda
% 27.6 oraninda iyilesme gdzlenirken, mide drneklerinde tedavi dncesine gore % 69
oraninda bir iyilesme saptandi. Tedavi dncesinde ve sonrasinda dental plak ve mide

orneklerinde Helicobacter pylori varligina iliskin veriler Tablo 15°de belirtilmistir.

Tedavi oncesi | Tedavi sonrasi Iyilesme oram
n (%) n (%) n (%)
Dental plak Hp(+) 13 5* 9
(PCR) (% 44.8) (% 38.4) (% 69.2)
Mide Hp(+) 29 9* 20
Patoloji (% 100) (%31) (% 69)

Tablo 15: Tedavi Oncesi ve sonrasinda dental plak ve mide &rneklerinde

Helicobacter pylori varlig1 (* istatistiksel olarak anlamli).
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Eradikasyon tedavisi Oncesi hastalarin tiikiiriik 6rneklerinde Streptococcus
mutans sayisi ortalama 2. 4 x 10° + 9.5 x 10° cfu/ml iken, eradikasyon tedavisi
sonrasinda alti aylik kontrolda ortalama 4.3 x 10° + 5.2 x 10° cfu/ml olarak gozlendi.
Yapilan tedavi sonrasinda Streptococcus mutans sayisinda tedavi Oncesine gore
gbzlenen azalma anlamli bulundu (p<0.005).

3.2. Kontrol Grubunun Dental Plak ve Tiikiiriik Orneklerinin
Mikrobiyolojik Degerlendirilmesi

Herhangi bir sistemik rahatsizligi bulunmayan saglikli ¢ocuklardan (n=30)
alman dental plak Orneklerinde Helicobacter pylori varligi % 6.6 (2/30) olarak
saptandi (Resim 28). Bireylerden alinan tiikiiriik 6rneklerinde mutans streptokoklarin
sayist en diisik 1x10° cfu/ml, en yiksek ise 9x10° cfu/ml olarak saptanirken

bireylerin orta ¢lirtik risk grubunda olduklar1 gézlendi.
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3.3. Helicobacter pylori Saptanan Hastalarin Dental Bulgu ve Agiz Hijyen

Alskanhklarinin Degerlendirilmesi

Mide o6rneklerinin patolojik degerlendirilmesine gore Helicobacter pylori
varlig1 saptanan, ortalama yaglar1 10. 8 &+ 3. 3 olan bireylerden olusan test grubunun
Silness& Loe’ ye gore plak indeksleri degerlerinin ortalama 1. 5 £ 0.5 oldugu
gbzlendi. Bu hastalarin ortalama DMFT, DMFS, dft ve dfs skorlar1 sirasiyla 1.7 +
1.6, 1.9 +£1.7, 1.8 £ 2.8, 3.4+ 9.5 olarak saptand.

Hastalardan alinan tibbi anamnez sonucu % 80’inde herhangi bir sistemik
rahatsizliklarinin olmadigi, diger bireylerde ise astim, alerjik problemler vb. ek tibbi
sorunlar bulundugu saptandi. Ayrica hastalarin % 60’nin daha 6nce gegirdigi tibbi bir
miidahale bulunmadigi saptanirken, diger hastalarin ise bademcik, geniz eti vb. gibi
tibbi miidahaleler ge¢irdigi belirlendi.

Bu gruptaki hastalarin dis fircalama ve beslenme aligkanliklari, dishekimi
ziyareti, dental bulgulari, ailelerinin sosyo-demografik bulgulari, agiz hijyeni
konusundaki bilgi ve firgalama aligkanliklar1 saptanarak bunlara ait veriler
istatistiksel olarak degerlendirildi. Buna gdre; hastalarin % 20 sinin(6) giinde iki kez,
% 33.3 linilin(10) giinde bir kez dis fircaladiklari, %36. 7 sinin (11) diizensiz dis
firgalama aligkanligina sahip oldugu % 10 nun (3) ise hi¢ fircalama yapmadiklar

saptandi (Grafik 10).
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Grafik 10. Hp (+) hastalarin fircalama aliskanliklarinin (%) dagilimi

Hastalardan % 66.7 sinin daha Once dis hekimine gittikleri ve tiimiiniin
cocukluk caginda ortalama 9.8 + 6.6 ay anne siitii ile beslendigi saptandi. Hastalarin
% 43.3 linlin (13) bir veya iki kez, % 43.3 {iniin (13) en az ii¢ kez karbonhidrath

gida tiiketimi yaptiklari, % 13.3 {inlin (4) ise haftada birka¢ kez ya da hig

tilkketmedikleri olgu formlarinin degerlendirilmesiyle belirlendi (Grafik11).
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Grafik 11. Hp (+) hastalarin karbonhidratli gidalar tiiketme sikligi.




Bu grupta yer alan bireylerin ¢iirik olusumu acisindan Onemli olan
karbonhidratli gidalar tiiketme sikliklar1 degerlendirildiginde; % 40 min c¢ikolata,
% 13.3 {iiniin bal, recel vb. , % 26.7 sinin biskiivi, % 3.3 {iniin emilen seker vb.
gidalar1, % 16.7 sinin diger besinleri tercih ettikleri gozlendi. Icecek olarak ise % 33.
3 iiniin kola, % 33.3 {inlin meyve suyu, % 6.7 sinin sekerli ¢ay ve % 23.3 {iniin ise
stitii tercih ettikleri saptandi.

Ebeveynlerin dis firgalama aligkanliklar1 degerlendirildiginde; % 10 unun (3)
giinde iki, % 46.7 sinin (14) giinde bir kez dis firgaladiklar, % 36.7 sinin (11)

diizensiz ve % 6.7 sinin(2) ise hi¢ dis fircalamadig1 saptandi (Grafik 12).

B Giinde 2 kez
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ODuzensiz
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Hp (+) Hastalarin Dig Firgcalama
Aligkanhklari

Grafik 12. Hp (+) hastalarin ebeveynlerinin dis fircalama aliskanliklar

Ebeveynlerin doldurduklari olgu rapor formlarindan ¢ocuklarinin agiz ve dis
sagliklarin1 korumak i¢in yapilmasi gerekenlerle ilgili bilgi diizeyleri degerlendirildi.
Buna gore, ebeveynlerin % 36.7” sinin (11) ¢ocuklarinin agiz dis sagligin1 korumak

icin dis firgalamalarina yardim ve tesvik ettikleri, % 3.3’liniin(1) diizenli dis hekimi
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kontrollerine goétiirdiikleri, % 56.7’sinin (17)

olmadiklari,

% 3.3’lniin (1)

cocuklarmi bilgilendirdikleri gozlendi (Grafik 13).
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saghg bilgileri

Grafik 13. Hp (+) hastalarin ebeveynlerinin agiz ve dis sagliklarini korumak
icin ¢ocuklarina yapilmasi gerekenlerle ilgili bilgi diizeyleri

Helicobacter pylori enfeksiyonu saptanan gruptaki bireylerin ebeveynlerinin
egitim diizeyleri incelendiginde annelerin % 60 min, babalarin % 30 unun ilkokul

veya ortaokul mezunu oldugu; annelerin % 40 1nin, babalarin ise % 70 inin lise veya

iniversite mezunu oldugu saptandi (Tablo 17).

Anne egitim diizeyi Baba egitim diizeyi
Tlkokul 14 (% 46. 7) 4 (%13. 3)
Ortaokul 4(%]13. 3) 5(%16.7)
Lise 10 (% 33. 3) 14 (% 46.7)
Universite 2(%6.7) 7 (% 23. 3)

Tablo 17: Hp (+) saptanan ¢ocuklarin ebeveynlerinin egitim diizeyleri




3.4. Kontrol Grubunun Dental Bulgu ve Agiz Hijyen Ahskanhklarimin
Degerlendirilmesi

Kontrol grubunu olusturan ve yaslar1 ortalama 10.4 + 7.6 olan bireylerin
(n=30) ortalama DMFT, DMFS, dft ve dfs skorlar1 sirasiyla 2.2 + 2.3, 2.6 £ 3.1, 1.8
+ 2.2 ve 2.6 £ 3.1 olarak bulundu. Bu gruptaki bireylerin Silness& Lde’ ye gore plak
degerleri ortalama 1.4 £ 0.5 olarak saptandi.

Bu gruptaki bireylerin fircalama ve beslenme aligkanliklari, ebeveynlerinin
sosyo-demografik bulgular1 ve agiz hijyen aligkanliklari saptanarak bunlara ait
veriler degerlendirildiginde; % 12.9 unun (4) giinde iki, % 35.5 inin (11) giinde bir
kez dis fircaladiklari, % 48.4 {inilin (15) diizensiz dis fircalama aliskanligina sahip

oldugu, % 3.2 sinin(1) ise hi¢ dis fircalamadig1 saptand1 (Grafik 14).
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Kontrol Grubunun Dig
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Grafik 14. Kontrol grubunu olusturan bireylerin dis firgalama
aligkanliklarinin dagilima.
Kontrol grubundaki bireylerden (n=30) % 64.5’ inin daha 6nce dis hekimini

ziyaret ettikleri olgu rapor formlarindan saptandi. Ayrica beslenme aliskanliklari
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incelendiginde % 93.5 inin ¢ocukluk caginda ortalama 10.4 + 7.6 ay siire ile anne
stitiiyle beslendigi gozlendi. Bu gruptaki bireylerin % 64.5 inin (20) giinde bir veya
iki kez, % 22.6 smin (7) glinde ii¢ veya daha fazla karbonhidratli gida tiiketimi
yaptiklari, % 9.7 sinin (3) haftada birka¢ kez ya da daha az siklikla bu gidalar
tilkettikleri saptandi (Grafik 15). Hastalardan % 74.2 sinin (23) karbonhidrath
gidalardan ¢ikolatay tercih ettikleri saptanirken, icecek olarak % 48.4 iiniin (15)
meyve suyunu, % 19. 4 iiniin (10) ise kolay1, % 16.1 inin siiti, % 3.2 sinin suyu

tercih ettikleri saptandi.
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Kontrol Grubunun
Karbonhidrath Gidalari
Tiiketim Sikhiklan

Grafik 15. Kontrol grubundaki bireylerin karbonhidratli gidalari
tilketme sikligi.

Kontrol grubundaki bireylerin ebeveynlerinin  agiz  hijyen
aliskanliklar1 degerlendirildiginde; % 45.2 sinin (14) giinde iki kez ve % 29
nun (9) giinde bir kez, % 19.4 {iniin (6) diizensiz dis fir¢aladigi, % 3.2 sinin

(1) ise hig dis fircalama yapmadiklari belirlendi (Grafik 16).
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Grafik 16. Kontrol grubundaki bireylerin ebeveynlerinin dis firgalama
aliskanliklar1

Kontrol grubunda yer alan ebeveynlerin ¢ocuklarinin agiz ve dis sagliklarini
korumak i¢in yapilmast gerekenlerle 1ilgili bilgi diizeyleri incelendiginde;
ebeveynlerin % 35. 5 inin (11) c¢ocuklarinin agiz dis saghgimi korumak icin dis
firgalamalarina yardim ve tesvik ettikleri, % 3.2 sinin (1) ¢ocuklarin1 diizenli dis
hekimi kontroliine gotiirdiikleri saptandi. Ayrica % 9.7 sinin (3) ¢ocuklarinin sekerli
gida tiiketiminin azaltilmasina yardimer olduklari, % 48.4 {iniin (15) ise bu konuda

yeterli bilgiye sahip olmadiklar1 olgu rapor formlarinda belirlendi (Grafik 17).

O Dizenli dis fircalama
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Grafik 17. Kontrol grubunda yer alan ebeveynlerin ¢ocuklarinin agiz ve dis

sagliklarin1 korumak i¢in yapilmasi gerekenlerle ilgili bilgi diizeyleri
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Bu gruptaki bireylerin ebeveynlerinin egitim diizeyleri incelendiginde ise
annelerin % 51.7 sinin, babalarin ise % 32.3 iinlin ortaokul veya lise mezunu
olduklari; annelerin % 44. 2 sinin, babalarin ise % 64. 5 inin lise veya {iniversite

mezunu oldugu saptandi (Tablo 18).

Anne egitim diizeyi Baba egitim diizeyi
Ilkokul 10 (% 32. 3) 3(%9.7)
Ortaokul 6 (%19. 4) 7 (% 22. 6)
Lise 8 (% 25.8) 8 (% 25.8)
Universite 6 (% 19. 4) 12 (% 38.7)

Tablo 18: Kontrol grubunu olsturan bireylerin ebeveynlerinin egitim diizeyi

Yaptigimiz calismada Helicobacter pylori varligi tespit edilen test grubundaki
olgularin, tedavi sonrasinda dental plaklarinda saptanan bakteri varligi ile saglikli ve
herhangi bir medikal yakinmasi olmayan kontrol grubundaki bireylerin dental
plaginda bakterinin bulunma orani arasinda anlamli bir farklilik saptanmadi (p>0,05).

Helicobacter pylori varlig1 tespit edilen olgularla; saglikli ve herhangi bir
medikal yakinmasi olmayan kontrol grubundaki bireyler arasinda ciiriik goriilme
siklig1 (dft, dfs, DMFT ve DMFS) a¢isindan anlamli bir fark bulunmadi. Ayrica bu
iki grubun mutans sayilar1 ve plak indeksleri arasinda ayni sekilde istatistiksel olarak
anlamli bir fark bulunmadi (p>0,05).

Helicobacter pylori varlig1 tespit edilen olgularla; saglikli ve herhangi bir

medikal yakinmasi olmayan kontrol grubundaki bireylerin fircalama aliskanliklari,
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dishekimi ziyaretleri, anne siitii ile beslenme siireleri, karyojenik gidalar1 tiilketme
sikliklar1 agisindan yapilan degerlendirmelerinde istatistiksel olarak anlamli bir fark
gozlenmedi. Ebeveynlerinin egitim diizeyleri, firgalama aligkanliklar, agiz dis
saglig1 bilgileri arasinda da istatistiksel olarak anlamli bir farklilik gézlenmedi
(p>0,05).

Calismamizda gastrik endoskopi yapilan 105 hastanin patolojik inceleme ile
% 29.5 (31/105) H. pylori saptanirken PCR yontemi ile % 33.5 (35/105) saptanmasi
nedeniyle bakterinin saptanma oranlarinin bu iki yontemde benzer oldugu gozlendi.
Bu nedenle bu bulgumuz PCR yonteminin H. pylori tanisinda patolojik incelemeye

alternatif bir yontem olabilecegini gosterdi.
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BOLUM IV

TARTISMA

Cocuklarda antral gastrit ve duedonal iilserlerin baslica etkeni oldugu yapilan
arastirmalarda ortaya konan Helicobacter pylori’nin, gastrointestinal sistemin
baslangic1 olan agizda oral floranin iiyesi olup olmadig: tartigmalidir (1, 10). Son
yillarda yapilan bazi calismalar Helicobacter pylori’nin agiz florasinda ve dental
plakta bulundugunu, ancak bu alanlarda yerlesen bakterinin patojenliginin kesin
olmadigin1 bildirmektedir (37, 51, 88, 101, 117,125). Buna karsin antibiyotik ile
yapilan eradikasyon tedavisi sonrast bu bakterinin neden oldugunu enfeksiyonun
siklikla tekrarladigi da bildirilmektedir. Bu bulgu bakterinin, mide disinda 6zellikle
ag1z florasinda dental plak gibi bolgelerde varligini siirdiirebildigini gostermektedir.

Yetiskinlerde Helicobacter pylori’nin hem gastrik dokularda, hem de gastrik
dokular disindaki boélgelerde varligina iliskin ¢ok sayida calisma bulunurken
cocuklarda yapilan calisma sayis1 ¢ok azdir(1).

Helicobacter pylori enfeksiyonunun gec¢is yolu tam olarak bilinmemekle
birlikte biiylik olasilikla bulagma, ¢ocukluk doneminde olmaktadir. Spontan
eradikasyonlar ve sonraki tekrarlayan enfeksiyonlar (re-enfeksiyonlar) nedeniyle
gecisin ne zaman ve hangi sekilde oldugu halen anlagilamamistir (1, 88, 144).

Helicobacter  pylori  enfeksiyonunun tedavisi sonrasinda mideden
eradikasyonunun, bakterinin muhtemel rezervuarlarindan olan oral floradan
uzaklagtirllmasinda  yeterli olup olmadigin1 arastirdigimz  calismamizda
gastrointestinal sikayetlerle bagvuran 105 hastanin mide Orneklerinin patolojik

degerlendirmeler sonucu H. pylori gbriilme oraninin % 29.5 (31) oldugu belirlendi.
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Ulkemizde ¢ocukluk ¢aginda Helicobacter pylori enfeksiyonunun prevalansiyla ilgili
yapilan serolojik calismalarda enfeksiyonun goriilme sikliginin % 42 - 52.5 arasinda
oldugu bildirilmistir (70, 152, 153, 162). Buna gore calismamizda Helicobacter
pyvlori enfeksiyonunun goriilme oraninin, yukarida bildirilen serolojik calismalara
gore oranla daha diisiik oldugu gozlendi. Bunun nedeni, bakterinin tanisinda
kullanilan yontemlerin farkli olmasi ve/veya ailelerin egitim diizeyinin daha iyi
olmasindan kaynaklanabilir. Nitekim 105 kisilik arastirma grubunun ebeveynlerinin
egitim durumu incelendiginde annelerin % 42.9 unun, babalarinin % 71.5 inin
ortadgretim veya iiniversite mezunu olduklar1 gdzlendi. Sosyoekonomik diizeyin
diisiik oldugu bolgelerde Helicobacter pylori enfeksiyonun goriilme sikliginin daha
yiiksek oldugunu bildiren ¢aligmalarla bulgularimiz uyum gostermistir (23, 49, 84) .

Gastrik sivinin, 6zellikle gastritin akut safhasinda, enfeksiyonun gecisinde
onemli roli oldugu ileri siirtilmektedir (10). Bakterinin mide mukozasinda yerlestigi
diisiiniildiiginde mide igeriginin reflu, kusma vb. sekilde agiz bosluguna gelmesi,
bulagim yolunun gastro-oral yolla oldugunu diisiindiirmektedir. Bu safhada reflunun
sikliginin artmasi, bakterinin agiz bosluguna ve buradan baska bireylere gegisini
kolaylastirabilecektir (1). Cogu Helicobacter pylori enfeksiyonu ¢ocuklukta
kazanildig1 icin gastro-oral yayilimim, kusma yoluyla gastrik igerik ile daha sik
karsilagsan ¢ocuklarda 6nemli oldugu ileri stiriilmiistiir( 1, 30 ). Calismamizda 105
kisilik arastirma grubunda mide sikayetleri (karin agrisi, mide bulantisi, reflu v.b) ile
basvuran bireyler % 46.6 oraninda gozlenirken Helicobacter pylori teshisi konan 30
hastada ise % 73.4 olarak saptandi. Bu bulgumuz bakterinin mideden gastro-oral
yolla yayiliminin s6z konusu olabilecegini digiindiirmektedir.

H. pylorisi’nin gastrik mukoza disinda dental plak ve fegeste de varliginin

gosterilmesi nedeniyle, enfeksiyonun gecis yolunun oral-oral ya da fekal-oral
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olabilecegini ileri siiren ¢alismalar vardir (17, 40, 58, 75, 88, 144, 160, 168). Bu
caligmalarda dental plakta veya tiikiiriikte Helicobacter pylori’nin saptanmasi ile,
oral floranin Helicobacter pylori’nin gec¢isinde O6nemli rolii olabilecegi rapor
edilmistir (1, 104).

Yetiskin bireylerde oral kavitede yapilan calismalarda yontemlerdeki
farkliliklar nedeniyle bakterinin goriilme siklig1 ile ilgili farkli sonuglar bildirilmistir
(15, 17, 40, 48, 71, 92, 101, 104, 117, 125, 128, 135, 150, 155, 161, 164).
Helicobacter pylori’nin ¢ok miktarda iireaz liretmesi esasina dayali hizli lireaz ve
CLO(Campylobacter-like organisms) testleri bakterinin tespitinde yaygin olarak
kullanilan yontemlerdendir. Dental plakta Helicobacter pylorinin saptanmasinda
tireaz testlerinin kullanildig1 ¢ok sayida c¢alisma mevcuttur (6, 11, 29, 71, 128).
Helicobacter pylori, midedeki tek iireaz (+) bakteri oldugu i¢in, gastrik 6rneklerden
bakterinin tespitinde uygun bir yontem oldugu kabul edilmektedir. Bununla birlikte
agiz boslugu bazi Streptococcus tiirleri (S.salivarius, S. oralis, S. sanguis),
Haemofilus tiirleri (H. haemolyticus, H. paraphrohaemolyticus, H. parainfluenza),
Actinomyges tiirleri (4. meyeri, A. naeslundii, A. viscosus), bazi Micrococus tiirleri
ve Bacteriodes ureolyticus gibi ¢ok sayida iireaz (+) bakteriyi barindirmaktadir. Bu
nedenle dental plakta Helicobacter pylori tespitinde lireaz testlerinin kullanilmast,
diger iireaz pozitif bakteriler nedeniyle yanlis pozitif sonuglarin elde edilmesine
neden olabilir. Bu testlerin oral Helicobacter pylori tespitinde tek basina kullanilmasi
bu sebeple onerilmemektedir (51, 94, 114, 125).

Butt ve arkadaslarn (28), gastrik Orneklerde Helicobacter pylori’nin
mikroskopik incelemeyle tespit edilebilecegini, ancak dental plakta bu ydntemin,

ayn1 gorilintiiyii veren Treponema tiirlinli barindiran spiroketlerle karismasi nedeniyle
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belirleyici 6zelliginin diisiik oldugunu bildirmislerdir. Bu amagla ¢alismamizda
molekiiler biyolojik teknikler kullanilmistir.

Gastrik Helicobacter pylori’nin tanisinda kiiltiir yontemi “altin standart”
kabul edilmektedir. Bu nedenle Krajden ve arkadaslar1 (92); dental plak 6rneklerinde
Helicobacter pylori’yi kiiltiir yontemiyle saptamaya calismislar ancak gastrik olarak
Helicobacter pylori saptanan 29 hastanin sadece birinde dental plakta bu bakteriyi
tespit etmislerdir. Yapilan bu ¢alismayla Helicobacter pylori ilk kez oral 6rneklerden
kiltiir edilebilmistir.

Dental plak ve tikiirik orneklerinde Helicobacter pylori’nin kiiltiir
yontemiyle izole edilebilmesine ragmen, bakterinin kiltiirliniin yapilmasindaki
zorluklar nedeniyle oldukca az sayida drnekte saptanabildigi bildirilmistir (1, 17, 19,
32, 37, 42, 58, 75, 80, 84, 92, 100, 102, 126, 168). Ishiara ve arkadaslar1 (80)
Helicobacter pylori’nin dental plak ve tikiiriikte kiiltiir yontemiyle diisiik oranda
saptanmasinin nedeninin,  mikroaerofilik ortamin varligina,  besiyerlerinin
ozelliklerine, bakterinin iiremesi i¢in yedi gilinliik takip siiresinin gerekmesine ve oral
floranin karmasik yapisina baglamaktadirlar. Ayni arastiricilar bu problemleri
gidermek i¢in daha segici besiyerlerinin olusturulmasi gerektigini savunmuslardir.

Bode ve arkadaslar1 (22) oral flora 6rneklerinden Helicobacter pylori’nin
kiiltiir yontemiyle iiretilmesinde karsilasilan zorluklarin, bakterinin kiiltiir edilebilir
formlarinin bulunmamasina baglamislar ve bakterinin canli kokoid formlarinin
konvansiyonel teknikler ile kiiltiir edilemedigini bildirmislerdir. Bununla birlikte
Ishiara ve arkadaslar1 (80), bakterinin kokoid formunun ancak uygun olmayan
kosullarda baskin oldugunu ve agizdaki diger bakterilerin Helicobacter pylori

tizerinde inhibe edici etki gosterdiklerini rapor etmislerdir.
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Cellini ve arkadaslar1 ise (32) bakterinin kokoid formunun hastalikla iligkili
olmadigini, uygun kosullar altinda kokoid formlarin enfeksiy6z cubuk sekline
dontstiigiint iddia etmislerdir. Ishiara ve arkadaslar1 (80), Song ve arkadaglari (148)
da bakterinin dental plakta kokoid formda bulunmasinin klinik acgidan 6nemli
oldugunu ve gelecekte midenin enfeksiyonuna neden olabileceginden dikkate
alinmasi gerektigini savunmuslardir.

Kiiltiir yonteminde karsilasilan problemler nedeniyle son yillarda yapilan
calismalarda gelismekte olan molekiiler biyoloji teknikleri kullanilmaya baslanmistir.
Bu tekniklerden biri olan ve DNA’nin tiire 0zgli bdlgesinin spesifik
amplifikasyonuna dayali Polimeraz Chain Reaction (PCR) yontemi; ornekte spesifik
bakterilerin kii¢iik miktarlarda da olsa hizli tespit edilmesine olanak saglamaktadir.
Bunun yaninda mikroorganizmanin canli olarak elde edilmesini gerektirmemesi gibi
avantajlar1 nedeniyle bu yontem yaygin olarak kullanilmaya baglanmistir (51).

Bu yontemin kullanilmaya baslanmasiyla birlikte Helicobacter pylori oral
kaviteden alinan orneklerde daha sik olarak tespit edilmistir. Bununla birlikte
calismalarda elde edilen sonuglarin ¢ok fazla degiskenlik gosterdigi de
( %0-90) gozlenmistir (1, 15, 30, 48, 58, 80, 81, 94, 95, 104, 122, 123, 144, 149,
155, 168). PCR’la yapilan c¢aligmalarda elde edilen sonuclarin farkli olmasinin
nedenleri ii¢ sekilde degerlendirilebilir; Calisilan 6rnek grubu, ornek secimi ve
laboratuvarda kullanilan teknikler. Calisilan populasyon ve Ornek segimi
Helicobacter pylori gorilme sikliginda farkliliklara neden olmasma karsin, agiz
boslugunun, bu bakteri i¢in potansiyel bir rezervuar olabilecegini ortaya koymaktadir
(51).

Calismamizda endoskopi sonrasi PCR ile mide mukozasinda gozlenen H.

pylori orant ile patolojik degerlendirmeler ile ortaya konan bulgularin benzer oldugu
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saptandi. Bu bulgumuz PCR’la yapilan incelemenin; 6rnek grubunun iyi seg¢ilmesi,
incelenecek orneklerde amaca uygun kimyasallarin ve yontemlerin kullanilmasi,
kontaminasyon olmamasi i¢in dikkatli caligmasi halinde patolojik incelemeye
alternatif bir yontem olabilecegini gosterdi. Bravos ve Gilman (26) PCR yonteminin
dental plak, tiikiiriik vb. gibi non-gastrik dokularda Helicobacter pylori varliginin
saptanmasinda, bakterinin tanimlanmasinda kullamlan diger yontemlerinden (Ureaz
testi, kiiltiir vb) daha duyarli ve spesifik oldugunu savunmuslardir. Ayrica ayni
aragtiricilar molekiiler biyolojik tekniklerde kullanilan alet ve kimyasallarin
gelistirilmesi ve bu yontemde maliyetlerin azalmasiyla, patolojik incelemelere
alternatif bir yontem olabilecegini vurgulamiglardir. Gebera ve arkadaslari ise (61)
PCR’mn H. pylori’nin tespitinde diger yontemlere gore daha duyarli oldugunu ve en
az 10 bakteri hiicresine kadar tespit edebildigini buna ragmen yOntemin
duyarliliginin degiskenlik gosterdigini bildirmiglerdir.

Yapilan ¢alismalarda farkli sonuglarin rapor edilmesinin bir diger nedeninin
PCR islemlerinde kullanilan primerler oldugu diisliniilmektedir. Bu c¢alismalarda
Ureaz geni, 16S-rRNA genine dayali, spesifik 26K protein genini kodlayan veya
bakterinin rastgele secilmis bir DNA bdolgesini hedef alan primerler kullanilmigtir
(51, 94, 149). Fakat bu primerler arasinda duyarlilik ve spesifite farkliliklari
gozlenmektedir. Bu nedenle primerlerin duyarlilik ve spesifitesinin, uygulamasinin
internal bolgeye 0Ozgli bir ¢ift primerle gerceklestirildigi Nested PCR yontemi
kullanilarak arttirilmasina galigilmigtir.

Song ve arkadaslart (151); 40 yetiskin hastada, oral kavitenin farkli
alanlarindan toplanmis dental plak 6rneklerinde {i¢ farkli primer setiyle Helicobacter
pylori varhgini arastirmglardir. HPU1/HPU2 (Ureaz A geni), HP1/HP2 (16S rRNA)

ve EHC-U/EHC-L (860 baz ¢ifti) primer setleriyle yaptiklar1 ¢aligmalarinda EHC-
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U/EHC-L primerlerinin, diger setlere oranla daha duyarli ve spesifik oldugunu
gostermislerdir.

Li ve arkadaslari (95) ile Song ve arkadaslarn (141, 142) yaptiklar
caligmalarda dental plak ve tiikiirtikte Helicobacter pylori’nin saptanmasi amaciyla
EHC-U/ EHC-L primerlerini kullanmiglardir. Li ve arkadaglar1 (95) bu primerleri
kullanarak yaptiklar1 g¢aligmalarinda, Helicobacter pylori enfeksiyonu saptanan
yetiskin hastalara ait tiikiirik Orneklerinde % 59 oraninda bakteri varligini
gostermisglerdir. Song ve arkadaslari ise (148) dispeptik sikayetleri bulunan yetiskin
hastalarin tiikiiriik Orneklerinde % 55, dental plaklarinda ise % 97 oraninda
Helicobacter pylori varhigini saptamiglardir. Song ve arkadaglarinin (150)
EHC-U/ EHC-L primerlerini kullanarak yaptiklar1 bir baska calismada, abdominal
yakinmalar1 bulunan ve endoskopi yapilan 20 yetiskin bireye ait oral Orneklerin
(dental plak ve tiikiiriik) tiimiinde bakteri varligin1 gozlediklerini bildirmislerdir. Bu
calismalar 1518inda sensitivite ve spesifisitesinin yiiksek olmasi nedeniyle
calismamizda EHC-U/ EHC-L primerleri kullanilmistir.

Helicobacter pylori’nin agiz boslugunda PCR yontemi ile saptanmasinin
olumlu ydnlerinin yaninda, iki agidan dezavantaji oldugu diisliniilmektedir.
Bunlardan ilki; bakteri agiz boslugunda az sayida ve enfeksiyona neden olacak
miktarda bulunmamasina ragmen PCR yontemi ile saptanabilir. Diger bir dezavantaji
ise; PCR, yasamayan yani enfeksiyoz olmayan Helicobacter pylori’nin de varligini
gosterir. Buna karsin agiz boslugunda tespit edilen Helicobacter pylori’nin canli
oldugu ve patojenite yarattigi diisiiniiliirse, tiremesini destekleyecek bir mikroortam
da gereklidir. Bu sebeple, 6rnegin oral florada bakterinin yerlesebilecegi spesifik
alanlarin belirlenmesi, bu alanlarda ne kadar siklikla bulundugunun arastirilmasi

gereklidir.
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Helicobacter pylori’nin oral kavitenin degisik bolgelerinde; supragingival ve
subgingival plakta, tiikliriikte, oral lezyonlarda ve oral mukoza iizerinde tespit
edildigi bildirilen g¢alismalar bulunmaktadir (1, 20, 48, 135, 148, 149). Fakat
caligmalarda kullanilan yontemlerin farkli olmasi nedeniyle bakterinin oral
kavitedeki bu degisik alanlarda goriilme sikligimin karsilastirilmasi zor olmaktadir
(51).

Allaker ve arkadaslari (1), ortalama yaslar1i 8 olan 100 ¢ocukla
gerceklestirdikleri ¢aligmalarinda, gastrik biyopsi drneklerinden % 22’sinin Hp (+)
oldugunu ve bu bakterinin, hem gastrik biyopsisi Hp (+) hemde ayn1 alandan alinan
orneklerde Hp (-) saptanan bireylerin supragingival dental plak ornekleri ve agiz
stiriintiilerinde var oldugunu PCR yontemi ile gdstermislerdir. Arastiricilar gastrik
Hp (+) hastalarin % 68 inin ve biyopsi alinan tim c¢ocuklarin % 36 sinin dental plak
orneklerinde bakteri varhigini gozlemislerdir. Song ve arkadaslart (149) ise; 42
dispeptik yakinmasi olan yetiskin hastayla yaptiklari ¢aligmalarinda hastalarin % 97
sinde supragingival plakta Helicobacter pylori sapmislardir. Riggio ve Lennon(135)
ise mide orneklerinde Hp (+) olan 29 yetiskin hastadan aldiklar1 subgingival plak
orneklerinin % 33 iinde bakteri varligini ortaya koymuslardir.

Song ve arkadaslari (149), supragingival plak orneklerinin agizda disler
tizerinde alindig1 bolgelere bagl olarak, Helicobacter pylori prevelansinin
degiskenlik gosterdigini bildirmislerdir. 39 birey lizerinde yaptiklar1 ¢aligsmalarinda
Helicobacter pylori’nin molar, premolar ve keser diglerden alinan Orneklerde
saptandigi, bunun yaninda molarlarda %82 (32), premolarlarda %64 (25), keser
dislerde ise %59 (23) oraninda bulundugu bildirmislerdir. Bu dagilim, Helicobacter
pylori’nin mikroareofilik 6zelligi ile agiklanabilir. Keser dislerden molar dislere

dogru oksijene maruz kalma kademeli bir sekilde azalir ve bu da Helicobacter

113



pylori’ nin molar bolgede daha siklikla {iremesine yardimei olur (88). Bu sebeple
calismamizda bireylerin molar disler bolgesinden dental plak 6rnekleri toplanmustir.
Calismaya katilan bireylerin yasinin kiigiik olmast ve cep derinliklerinin fizyolojik
sinirlarda  olmasindan dolay1 c¢alismamizda supragingival plak Orneklerinin
toplanmasi tercih edilmistir.

Banatvala ve arkadaglari(14), gastrik sikayetleri nedeniyle endoskopik
degerlendirme yapilan 54 olguda, lireaz A genini saptayan primerleri kullanarak
yaptiklar1 PCR ¢alismalarinda, dental plakta Helicobacter pylori varligint % 72.2
oraninda saptamiglardir. Hammar ve arkadaglarinin (73) ayni1 yontemi kullanarak
yaptiklar1 ¢alismada ise gastrik sikayeti bulunan 27 hastanin tiikiiriik 6rneklerinde
% 33.3 oraninda Hp (+) olarak bulunmustur.

Mapstone ve arkadaslar1 (104), Nguyen ve arkadaslar1 (118) ise 16S rRNA
primerlerini kullanarak yaptiklari ¢alismalarinda sirasiyla dental plak orneklerinde
% 23.8 (n=21), % 28 (n=25) bakteri DNA’sin1 elde etmislerdir. Umeda ve
arkadaslar1 (161) gastrik yakinma ile bagvuran hastalarda Nested PCR ve 16S rRNA
saptayan primerle yaptiklari ¢alismalarinda, hastalarin oral mukoza orneklerinin
% 40’inda, herhangi bir gastrik yakinmasi olmayan 12 bireyin 2’sinde (% 16.6)
Helicobacter pylori bakterisinin varligini saptamislardir. Calismamizda midede
Helicobacter pylori varligi endoskopik olarak tespit edilen 29 hastanin 13’iinde
(% 44.8) dental plakta bakteri gdzlenirken, 30 saglikli bireyden olusan kontrol
grubunun (herhangi bir gastrik yakinmasi olmayan) sadece 2’sinde (% 6.6) dental
plakta H. pylori saptanmistir. Kontrol grubuna ait dental plak Orneklerinde
Helicobacter pylori varligi ile ilgili bulgularimiz yukarida bildirilen ¢aligmayla uyum

gostermezken, Hp (+) olan gruba ait sonuglar uyum gostermistir.
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Song ve arkadaslariin (149) ortalama 40 yasinda olan Hp (+) olan 42 hasta
tizerinde EHC-U/EHC-L primerleri kullanarak Nested PCR yontemiyle yaptiklari
caligmalarinda dental plak ve mide 6rneklerini degerlendirmisler ve Hp (+) olan
hastalarin dental plak 6rneklerinin % 97’sinde, tiikiiriik 6rneklerinin ise % 55’inde
Helicobacter pylori varligmi saptamislardir. Bu ¢alismanin bulgulan, Helicobacter
pylori’nin dental plakta daha yiiksek oranda bulunmasi nedeniyle ¢alismamizla uyum
gostermemistir.

Allaker ve arkadaslar1 (1) yaslar1 5-16 olan 100 ¢ocuk iizerinde yaptiklar
calismalarinda, endoskopi girisimi Oncesi agiz (dental plak) ve feces Orneklerini,
ayrica endoskopi esnasinda alinan mide biyopsi drneklerini degerlendirmislerdir. Bu
calismada, Helicobacter pylori cocuklarin % 22’sinin mide drneklerinde saptanirken,
gastrik Hp (+) pozitif olan hastalarin dental plaginda ise %68 oraninda bakterinin
bulundugu bildirilmistir. Ayn1 ¢alismada midesinde bakteri negatif olarak belirlenen
bireylerin %?24’tinde dental plakta Helicobacter pylori bakterisinin varligi
saptanmistir. Bu calisma, gastrik ve non-gastrik Helicobacter pylori prevalansinin
invaziv yoOntemlerle degerlendirilmesi agisindan c¢ocuklarda yapilan diger
calismalardan farklilik géstermektedir.

Calismamizda, arastirma grubunu olusturan 105 bireyin 31 inde (% 29.5)
patolojik  degerlendirme sonucu midede Helicobacter pylori enfeksiyonu
saptanmasina karsin, midesinde bakteri negatif saptanan 74 bireyden 9’unda
(% 12.8) dental plakta Hp (+) olarak gozlendi (Tablo 13). Buna gore arastirma
grubunda patolojik degerlendirme sonucunda midede Hp (+) ¢ikan bireylerin yiizdesi
yukaridaki ¢alisma ile uyum gosterirken (% 29.5), Hp (-) ¢ikan bireylerin dental

plaginda bakteri goriilme orant (%12.8) farkli bulunmustur. Bunun nedeninin sz
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edilen calismada kullanilan primerlerin  farkliligindan  kaynaklanabilecegini
diisiinmekteyiz.

Bu ¢alismada 105 bireyde yapilan inceleme sonunda; PCR ile bireylerin mide
mukozas1 Orneklerinde % 33.5 (35) oraninda Hp (+) saptanirken patolojik
incelemede bu oran % 29.5 (31) olarak belirlendi. Boylelikle Gastrik Hp (-) bulunan
4 bireyde PCR yontemiyle mide mukozasinda Hp (+) saptandi. Bu farklilik, PCR
yonteminin DNA tespitine dayanmasina ve bu yontemde canli olmayan bakterilerin
de saptanmasi nedeniyle olabilir. Ayrica bu 4 bireyde Helicobacter pylori DNA’simin
saptanmasi, ya Onceden bu enfeksiyonun gecirildigini ya da biiyiik olasilikla
bireylerin gelecekte enfeksiyonla karsilasabilecegini gosteren bir bulgu olarak
yorumlanabilir.

Bu ¢alisgmada mideden yapilan endoskopik incelemede Helicobacter pylori
varlig1 saptanan hastalarin dental plak Orneklerinde % 44.8’inde (13/29)
Helicobacter pylori pozitif saptanirken, yapilan eradikasyon tedavisi sonrasinda
dental plakta Helicobacter pylori oranimnin % 17.2°ye (5/29) distigi saptandi.
Tedavi sonrasinda dental plakta H.pylori ile ilgili saptanan bu azalma (% 27.6)
anlamli bulundu (p< 0.05). Helicobacter pylori, tedavi Oncesi patolojik
degerlendirme ile olgularin tiimiinde saptanirken, tedavi sonrasi iire nefes testi ile
yapilan degerlendirme sonucunda %31 (9/29) oraninda saptanmistir. Tedavi
sonrasinda mide mukozasinda (%69) Helicobacter pylori ile ilgili saptanan bu
azalma istatistiksel olarak anlamli bulundu. Yapilan tedavi sonucunda Helicobacter
pyvlori’nin gerek mideden gerekse dental plaktan uzaklastirilmas:t saglanirken,
timilyle ortadan kaldirilamadigr belirlendi. Eradikasyon terapisinden sonra

bakterinin midede varligini siirdiirebildiginin saptanmasi ve ayrica dental plaktaki
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azalmanin mideye oranla daha diisiik bulunmasi nedeniyle dental plagin bir rezervuar
olabilecegi diisiiniilmektedir(Tablo 15).

Miyabayashi ve arkadaslarinin (112) Nested PCR ydntemi ve iireaz genine ait
primerler kullanarak 47 yetiskin hastada yaptiklar1 bir ¢alismada, oral flora, dental
plak ve tiikiiriikten aliman Orneklerde % 48. 9 oraninda (23 hasta) Helicobacter
pylori saptandigi bildirilmistir. Bu hastalardan 18’inde dental plak ve 16 tiikiiriik
orneginde H. pylori pozitif saptanirken, 11 hastanin hem dental plak hem de tiikiiriik
ornekleri iireaz geni igin pozitif olarak belirlenmistir. Uygulanan antibiyotik
eradikasyon terapisinin bitiminden 4 hafta sonra bakteri hastalarin 11 inde dental
plakta pozitif, 10’unda tiikiiriikte pozitif, 5 inde ise her iki ornekte de pozitif
saptanmistir. Eradikasyon tedavisinden sonra 47 hastanin 34’lniin gastrik
orneklerinde Hp (-) bulunurken, oral Hp (+) olan 23 hastanin sadece 12’sinde H.
pylori (-) bulunmustur.

Gebera ve arkadaslar1 (60) H. pylori enfeksiyonu saptanan 30 hastaya ait
dental plak ve tiikiirik orneklerini sistemik antibiyotik tedavisinden ii¢ ay sonra
degerlendirdikleri ¢alismalarinda, Helicobacter pylori’nin mideden %90 oraninda
temizlendigini buna karsin dental plakta bakterinin %60 oraninda varligini
stirdlirdiiglinii tespit etmislerdir.

Avcu ve arkadaslar1 (11) da sistemik eradikasyon tedavisinden bir ay sonra
orta ve kotli agiz hijyenine sahip bireylere ait dental plak orneklerini CLO testi ile
degerlendirdikleri calismalarinda, bakterinin dental plakta sirasiyla % 90.2 ve % 100
oraninda bulundugunu saptamislardir. Bu hastalara ait gastrik rekiirrensi; orta agiz
hijyenine sahip bireylerde %41.2, kotlii agiz hijyenine sahip bireylerde ise % 58.3

olarak bildirmiglerdir.
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Giirbiiz ve arkadaglar1 (71) ise CLO testi kullanarak Hp(+) tanis1 konan 75
dispeptik hastanin dental plak 6rneklerinde % 86.7 oraninda Helicobacter pylori’nin
pozitif oldugunu bildirmislerdir. Eradikasyon tedavisinden sonra ayni test
kullanilarak dental plak Ornekleri degerlendirildiginde bakterinin ayni oranda
pozitifliginin devam ettigini saptamiglardir.

Suk ve arkadaglar1 (154) 65 yetiskin hastada PCR yontemi ile Helicobacter
pylori’nin iireaz genini tespit etmeye ¢alismiglar ve bu hastalarin % 58’inde (38/65)
midede, % 43’iinde (28/65) ise dental plak 6rneklerinde Hp (+) olarak saptamislardir.
Eradikasyon tedavisinden bir ay sonra dental plak ve mide O&rneklerini
degerlendirdiklerinde, hastalarin % 84’linlin mide mukozasinda, dental plak
orneklerinde ise sadece % 7’sinde bakterinin Hp (-) oldugunu goézlemlemislerdir.
Aragstiricilar dental plagin, basarili bir sistemik eradikasyon tedavisi sonrasinda
Helicobacter pylori enfeksiyonunun rekiirrensinden sorumlu olabilecegini
savunmuslardir.

Calismamizda Helicobacter pylori enfeksiyonuna sahip bireylerle, kontrol
grubundaki saglikli bireylerin Silness&Lo6e plak indeksine goére yapilan
degerlendirilmesinde anlamli bir farklilik gozlenmedi. Yapilan bazi ¢aligmalarda
midede Helicobacter pylori varligr ile oral hijyen arasinda iligki bulundugu
gosterilirken, diger bazi ¢alismalarda bir iliski bulunmadigi bildirilmistir; Avcu ve
arkadaslar1 (11), gastrik problemi bulunan 108 yetigkin hastanin Oral Hijyen
Indeksi(OHI) ne gdére agiz hijyen durumlarimi inceledikleri c¢alismalarinda, agiz
hijyeni 1iyi olan bireylerde Helicobacter pylori rekiirrensinin azaldigini
bildirmiglerdir. Bu nedenle oral hijyen ile Helicobacter pylori varlig1 arasinda iliski

bulunabilecegini rapor etmislerdir. Giirbliz ve arkadaslar1 (71) ise diigiik periodontal
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ve plak indeksine sahip bireylerde Helicobacter pylori goriilme oranin azaldigini
saptamiglardir.

Calismamizda H. pylori bakterisinin arastirma grubunda gerek mide
mukozas1 gerekse dental plakta goriillme oraninin, diger bazi ¢alismalar dan diisiik
bulunmasi arastirma grubundaki bireylerin oral hijyeninin ¢ogunlukla orta veya iyi
olmast ile (% 97.1) agiklanabilir.

Hardo ve arkadaglar1 (75) ise hem kiiltiir hem de PCR yontemiyle 62 yetiskin
hastaya ait mide ve dental plak Orneklerini inceledikleri calismalarinda, mide
orneklerinde histolojik olarak 34 hastada Helicobacter pylori varligini saptadiklarini,
dental plak Orneklerinde ise Helicobacter pylori’nin kiiltir yontemiyle hig
gosterilemedigini, PCR ile sadece bir hastada bakterinin varligin1 saptadiklarini
bildirmiglerdir. Sonug¢ olarak Helicobacter pylori enfeksiyonu ile oral hijyen ya da
periodontal hastalik agisindan anlamli bir iligki bulamadiklarini rapor etmislerdir.

Anand ve arkadaslar1 (6) patolojik degerlendirme, serolojik testler ya da hizl
tireaz testi sonucu H. pylori enfeksiyonu saptadiklari 65 hasta ile bu testler
neticesinde bakteri varligi saptanmayan 69 hastadan olusturduklari kontrol grubunun
oral hijyen durumlarmi karsilastirdiklar1 ¢alismalarinda, her iki grup arasinda oral
hijyen durumu ag¢isindan anlamli bir farklilik saptanmadigini rapor etmisglerdir.

Ozdemir ve arkadaslar1 (128) ise gastriti olan hastalarin oral hijyen durumunu
Ouigley- Heine plak indeksine gore degerlendirdikleri ¢aligmalarinda, plak indeksleri
ve H. pylori enfeksiyonu arasinda bir iligki saptayamamislardir. Ayni sekilde
Berroteran ve arkadaslarinin (18) Silness& Loe plak indeksine gore oral hijyenleri
degerlendirilen, Helicobacter pylori enfeksiyonu bulunan hastalarda yaptiklari

calismalarinda bakteri varlig1 ile plak skorlari arasinda bir iliski bulunamamastir.
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Calismamizda Helicobacter pylori varligi tespit edilen olgularla; saglikli ve
herhangi bir medikal yakinmasi olmayan bireylerden olusan kontrol grubu arasinda
cuiriik indeksleri (dft, dfs, DMFT ve DMFS) agisindan istatistiksel olarak anlamli bir
farklilik bulunamadi. Benzer sekilde Kolho ve arkadaslarinin (91) 21 H. pylori
pozitif ve 27 H.pylori negatif olan 5-7 ve 8-12 yaslardaki cocuklarin dental
durumlarim1  (DMFT, DMFs, dft ve dfs) karsilastirdiklart  ¢alismalarinda,
Helicobacter pylori ve dis ¢iirigli arasinda anlamli bir iliski saptanamamustir.

Cesitli ¢aligmalarda tiikiiriik Orneklerinde Streptococcus mutans’la ilgili
yapilan incelemelerde degisik besiyerlerinin kullanildigi gézlenmektedir; Schaken
ve arkadaglar1 (142) Streptococcus sobrinus lizerinde inhitdr etkisi nedeniyle TYCSB
agarin; Streptococcus mutans’la ilgili incelemelerde MSB agara gore daha uygun bir
besi yeri oldugunu rapor etmiglerdir. Buna karsin Dasanayake ve arkadaslar1 (43),
MSB agar iizerinde GSTB agara oranla daha fazla sayida koloni gdzlendigini
bildirmislerdir. Eltem ve Ertugrul (56) ise 18 g¢ocuktan aldiklar tiikiiriik
orneklerinden mutans streptokoklarin izolasyonunu Mitis Salivarius Sucrose
Bacitracin Agar(MSBA), Triptase Yeast Extract-Cystine Agar(TYCA), Tripticase
Yeast Extract-Cystine-Sucrose-Bacitracin Agar (TYCSBA) ve Tripticase Yeast
Extract-Sucrose Agar (TSY20BA) se¢ici besi yerlerini kullanarak incelemislerdir.
Sonug olarak MSBA’1n segici 6zelliginin ¢ok yiiksek oldugu; buna karsilik TYCA,
TYCSA ve TSY20BA’da tiikiirik mikroflorasinin diger lyelerinin de degisen
oranlarda biiyliyebildigini saptamiglardir. Yukaridaki ¢alismalarin 1s181nda tiikiirtikte
mutans streptokoklarin saptanmasi amaciyla caligmamizda MSBA besiyeri tercih
edildi.

Bu calismada mide 6rneklerinde Hp (+) veya (-)olan arastirma grubundaki

(n=105) bireyler, tikiiriik 0Orneklerindeki mutans sayilarina gore (cfu/ml)
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degerlendirildiginde, yiliksek ya da orta ¢iirlik riskine sahip olduklar1 gozlendi.
Helicobacter pylori enfeksiyonu saptanan bireylerle, kontrol grubundaki saglikli
bireyler mutans streptokok sayimlari agisindan karsilagtirildiginda istastistiksel
olarak anlamli bir fark saptanamazken H. pylori enfeksiyonu saptanan bireylerin
mutans sayilarinin ortalamalar1 degerlendirildiginde yiiksek ciiriik riskine sahip
oldugu gozlendi. Kontrol grubunda yer alan bireylerin mutans sayilar1 ortalamalari
degerlendirildiginde ise orta ¢iiriik riskine sahip olduklari belirlendi.

Buna gore Helicobacter pylori ile dis ¢liriigii veya ¢iiriik riski agisindan kesin
bir iliski saptanamazken, enfeksiyona sahip ¢ocuklarin mutans sayilarin yiiksek
olmasi ve medikal problemleri nedeniyle ¢liriik goriilme potansiyellerinin yiiksek
olmasi beklenebilir. Helicobacter pylori ile mutans streptokoklarla arasindaki iliskiyi
gosteren c¢alismalarin bulunmamasi nedeniyle bu konuda yeni ¢aligmalara gerek
vardir.

Calismamizda mide yakinmalari ile bagvuran bireylerin (n: 105) % 43.3°
iniin giinde bir veya iki kez dis fircaladiklar1 ve % 66.7’ sinin son bir yil i¢inde
dishekimi ziyareti gerceklestirdikleri gozlendi. Helicobacter pylori enfeksiyonu
saptanan gruptaki bireyler, saglikli bireylerden olusan kontrol grubu ile; dis firgalama
aligkanliklari, dishekimi ziyaretleri, anne siitii ile beslenme siireleri, karyojenik
gidalar tiiketme sikliklar1 agisindan karsilagtirildiginda iki grup arasinda anlamli bir
fark bulunamadi (p>0.05). Ayrica ebeveynlerinin egitim diizeyleri, firgalama
aliskanliklari, agiz dis saglig bilgileri arasinda yine iki grup arasinda anlamli bir fark
bulunamadi (p>0.05). Nasrolahaei ve arkadaslar1 (114), benzer sekilde H. pylori
enfeksiyonu saptadiklari 126 bireyle, herhangi bir gastrik sikdyeti olmayan 54
saglikli bireyi karsilastirdiklar1 ¢alismalarinda, iki grup arasinda dis firgalama ve

dishekimi  ziyareti agisindan istatistiksel olarak anlamli  bir farklilik
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saptayamamislardir. Dore ve arkadaslart (49) H. pylori’nin serolojik testlere
yaptiklar1 ¢alismalarinda, gerek kirsal kesimde yasayan gerekse sehirde yasayan
cocuklarin anne siitii ile beslenmelerinin bakterinin seropozitifligine etkisi olmadigi
sonucuna varmiglardir. Bu aragticilarin bulgular1 ¢galismamizla uyum gostermistir.

H.Pylori enfeksiyonlarinda kronik karin agrisinin baslica belirtisi oldugu
bidirilmekle birlikte, bu veya baska semptomlarin bulundugu hastalarda yapilan
arastirmalarda, Helicobacter pylori bakterisi ile enfekte olmus veya olmamis
cocuklar arasinda belirgin bir faklilik saptanamamistir (1, 18). Benzer sekilde
calismamizda, arastirma grubunda gastrointestinal semptomlarla Helicobacter pylori
arasinda bir iliski bulunamadi. HP (+) hastalarin % 37.1 inin mide yakinmalari
disindaki semptomlarla ( beslenme bozukluklari, sindirim giicliikleri vb.), % 17.1
inin mide bulantisi, % 15.2 sinin karin agrisi, % 14.3 {niin reflu, % 1.9 unun
diyare, % 14.3 iiniin kabizlik yakinmalar1 nedeniyle basvurdugu gozlendi (Grafik 1).

Allaker ve arkadaslari (1) 5-16 yas arasindaki 100 ¢ocugun % 50’sinde
tekrarlayan karin agrilar1 saptamiglardir. Fakat abdominal semptomlarla Helicobacter
pylori arasinda kesin bir iligki bulunamadigini bildirmislerdir. Bode ve arkadaslar1 da
(22), bakteriyle enfekte olan cocuklarin saglikli ¢ocuklara oranla %13.4 daha az
gastrointestinal semptomlara sahip olduklarini rapor etmislerdir.

Calismamizda, Helicobacter pylori enfeksiyonu saptanan bireylerin (n=30)
13 tinde Nested PCR yoOntemiyle dental plak ve mide mukozasi 6rneklerinde DNA
bantlarinin ayn1 oldugu tespit edilmistir. Glinlimiizde, mide ve agiz boslugundan elde
edilen suslarin ayni oldugunu kanitlanmas: molekiiler biyolojik tekniklerin
gelistirilmesi nedeniyle miimkiin olmaktadir. Ancak bulgularimizin sekans analizleri
gibi ileri molekiiler biyolojik tekniklerle desteklenmesinin gerekli oldugunu

diisiinmekteyiz.
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Helicobacter pylori enfeksiyonu saptanan hastalarin dental plak 6rneklerinde
bakterinin gerek eradikasyon tedavisi oncesinde oldukca yiiksek oranda (%44.8)
gerekse eradikasyon tedavisinden sonra varliginin gézlenmesi (% 17.2) nedeniyle
dental plagin bu bakteri i¢in Onemli bir rezervuar olabilecegi goriisiine varildi.
Calismamizda  Streptococcus mutans ile H. pylori arasinda bir iliski
saptanamamasina ragmen, mide Orneklerinde Hp(+) olan hastalarda tiikiiriikteki
Streptococcus mutans sayisinin daha yiiksek ¢ikmasi nedeniyle, bu hastalarin ¢iiriik
riski tagiyabilecekleri sonucuna varildi.

Gastrik H. pylori enfeksiyonuna sahip bireylerde onemli bir rezervuar
olabilecegi diisiinlilen dental plagin dis fircalama gibi mekanik ve gargara veya
topikal ~vernik uygulamalar gibi ayrica ¢esitli kimyasal yOntemlerle
uzaklagtirilmasinin, dig ¢iirigliniin 6nlenmesindeki olumlu etkileri yaninda, H. pylori
bakterisinin gerek gecisinin, gerekse tedavi sonrasi re-enfeksiyonlarinin

onlenmesinde gerekli oldugu diistiniilmektedir.
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BOLUM V
SONUC

Calismamizda c¢ocuklarda antral gastrit ve duedonal iilserlerin baslica etkeni

olan Helicobacter pylori’nin dental plakta varligini1 saptayarak, oral kavitenin bakteri

icin rezervuar olup olmadigi ve sistemik eradikasyon sonrasinda dental plakta

goriilme oranini incelemeyi amagladigimiz bu ¢alismada asagidaki sonuglara varildi;

1.

3.

Helicobacter pylori enfeksiyonu saptanan hastalarin gerek eradikasyon
oncesinde gerekse eradikasyon sonrasinda dental plakta bakteri varliginin
gbozlenmesi nedeniyle dental plagin bu bakteri igin Oonemli bir rezervuar
olabilecegi,

Eradikasyon tedavisi oncesinde dental plak ve mide mukozasi 6rneklerinde
saptanan H. pylori DNA bantlarinin olgularin % 44.8 inde ayni bulunmasi
nedeni ile H. pylori’nin oral-oral gegisinin yaninda gastrik- oral gegisin s6z
konusu olabilecegi olabilecegi ancak bu konuda yeni c¢alismalara gerek
oldugu,

Helicobacter pylori enfeksiyonu saptanan hastalar ile kontrol grubunun
kargilastiritlmast  sonucunda  bireylerin  plak indeksleri, oral hijyen
aligkanliklari, dental bulgular ve beslenme aliskanliklari agisindan anlamli
farkliliklarinin  olmadigi, buna ragmen eradikasyon tedavisinden sonra,
re-enfeksiyonlarin engellenmesi i¢in sistemik antibiyotik tedavisine ek
olarak, dental plagin mekanik ve kimyasal eliminasyonunun gerekli oldugu,
S. mutans ile Helicobacter pylori varlig1 arasinda bir iliski saptanmamasina
karsin, Helicobacter pylori (+) hastalarda S. mutans sayiminin daha yiiksek

c¢itkmasit nedeniyle ¢iirik riski tasiyabilecekleri, bununla birlikte
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Streptococcus mutans’la iliskisini gosteren yeni caligmalarin gerekli oldugu

diistiniilmektedir.
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BOLUM VI

OZET

Calismamizin amaci gastrik enfeksiyonlarin baslica etkeni oldugu diisiiniilen
Helicobacter pylori’nin (Hp) agiz florasinin bakteri rezervuarlarindan olan dental
plakta da varliginin gosterilmesi, bakterinin sadece mideden eradikasyonunun yeterli
olmadigin1 ve dental plaktan uzaklastirilmasinin Onemini aragtirarak ortaya
koymaktir. Ayrica Hp enfeksiyonu olan bireylerin, dental plak ve tiikiiriiklerinde
Streptococcus mutans varliginin incelenerek olasi iligkisi ve dental ve agiz hijyen
bulgularinin, kontrol grubuyla karsilagtirilarak bu hastalarin ¢iiriik riski yoniinden
degerlendirilmesi amaglanmustir.

Bu amagla ¢alismamiza yaslar1 5-15 arasinda degisen gastrik yakinmalari
nedeniyle endoskopik degerlendirmeye alinan 105 hasta dahil edildi ve bireylerin
dental plak, mide ve tiikiiriik 6rnekleri toplanarak analizleri yapildi. Ayrica ayni yas
grubunda gastrik yakinmalar1 olmayan, saglikli bireylerden olusan kontrol grubunda
(n: 30) dental plakta Hp bakild: ve tiikiiriikte Streptococcus mutans sayimlari yapildi.
Hp dental plak ve mide 6rneklerinde genomik DNA izolasyon kitleri ve Nested PCR
yontemiyle analiz edildi. Bireylerin 31’inde patolojik olarak midede H.pylori
saptanirken, 74 hastada bakterinin varlig1 gozlenmedi. Hp (+) bulunan bireylerin
olusturdugu test grubuna antibiyotik verilerek uygulanan eradikasyon tedavisinden
alt1 ay sonra midede Hp varliginin kontrolii i¢in iire-nefes testi uygulandi. Alt1 aylik
kontrollerde dental plak ve tikiiriik Ornekleri tekrar almarak Hp ve S. mutans
incelemeleri tekrarlandi.

Test grubunun dental plak oOrneklerinde, eradikasyon tedavisi oncesinde
bakteri DNA’s1 % 44.8 pozitif bulunurken, eradikasyon tedavisi sonrasinda % 12.8

oraninda gozlendi. Ayrica dental plak ve mide mukozasi 6rneklerinde saptanan H.
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pyvlori DNA bantlariin, olgularin % 44.8 inde ayni bulunmasi nedeni ile dental
plagin bu bakteri i¢in 6nemli bir rezervuar olabilece8i sonucuna varildi. Bunun
yaninda Helicobacter pylori enfeksiyonu saptanan hastalar ile kontrol grubunun
karsilastirilmas1 sonucunda, bireylerin plak indeksleri, oral hijyen aligkanliklarinin
anlaml farkliliklar1 olmadigi saptandi.

Calismamizda S. mutans ile Hp varligi arasinda bir iligki saptanmamasina
karsin, Helicobacter pylori (+) hastalarda Streptococcus mutans saymminin daha
yiiksek ¢ikmasi nedeniyle ¢iiriik riski tasiyabilecekleri sonucuna varildi. Bu bulgular
1s18inda Hp enfeksiyonuna sahip bireylerde onemli bir rezervuar olabilecegi
diistiniilen dental plagin dis fircalama gibi mekanik ve ayrica kimyasal yontemlerle
uzaklastirilmasimin  gastrik enfeksiyonlarin  yayiliminin ve re-enfeksiyonlarin
onlenmesi i¢in gerekli oldugu diisiincesine varildi. Ayrica H. pylori’nin oral kavitede
diger bakteriler ve 6zellikle S. mutans ile iliskisini gdsteren yeni ¢aligmalarin gerekli

oldugu sonucuna varildi.
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SUMMARY

The aim of this study was to demonstrate the presence of H. pylori (Hp) in
dental plaque which has been proposed as a reservoir for gastric H. pylori and to
show the inadequancy of the eradication of this bacteria only from gastric tissues.
Moreover the presence of H. pylori and Streptococcus mutans found in dental plaque
and saliva, the oral and dental hygiene findings were compared in the individiuals
with H. pylori with a control group of a healthy subjects.

105 subjects aged between 5-15 years with gastric complaints who had
undergone endoscopic examination were included in the study and the saliva, dental
plaque and gastric mucosa samples were obtained and analysed. The presence of H.
pyvlori in the dental plaque and the salivary Strepfococcus mutans counts were
investigated in healthy subjects as well. H. pylori in dental plaque and gastric
samples were analysed by genomic DNA isolation and Nested-PCR method. While
Helicobacter pylori was determined pathologically in 31 gastric mucosa of
individuals’, bacteria was not observed was seen in 74 of subjects. In the test group
who had given antibiotics for eradication of H. pylori, the presence of the bacteria
was determined by urea-breath-test after six months. After six months follow-up
period, the dental plaque and saliva samples were obtained again to evaluate the
presence of H. pylori and Streptococcus mutans. After the eradication treatment,
44.8 % of the test group who were the DNA of the bacteria positive was reduced to
12.8 %. The determination of the same DNA lines both for the dental plaque and
stomach in 44.8 % of the test subjects suggested that dental plaque could be an
important reservoir for the H. pylori. No significant relationship was found between
the control and test groups regarding their caries prevalance, plaque indices and oral

hygiene habits.
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In the present study, it could be concluded that, H. pylori (+) subjects with
high counts S. mutans could be considered as a high caries risk group although no
correlation was determined between the presence of Streptococcus mutans and H.
pylori. In the light of these findings, it could be suggested that dental plaque which
could be an important reservoir for H. pylori bacteria should be eliminated
mechanically by tooth-brushing and chemical agents to prevent the transmission and
re-infection of gastric infections. Further investigations are needed to demonstrate

the relationship between H. pylori and oral flora especially Streptococcus mutans.
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EK I: OLGU RAPOR FORMU

Tarih:

Hasta Kodu:
Hasta Yasa:
Protokol No:

1.Hangi nedenle E.U Tip Fakiiltesi Cocuk Saglhigi ve Hastaliklart Anabilim Dali’'na

basvuruldu?

2.Sikayetler ne zamandan beri devam etmekte?

3. Cocugun bilinen bagka bir tibbi rahatsizlig1 var mi1?
a) Evet b) Hayir
4. Cocugun hergiin kullanmas1 gereken bir ilag var mi1?
a) Evet(cooveeeiiieieeieeee ) b) Hayir
5. Cocuga daha 6nce herhangi bir medikal girisimde bulunuldu mu?
a) Evet b) Hayir
6. Cocuk dislerini ne kadar siklikla firgaliyor?
a) Giinde 2 kez
b) Giinde 1 kez

¢) Diizensiz

d) Hig

7. Cocuk daha dnceden herhangi bir nedenle dishekimine gitti mi?
a) Evet b) Hayir
Nedeni:

Uvygulanan tedavi:

8. Cocugun sekerli gidalar tiikketme siklig1 nedir?
a)Haftada birkag¢ kez

b)Giinde 1-2 kez

¢)Giinde 3 kez ve daha fazla

d)Diger
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9. Icecek olarak daha siklikla tercihi:
a) Su

b)Meyve suyu

c)Sekerli cay

d)Kola

e)Siit

f)Diger

10. Ebeveynlerin egitim durumu:

Anne: Baba:

11. Ebeveynlerin dis fircalama aligkanliklart:
a) Giinde 2 kez
b) Giinde 1 kez
¢) Diizensiz
d) Hic
12. Cocugunuzun dis firgalamasina yardimci oluyormusunuz?

a)Evet b)Hay1r

13. Cocugunuzun agiz-dis sagligini korumak i¢in neler yapiyorsunuz?
a) Dis fircalamasina yardim etme yada tesvik etme
b) Diizenli dishekimi kontrolii
c) Sekerli gidalar1 tiiketme sikligin1 azaltma

d) Bu konuda yeterli bilgim yok.
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DMFT/DMFS-dmft/dmfs indeks degerleri:

55 54 (53 |52 |51 |61 |62

63

64

65

Daimi Siit
Ciiriik D d
Cekim M m
Dolgu F
Plak degeri:
H.pylori varhg:
Baslangig:
Kontrol:
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Verilen Tedavi Sekli:

Tibbi:

Dental Tedavi

St.Mutans varhg:

Baglangic:

Kontrol:
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EK I

Arastirmanin adi: Cocuklarda Oral Helicobacter Pylori Varliginin Gastrik Helicobacter
Pylori Eradikasyonunun Basgarisina ve Dis Ciirligiine Etkisinin Arastirilmasi
BIiLGILENDIRiLMiS GONULLU OLUR FORMU
Sayin Goniillii/Veli

Helicobacter pylori mide rahatsizliklarina neden olan bir bakteridir.Tedavi
edilmedigi takdirde iilserden mide kanserlerine kadar degisen c¢esitli rahatsizliklara
neden olabilmektedir. Bakteri mide mukozasina yerlestigi gibi agizda dis yiizeyinde
bulunan ve dental plak adi verilen kir tabakasina da yerlesebilir. Tedavi edilmezse ciddi
sorunlara neden olan bu bakterinin dental plakta ve tiikiiriikte belirlenmesi ¢ocugunuzun
genel saglig1 igin 6nem tagimaktadir.

Bu ¢alismada, E.U Tip Fakiiltesi Cocuk Saghigi Gastroenteroloji A.D.da rahatsizlig
nedeniyle endoskopi karar1 alinmig ¢ocugunuzdan bu islem dncesinde dental plak ve
tikiiriik ornekleri alinacaktir. Endoskopi esnasinda teshis amaciyla alinan materyalin
bir kism1 da bu caligmada kullanilacak ayrica biyopsi alinmayacaktir. Alinan tiikiiriik
orneklerinde agizda dis cliriiklerine neden oldugu bilinen mutans streptok bakterisi
incelenecektir. Girisim sonrasinda patoloji sonuglarma goére midesinde bakteri tesbit
edilmis hastalar aldiklar1 tedaviden alt1 ay sonra kontrol i¢in geldiklerinde ¢gocugunuzdan
dental plak ve tiikiiriikk 6rnekleri tekrar alinacaktir. Bu incelemeler size yada saglik
gilivencenizin karsilandig1 kurumunuza herhangi bir mali yiik getirmeyecektir.

Bu calismaya yaglart 5-15 arasinda degisen ve toplam 100 hasta katilacak ve
cocuklarin adlar1 gizli tutulacaktir. Son iki ay igerisinde antibiyotik kullanmamis
cocuklar caligmada yer alacaktir. Cocugunuz ve siz c¢alismayi reddetme hakkina
sahipsiniz. Calismay1 reddetseniz bile ¢ocugunuzun muayene ve tedavi planlamalari
tarafimizca yapilacaktir. Alinan dental plak ve doku Ornekleri yalnizca bu ¢aligma
dahilinde kullanilacak olup, higbir sekilde genetik amacl olarak bir baska ¢alisma igin
kullanilmayacak ve ¢alisma bitiminde tarafimizca imha edilecektir.Bu formun bir 6rnegi
sizde kalacaktir.istediginiz takdirde bu arastirmadan ayrilma/vazgegme hakkina sahip
olup, reddetme/vazge¢gme durumunda bile tibbi ve dental bakimlarin gergeklestirilmesi
tarafimizdan garanti edilmektedir.

Cocugunuz iki sene boyunca dis ve tibbi muayeneleri i¢in her alti ayda bir
tarafimizca kontrol edilecektir. Bunun size ve g¢ocugunuza ve bagli bulundugunuz
kuruma herhangi maddi veya manevi kiilfeti olmayacaktir. Inceleme ve tedaviyi yapacak
olan arastiricilar ve bagvurabileceginiz kisiler;

Dishekimi Saniye Cicek Yanar, Dighekimi Nesrin Eronat, Dr.Sema Aydogdu

Tel: 388 64 31-2804, 343 43 43-4299

Yukarida goniillilye arastirmadan 6nce verilmesi gereken bilgileri gdsteren tek sayfadan
olusan metni okudum. Bunlar hakkinda bana yazili ve sozlii agiklamalar yapildi. Bu
kosullarda s6z konusu arastirmaya kendi rizamla, higbir baski ve zorlama olmaksizin
katilmay1 kabul ediyorum.
Goniilliiniin ad1, imzasi, adresi (Varsa telefon no, faks no)

Tarih:

Velayet veya vesayet altinda bulunanlar icin veli veya vasinin adi, imzasi, adresi
(Varsa telefon no, faks no)

Aciklamalari yapan arastiricinin adi, imzasi

Tarih:
Riza alma islemine basindan sonuna kadar taniklik eden kurulus gorevlisinin ad1, imzast,
gorevi:
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