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1. GIiRIiS VE AMAC

Helicobacter pylori infeksiyonu diinyada en sik rastlanan gastrointestinal
bakteriyel hastaliktir (1). Bu infeksiyonun varliinin belirlenmesi sadece o anda
bulunan infeksiyonun tedavisi i¢in degil, ileride olugabilecek patolojilerin 6nlenmesi
i¢in de 6nemlidir. Ayrica, A. pylori’nin eradikasyonu igin uygulanan ilag tedavisinin
etkinliginin degerlendirilmesi de mikroorganizmanin varligi veya yoklugunun
bilinmesini gerektirir (2).

Giniimiizde H. pylori histoloji, kiiltiir, hizl1 iireaz testi ve Polimeraz Zincir
Reaksiyonu (PCR) gibi 6zofagogastroduodenoskopi gerektiren, bu nedenle invaziv
kabul edilen yontemlerle teshis edilebilmektedir (3,4). Bunun yaninda iire soluk testi
ve seroloji gibi endoskopi gerektirmeyen, non-invaziv yoéntemler de tamida
kullanilmaktadir. Endoskopi uygulanmasi zor, pahali, ekipman gerektiren, zaman
alan bir yontemdir. Non-invaziv yontemlerden olan iire soluk testi de pahal: bir test
olup sonuglarin degerlendirilmesi igin gaz izotop kitle spektrofotometresine veya
sintilasyon sayacina gereksinim gostermektedir (5). Seroloji basit, ucuz ve non-
invaziv bir yontem olmasimmin yaninda yiiksek duyarliliga ve ozgilliige sahiptir.
Ancak mevcut serolojik testler ile infeksiyonun varlifn veya siiresi
belirlenememektedir (6).

Bu galigmada dispeptik yakinmasi olan hastalarin mide biyopsi 6rneklerinde
mikrobiyolojik yontemlerle H. pylori varliinin aragtirilmasi, biyopsi orneklerindeki
histopatolojik bulgularin degerlendirilmesi, hasta serumlarinda H. pylori’ye spesifik
total IgG, IgM ve IgA varlifi ve diizeyinin belirlenmesi, western blot analizi ile
hangi antijenlere kars1 antikor gelistifinin aragtinlmasi ile serolojik profildeki

degisimin mikroorganizmanin  eradikasyonu ve histopatolojik tam1 ile
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kargilagtinlmasi, boylece H. pylori tanisinda kullamlabilecek non-invaziv bir test

gelistirilmesine yonelik veri tabani olugturulmasi amaglanmigtir.



2. GENEL BILGILER

2.1. H. pylori’nin Tarihgesi

Gastrik iilserasyon ilk kez 1586 yilinda tanimlanmig, duodenal iilserasyon ise
1688 yilinda otopsi bulgusu olarak gosterilmistir (7). Croatian Karl Schwarz
tarafindan 1910 yilinda "no acid, no ulcer" diktesi one siiriilmiis ve peptik ilser
tedavisinde antiasitler kullamlmaya baglanmstir (8).

Bir Italyan patolojist olan Bizzozero (9) tarafindan 1893 yilinda bir képegin
midesinde spiral bakterilerin oldugu rapor edilmigtir. Salamon (10), 1896 yilinda
kedi ve fare midelerinde benzer bulgular rapor etmigtir.

Spiral bakteriler insan midesinde ilk kez 1906 yilinda gosterilmigtir (11).
Baslangigtaki bu raporlar mide kanserli hastalarla ilgilidir. Bundan dokuz y1l sonra
gastrik ve duodenal iilserasyonlu hastalarin midelerinde de spiral
mikroorganizmalara rastlandif: bildirilmig, ancak bu organizmalarin oral kaviteden
kaynaklanan kontaminantlar oldugu diistinilmigtiir (12).

Insan midesinde iireaz aktivitesi bulundugu ilk kez 1950 yilinda rapor
edilmistir. Ancak bu iireaz aktivitesinin gastrik mukozal hiicrelerden kaynaklandigi
digiiniilmiiy ve bir bakter1 varlifl ile baglantist kurulamamistir. Fitzgerald ve
Murphy (13), gastrik iilserasyon nedeni ile rezeke edilen midelerdeki iireaz
aktivitesi ile ilgili caligmalar yapms, gastrik mukozadaki iireaz aktivitesinin iire ve
hidrojen iyonlan arasindaki bir reaksiyonla amonyak olusmasini sagladifini, bu
mekanizma ile mide mukozasii korudugunu diigiinmislerdir. Bundan dokuz yil
sonra, tetrasiklin kullanimi sonrasi gastrik iireaz aktivitesinin azaldig1 gosterilmigtir

(14). Enfekte olmayan (germ-free) hayvanlarin midesinde iireaz aktivitesinin
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bulunmamasi, gastrik ireazin bakteriyel kaynakli olabilecegini diisiindiirmiistiir
(15).

Doenges ve arkadaglan (16) yapilan 242 otopsi vakasmin %43'iniin
midesinde hematoksilen-eozin boyama ile spiroketlere rastlandigimi bildirmislerdir.
Daha sonra gastrik iilser ve kanser nedeni ile rezeke edilen 35 gastrik 6rnegin
%37'sinde spiroket goriildiigii rapor edilmistir (17). Ne yazik ki 1954 yilinda yapilan
bir galigmada 1000 gastrik biyopsi 6rnegi incelenmig ancak bu ¢alisma midede H.
pylori kolonizasyonunu gosteren bulgulann destekleyememis, bu nedenle bu
bakterilere duyulan ilgi azalmigtir (18).

Steer ve ark (19) tarafindan 1975 yilinda gastrik iilserasyonlari olan
hastalanin gastrik rezeksiyon orneklerinin %80'inde gastrit ve bakterilerin birlikte

goriildigi bildirilmigtir.

Tablo 1: H. pylori tarihgesinde 6nemli gelismeler

1893  Kopek midesinde itk kez gastrik spinal bir bakteri gosterildi.

1906  Insan midesinde spiroketler gosterildi.

1924  Midede iireaz aktivitesi rapor edildi.

1950  Ureazin amonyak iiretimi yolu ile gastrik iilserasyonlu hastalarda gastrik asidi notralize
ettigi soylendi.

1975  Gastrik iilserasyonlu hastalarin %80'inde gastrit ve spiroketlerin birarada varlig gésterildi.

1983  Gastrit ve muhtemelen peptik iilserasyonla iligkili Campylobacter-like organizmalarin
belirtilmesi ile modern dénem basladu.

1985  Helicobacter infeksiyonu ve gastrit gelisimi arasindaki zamansal iligki oldugu gosterildi.
1987  H. pylori'nin eradikasyonu ile duodenal iilserasyonun uzun siireli tedavisi gergeklestirildi.
1989  "Helicobacter" genusu 6nerildi.

1994  H. pylori grade 1 karsinbjen olarak klasifiye edildi.

1994  Peptik iilserli hastalarda infeksiyonun eradike edilmesi gerektigi belirtildi.

1997  H. pylori infeksiyonlartnin yonlendirilmesinde Avrupa konsensus raporu yayimlandi.

H. pylori tarihindeki modern dénem 1981'de iki yillik hekim olan Barry
Marshall'ln bir histopatolojist olan Robin Warren ile birlikte Bati Avustralya'da
yaptig1 ¢aligmalarla baglamigtir. Warren gastrik biyopsi 6megini Warthin-Starry
yontemi ile boyamis ve mukozal bakterilerin varlifim gostermistir. Marshall, gastriti

olan bir Rus hastayr tetrasiklin ile tedavi etmigtir (20). Daha sonra bu
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mikroorganizmanin iretilmesi iizerine ¢aligmalar yapilmis, ancak 1982'de yapilan
ilk kiiltir denemeleri basarisiz olmugtur. H. pylori kiiltiirde ilk kez 1984 yilinda
tiretilebilmigtir (21).

Bu bakterilerin gastrit ile iligkisi ilk kez 22 Ekim 1982'de Royal Australian
Collage of Physicians'da sunulmustur (22). Bu "Campylobacter-like organizmalar”
mikroaerofil olmalarn, morfolojik goriiniimleri, Gram boyanma o6zellikleri ve
DNA'larindaki guanintsitozin (G+C) oranlann ile diger Campylobacterlere
benzemeleri nedeni ile Campylobacter pylori diye adlandirilmigtir. Daha sonra
Campylobacter pylorinin diger Campylobacter'lerden farklt bir genus oldugu
anlagilmig ve morfolojisine uygun oldugu diisiiniilerek ismi "Helicobacter pylori"
olarak degistirilmigtir (23).

Peptik iilserasyon ve gastrik adenokarsinom ile Helicobacter'ler arasinda bir
baglantt olabilecegi ilk kez Marshall ve ark tarafindan ileri siiriilmigtir (24).
Seroloji (25), hizli iireaz testi (26), [°C] ve [**C] ire soluk testleri (27) gibi
giivenilir testlerin bulunmasi ile epidemiyolojik galigmalar baglamigtir.

H. pylori, 1994 yilinda grade I karsinojen olarak bildirilmis ve National
Institutes of Health Consensus Development Conference Statement’'da gastrik ve
duodenal ilserasyonu olan her hastanin bakteri eradikasyonuna yonelik tedavi
edilmesi onerilmigtir (28). H. pylori infeksiyonunun gastrit, peptik ilser, gastrik
mukoza ile iligkili lenfoid doku lenfomasi ve gastrik kanser ile iligkili oldugu,
tedavisinde proton pompast ile birlikte @iglii tedavi rejimi uygulanmasi gerektigi

1997 yilinda Europian Consensus panelinde bildirilmigtir (29).
2.2. H. pylori'nin Genel Ozellikleri
2.2.1. Selliiller Morfoloji
H. pylori Gram negatif, in vivo sartlarda 2-4 pm boyunda, 0.5-0.9 pm

eninde, S harfi ya da spiral geklinde bir basildir. Kanli agarda iiretilmig bakteriler

kivrik basiller geklinde gorilir. Bunlarin diginda kiiltirde ve nadiren in vivo
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sartlarda V seklinde, U seklinde veya diiz basil seklinde gorildigii de rapor
edilmistir (30). H. pylori tipik olarak 4-6 adet polar kirpigi sayesinde hareketlidir
(31).

2.2.2. Koloni Morfolojisi

H. pylori gesithh maddeler eklenmis kanli agarda 37°C'de 3-5 giinde 1-2 mm
biyiiklugiinde yuvarlak, konveks ve saydam koloniler olugturur. Olusturdugu zayif

bir hemoliz nedeni ile koloniler etrafinda gri bir zon goriilebilir (30).

2.2.3. Ultrastriiktiirel Ozellikleri

H. pylori kirpikleri hiicre duvarinin diy membran komponentlerinden olusan
¢ift kath bir membran ile ortilidiir. Her bir kirpik yaklagik 30 um boyunda, 30 nm
enindedir (31). Hiicre duvar yapisimin diginda, 40 nm kalinliginda bir glikokaliks
veya kapsiile benzer polisakkarit yap:r bulunur. Bu yapi, in vivo sartlarda daha
kalindir (30).

2.2.4. Kokoid Form

Uzun siire inkiibasyon, antibiyotiklerle muamele ve uygunsuz besiyerinde
bulunma gibi kosullarda H. pylori basil formundan kokoid forma déniisebilir. Bu
formda bakteri metabolik olarak aktiftir ancak in vitro kosullarda kiltiir edilmesi
guctiir. Bu formun H. pylorinin dig etkenlere daha dayanikli ve dormant formu
oldugu ditgiinilmektedir (30). Uygun sartlar saglandiginda kokoid formdan basiller
forma doniis olabilecegi de bildirilmistir (32). Bununla birlikte kokoid formun
bakterinin dejeneratif, infeksiyon riski tasimayan formu olabilecegi de ileri

siiriilmektedir (30).

T.C. YUESE: S ORETIM KURULY
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2.2.5. Fizyolojik Ozellikleri

H. pylori mikroaerofil bir bakteri olup, %5 O,, %5-10 CO, igeren ortamda
daha 1yi iirer. Kiltiirlerde optimal iireme 37°C' de 3-5 giinde ve pH 6.9-8.0 arasinda
goriilir (30).

2.2.6. Biyokimyasal Ozellikleri

H. pylori karbonhidratlan oksidatif veya fermantatif yolla pargalayamaz.
Genel olarak hippurat hidrolizi, nitrat rediikksiyonu, indol formasyonu, arilsiilfataz
aktivitesi, %1 ve %3.5'lik NaCl'da tireme ve indoksilat hidrolizi yoniinden negatiftir.
Yiiksek miktarda iireaz ve alkalen fosfataz aktivitesine sahiptir. Katalaz ve sitokrom
oksidaz iiretir. Sugslar genellikle asitfosfataz, losinarilamidaz, naftol-AS-B1-
fosfohidrolaz, esteraz C, ve Cg, gamaglutamil transpeptidaz pozitiftir. Bazi suglann
katalaz ve iireaz iiretmediklert rapor edilmistir. Ancak klinik materyallerden izole
edilen suslarda genellikle bu 6zellikler pozitiftir. Suglar arasindaki diger bir farklilik

da insan ve hayvan hiicrelerinde vacuolating cytotoxin tiretme 6zelligidir (30).

2.2.7. Makromolekiiler Ozellikleri

H. pylorimin 6nemli molekiiler kemotaksonomik ozellikleri vardir. Genomik
DNA 1.40-1.73 Mb biyiikligiinde, tek, sirkiiler bir molekiildiir. DNA'daki G+C
oran1 %35-37 moldiir. Suglar arasinda %65'in iizerinde sekans homolojisi

gosterilmigtir . Suglann yaklagik %45'inde plazmit tespit edilebilmigtir (30).
2.2.8. Saklama Kosullan
H. pylori %10 gliserol igeren nutrient broth (NB), brucella broth (BB) ya da

brain heart infusion broth (BHIB) igerisinde -70°C veya likid nitrojende (~196°C)

uzun siire saklanabilir (33).



2.2.9. Patogenezi

H. pylori gastrik mukozada kolonize olabilme ve burada uzun siire kalabilme
yetenegindedir. Bu o6zelliklerini kazandiran muhtemel patojenik mekanizmalara
sahiptir. In vivo ortamda birgok faktériin hem viriilans hem de varhigim siirdiirme
faktorii olarak fonksiyon gordiigii diigiiniilmektedir. H. pylori'nin gastrik fizyolojiyi
degistirmede kullandigi muhtemel mekanizmalar Tablo 2'de, muhtemel varligim
siirdiirme faktérleri Tablo 3'de verilmigtir (31).

Tablo 2: H. pylori' nin gastrik fizyolojiyi degistirmede kullandig

muhtemel mekanizmalar

Mekanizma
Gastrik mukozal bariyerin bozulmasi
Fosfolipazlar (A; ve C)

Miisinaz
Vacuolating cytotoxin
Cytotoxin associated gen A (CagA) proteini
Reaktif oksijen metabolitleri
indiiklenebilir nitrik oksit sentetaz (INOS) indiiksiyonu
Apoptozisin indiiksiyonu

Gastrik inflamasyonun indiiksiyonu
IL-8 sekresyonu
Endotelial hiicrelere nétrofil aderensi
Platelet aktive edici faktsr
Lipopolisakkarit
Ureaz

Gastrin — gastrik asit dengesinin degistirilmesi
Somatostatin salimminin azaltilmasi
Hipergastrenemi

Parietal hiicrelerin gastrine kars: duyarliliinun azaltilmas:




Tablo 3: H. pylori' nin muhtemel varhgim siirdiirme faktorleri

Faktor
Hareketlilik
Spiral sekil
Kirpik
Adaptif enzim ve proteinler

Ureaz
Katalaz
Sitperoksit dismutaz
Is1 soku proteinleri
Bakteriyel adezinler
Immiin kagig
[mmiin cevabin supresyonu
Polimorfoniikleer 16kosit fonksiyonlarina direng
Lewis antijenlerine benzerlik

2.3. Helicobacter’lerin Sinifflandirilmasi

Gastrik mikroorganizmalarin taksonomisinde en o¢nemli basamak 1989
yilinda Helicobacter genusunun kabul edilmesidir. Bir membran ile sarilmig
kirpikler sayesinde hareketli olmasi, siv1 besiyerinde eksternal glikokaliks yapisini
bulundurmasi, yapisinda menaquinon-6 (MK-6) igermesi ve kromozomal
DNA’sinda G+C igeriginin %35-44 olmasi nedeni ile bu bakterinin Helicobacter

genusu igerisine alinmasi uygun goriilmiigtiir (26).
2.3.1. Diger Gastrik Helicobacter'ler
Bilinen diger Helicobacter tiirlerinden yedisi iireaz aktivitesi gosterir ve

gastrik mukoza ile iligkilidir. Tablo 4’de bunlar arasindaki ana morfolojik
farkliliklar ve bu bakterilerin konaklar: belirtilmigtir (33).
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Tablo 4: Gastrik mukoza ile iliskili Helicobacter tiirlerinin morfolojik

ozellikleri ve konaklar:

Tiir Asil konak Hiicre biyiikligii Periplazmik Kirpik Kirpiklerin

(um) fibriller sayisi dagihm

H. pylori Insan 2.0-4.0 - 4-6 Polar

H. acinonyx Cita 2.0-5.0 - 2-5 Polar

H. mustelae Ferret 2.0-5.0 - 4-8 Peritrig

H. nemestrinae  Macague maymunu 2.0-5.0 - 4-8 Polar

H. suis Domuz 1.5-5.2 - >6 Bipolar

H. helmannii  Kedi, kopek, (insan) 3.5-7.5 - 12 Bipolar

H. felis Kedi, képek, (insan) 5.0-7.5 + 14-20 Bipolar

H. bizzozeronii Kopek 5.0-10.0 - 10-20 Bipolar

2.3.2. Intestinal Helicobacter'ler

Intestinal mukoza ile iligkili 10 Helicobacter tirii ve benzer ozellikleri
oldugundan Flexispira rappini morfolojik 6zellikleri Tablo 5’te belirtilmigtir (33).

Tablo 5: lintestinal Helicobacter tiirlerinin morfolojik ozellikleri ve

konaklari
Tiir - Asil konak Hiicre biiyiikliigii Periplazmik Kirpik Kirpiklerin
(wm) fibriller sayisi dagilimi
H. cinaedi Insan, hamster 1.5-5.0 - 2 Bipolar
H. fennelliae  Insan 1.5-5.0 - 2 Bipolar
H. canis Képek, insan 40 - 2 Bipolar
H. pullorum Kiimes hayvanlari, insan 3.0-4.0 - 1 Polar
H. pametensis  Vahsi kuglar, domuz 1.5 - 2 Bipolar
H. cholecycus Harnster 3.0-4.0 - 1 Polar
H. hepaticus  Fare 1.5-5.0 - 2 Bipolar
H. muridarum Rat, fare 3.5-5.0 + 10-14 Bipolar
H. trugontum  Rat 4.0-6.0 + 5-7 Bipolar
H. bilis Fare 4.0-5.0 - 3-14 Bipolar

+

F. rappini Kopek, domuz, koyun 6.5 10-20 Bipolar
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2.4. H. pylori’nin Epidemiyolojisi

H. pylori dinyamn biitiin bolgelerinde insan midesinden izole edilmigtir.
Gelismekte olan ilkelerde popiilasyonun %70-90°1 H. pylori ile enfektedir ve
insanlar genellikle bu mikroorganizma ile hayatin ilk 10 yilinda kargilagmaktadirlar.
Geligmis tilkelerde prevelans %25-50 arasindadir. (34). Erkek cinsiyetin infeksiyon
i¢in belirgin bir risk faktérii oldugunu belirten yaynlar vardir (35).

2.4.1. Infeksiyoz Doz

Az miktarda siv1 gida ile alnan 10°, bir gece ag birakildiktan sonra, mide
pH’s1 1.7 iken 4x 10, .antiasit kullanimi sonrasi 3x10° bakterinin midede enfeksiyon

olugturdugu belirlenmistir (36).
2.4.2. Bulasma Yollar

H. pylori bulaginda iig yol belirlenmistir. Bunlardan en énemlisinin fekal-oral
gecis oldugu diigiiniilmektedir. Infekte gocuklarin fegesinde H. pylori izole
edilebilmigtir (37). Fekal materyal ile kontamine sular infeksiyon kaynagi
olabilirler.

Bulag yollarindan en az goriileni iatrojenik bulagtir. Gastrik mukoza ile temas
etmig tiipler, endoskoplar ve dier kontamine materyal ile bir kisiden digerine H.
pylori taginabilmektedir (38). Ozellikle endoskopun etkin sekilde temizlenmesi
bulag1 azaltmaktadir (39).

Yapilan baz ¢aligmalarda PCR ve in situ hibridizasyon ile oral érneklerde, az
miktarda da dental plaklarda H. pylori gosterilebilmigtir. Bu nedenle H. pylori’nin
kisiden kigiye oral—oral yol ile de gegebilecegi disiiniilmektedir (40).
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2.4.3. Rezervuarlar

H. pylori domuz, kedi, maymun ve farelerde deneysel olarak enfeksiyon
olusturabilmektedir. Ancak bu bakteriyi insanlara bulagtirdiklarina yénelik kesin bir
bulgu yoktur (41).

2.4.4. Korunma

H. pylori’ye kars1 as1 gelistirme ¢alismalan halen siirmektedir. Bu amagla
immiimojen olarak sonike edilmig bakteri (42), saflastirllmig iireaz ve iireaz
subiinitleri (43), saflagtinlmig Vacuolating cytotoxin (VacA), 1s1 soku proteini A
(HspA) ve 1s1 soku proteini B (HspB) (44) ve bunlarin Esherichia coli heat-labil
toksini ve kolera toksini gibi adjuvanlarla kombinasyonu denenmistir. Bunlar
arasmnda iireaz iimit verici bulunmustur. Goniilliilere oral olarak uygulanan iireaz iyi
tolere edilmigtir. Ureaz adjuvan olarak heat-labil toksin ile birlikte verildiginde
etkinligi artmigtir (45).

2.4.5. Tedavi

H. pylori suslan in vitro olarak penisilin, baz1 sefalosporinler, makrolidler,
nitroimidazoller, nitrofuranlar, kinalonlar, bizmut tuzlann ve proton pompa
inhibitérlerine duyarlidir (46). Polimiksin, trimetoprime ise dogal direng gosterir
(47). Metranidazole kars1 direncin belirlenmesi igin yapilan ¢ok sayida g¢aliymada
degisik sonuglar elde edilmistir. Metranidazole gelismekte olan iilkelerde %11-70,
gelismis iilkelerde %95’in iizerinde direng oldugu belirtilmektedir (48). Ozellikle
basarisiz tedavilerden sonra klaritromisine karsi da direng gelistigi bildirilmigtir
(49). Food and Drug Administration (FDA) tarafindan onerilen ve iimit verici

olarak belirlenen tedavi protokolleri Tablo 5’de verilmigtir (50).
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Tablo 6: FDA tarafindan énerilen tedavi protokolleri ve bu tedavilerle

elde edilen eradikasyon oranlari

Tedavi protokolii Doz Tedavi siiresi Eradikasyon oram

(%)

Tetrasiklin HC1 500 mg x4/giin 2 hafta 85

Metranidazol 250 mg x4/giin

Bizmut subsalisilat 2 tablet mg x4/giin

Klaritromisin 500 mg x3/giin 2 hafta 74

Omeprazol 40 mg /giin

Klaritromisin 500 mg x3/giin 2 hafta 82

Ranitidin bizmut sitrat 400 mg x2/giin

Metranidazol yada 500 mg x2/giin 1-2 hafta 90

Amoksasilin 1 g x2/gtin

Klaritromisin 500 mg x2/giin

Omeprazol yada 20 mg x2/glin

Lansaprozol 1 g x2/giin

Ranitidin bizmut sitrat 400 mg x2/giin 2 hafta 90

Klaritromisin 500 mg x2/giin

Amoksisilin 1g x2/gin

2.5. H. pylori ve Gastrik Inflamasyon

Gastrik inflamasyon, H. pylori ile enfekte hastalarda degismez bir bulgudur
ve organizmaya karst konagm immiin cevabiui gosterir. Histolojik olarak A.
pylori'ye bagl kronik gastrit yiizey epitel dejenerasyonu, mukozamh kronik
inflamatuar hiicreleri olan lenfositler, plazma hiicreleri ve genellikle eozinofiller ile
infiltrasyonu ve aktif komponent olarak nétrofiller ile karakterizedir. H. pylori'nin
indiikledigi gastrik mukozal inflamasyondaki kalitatif ve kantitatif degigiklikler
infeksiyonun klinik gidigindeki degismeleri belirlemede ¢nemli bir rol oynayabilir
(51).

TL YU . oM KURULE
DOKUMANTASYON MERKEZE
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2.5.1. Inflamasyon Mekanizmas

H. pylori insan gastrik epiteline kolonize olup, mukus tabakasi iginde,
epitelyal yiizeye gok yakin olarak (bazen de bu yiizeye adere olarak), mukozaya
zarar vermeksizin yasayabilme 6zellifindedir. H. pylorinin kendisi ya da
iriinlerinin  gastrik inflamasyona neden olmalarinda iki ana mekanizma
sozkonusudur. Bunlardan ilki organizmanin yiizeysel epitelyal hiicrelerle temasa
gecmesi, bunun sonucunda direkt hiicre hasan olugmasi ya da epitelyal hiicrelerden
kaynaklanan pro-inflamatuar mediatorlerin  (kemokinler) salmmdir. Ikinci
mekanizma H. pylori'nin g¢esitli iiriinlerinin mukozanin altina dogru giris imkani
bulmasi1 ve bunun sonucunda konakta non-spesifik ve birtakim sitokin habercilerinin

salinimin igeren spesifik immiin cevap olugumudur (33).

2.5.1.1. Direkt Mukozal Hasar

H. pylorinin yiizey epitel tabakasina direkt hasar igin gesitli mekanizmalar
vardir ve bu mekanizmalar mukozal permeabilitede degisiklik ve antijenle temasta
artis sonucunda olusur (52). Mikroorganizmanin gastrik epitel hiicrelerine
tutunmasi; mikrovilluslarin kaybi, liiminal sinirin diizensizlesmesi ve sitoplazmanin
kaybi, 6dem, vakuolizasyon gibi hiicre i¢i degisiklikler ile birlikte goriliir (53).
Yiizey epitel dejenerasyonu, epitelyal plazma membram ile siki temas halinde olan
H. pylori sayisi ile orantilidir (54).

H. pylori susglarimin yaklagik %50's1 1s1ya duyarli, proteazlara hassas olan,
iiretilen hiicrelerde vakuolizasyon olugturan vacuolating cytotoxin (VacA) iretir.
Sitotoksik suglar ile infeksiyon peptik iilserasyon ve daha giddetli gastrik
inflamasyon olugturur. Saflagtinlmig VacA'nin farelerde gastrik iilserasyon ve
epitelyal erezyonu indiikledigi gosterilmistir (55).

H. pylori’nin iirettifi enzimlerden bazilar1 mukoza hasan ile ilgilidir (56).
Bunlardan en dikkat gekici olan iireazdir. Amonyak iiretimi sadece organizmayi

gastrik asitten korumakla kalmaz, aymi zamanda epitele toksik etki gosterir (57).



15
Bakteriyel fosfolipazlar gastrik mukozal bariyerdeki fosfolipid komponentlerini
pargalar. Bunun yaninda alkol dehidrogenaz yonetimli asetaldehid iiretimi de toksik
etkiye sahiptir (56).

2.5.1.2. Epitelyal Kemokin Cevabi

Birgok g¢alisma, gastrik epitelin 6nemli bir kemokin kaynagi oldugunu
gostermigtir. Kemokin ailesine iiye peptidler spesifik immiin hiicrelerin
aktivasyonunu saglar. IL-8, growth related gene product-a (GRO-a) gibi
kemokinler nétrofiller igin spesifik, kemotaktik aktivite saglar. RANTES,
macrophage inflammatory protein-1o (MIP-1a) gibi kemokinler ise (58) monosit ve
lenfositler iizerine etkilidir (Sekil 1).
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Sekil 1: H. pylori’nin olusturdugu inflamasyonun mekanizmasi
2.5.1.3. Non-spesifik Immiinite
Mikrobiyal saldirtya karst ilk savunma mekanizmasi polimorf niikleuslu

hiicre cevabidir. insanlarda akut H. pylori infeksiyonlan az bildirilmekle birlikte, bu

donemde yapilan smirh histopatolojik ¢aligmalarda giglii nétrofilik cevap



16
gorilmistiir (59). Epitelyal kemotaktik sitokin cevabi ve gesitli bakteriyel iiriinlerin
mukozaya difiizyonu néotrofil aktivasyonu ile sonuglanabilir (Sekil 1b).

H. pylori adezyon molekiillerinin ekspresyonu, kemotaksis, reaktif oksijen
metabolitlerinin iiretimi ve degraniilasyonunu artirir. (60).

Mononiikleer fagositler bakteriye karg: erken immiin cevapta pro-inflamatuar
mediatér kaynagi ve antijen sunan hiicre olarak gérev alir. H. pylori’nin bazi
proteinleri, monositleri aktive ederek HLA-DR ve IL-2 reseptér ekspresyonunu, IL-
1 ve tumor nekrosis faktér-a (TNF-a) iiretimini, siiperoksit anyonlarinin
sekresyonunu artirir. In vitro c¢aligmalarda predominant olarak makrofajlardan
salgilanan TNF-a, IL-6 ve IL-1f’nin artmig sekresyonu goriilmiigtiir (61).

Sitokinlerin yaninda Lokotrien B, gibi bazi biyoaktif lipidler de nétrofil
adezyonu, kemotaksts ve degraniilasyonu artiric1 6zellik gostermektedir (62). H.
pylori infeksiyonlarinda mukozal prostoglandin seviyelerinin degistigine dair

caligmalar da mevcuttur (63).

2.5.1.4. Spesifik immiinite

H. pylori’ye bagh kronik gastritlerde T-lenfositleri ve plazma hiicrelerinin
tespit edilmesi antijene spesifik selliler ve hiimoral immiin mekanizmalarin da
onemli oldugunu ortaya koymaktadir (Sekil 1c). H. pylori infeksiyonu gastrik
lenfoid folikiiller olugumu ile sonuglamr (64). CD4" yardimct T hiicreleri (Th = T
helper) antijene spesifik immiin cevapta énemli bir goreve sahiptir. Th hiicreleri
karakteristik sitokin profillerine goére iki gruba aynlmistir. Bunlardan T-helperl
(Th1) lenfositleri IL-2 ve y-interferon (y-IF) sekrete ederek hiicresel immiin cevabi
diizenlerken, T-helper2 (Th2) hiicreleri IL-4, IL-5, IL-10 ile B hiicrelerini aktive
ederek mukozal IgA cevabmi da kapsayan antikor iiretimini saglar. Gastrik sivida
once H. pylori’ye spesifik immiinglobulin M ve A (IgM, IgA), sonra da IgG tespit
edilebilmektedir (65). Olusan mukozal IgA, antijen alinimini inhibe etme, bakteriyel

aderensi bloke etme ve toksinleri notralize etme yetenegindedir (1).
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2.6. H. pylori infeksiyonunun Klinik ve Patolojik Ozellikleri

2.6.1. H. pylori ve Gastrit

H. pylori non-eroziv, non-spesifik gastritin nedeni olarak bilinmektedir.
Antrum ve korpus mukozasindaki kronik aktif gastritler ilemen daima H. pylori ile
birliktedir. . pylori’nin tip B gastritlerdeki prevelansi %65-80 olarak bildirilmistir
(66,67).

2.6.2. H. pylori ve Non-iilser Dispepsi (NUD)

Yapilan bazi ¢aligmalarda NUD vakalannin %30-60’inda bulunmasina
ragmen, H. pylori’nin kronik dispepsiye neden olduguna dair kesin kanitlar elde
edilememistir (68). Bu nedenle NUD’li tiim vakalarin rutin gastrik biyopsi ile
degerlendirilmesi gerekliligi kabul edilmemektedir (69).

2.6.3. H. pylori ve Duodenal Ulser

H. pylori’nin duodenal ulserde major etiyolojik ajan oldugu kamitlanmistir.
Yapilan birgok ¢aliymada duodenal iilserli hastalarda H. pylori prevelanst %90’1n
iizerinde bulunmugstur (70). H. pylori’nin eradikasyonu ile duodenal iilserin sifa

buldugu gosterilmigtir (66, 70).
2.6.4. H. pylori ve Gastrik Ulser

Gastrik lser patogenezinde, duodenal iilsere gore, H. pylori digindaki
faktorlerin daha fazla rol oynadigi 6ne siiriilmigtiir (66, 71). Bununla birlikte gastrik
iilserlerin %58-94’linde H. pylori tespit edildigine dair gesitli yayinlar mevcuttur
(69, 72).
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2.6.5. H. pylori ve Kanser

H. pylori gastrik kanserin prekiirsér lezyonu olarak kabul edilen atrofik
gastrit ile iligkilidir (73). Bu nedenle H. pylori’nin 6zellikle distal midede
adenokarsinoma gelisimi ile ilgili oldugu diigiinilmektedir. (74). Bu konunun
aydinlatilmas: i¢in yapilacak galigmalarin planlanmasmcia bazi problemler vardir.
Bunlardan en 6nemlisi olugan gastrik atrofi nedeni ile bu bakterinin kolonizasyonu
i¢in uygun olmayan bir ortam olugmasidir (75). Yapilan galiymalarda kullanilan
yontemlere gore farkli sonuglar elde edilmigtir. Bu nedenle yapilan baz1 galigmalar
bunu desteklemese de gelismekte olan iilkelerde H. pylori ile infekte bireylerde
gastrik kanser geligme riskinin yaklagik 3 kat daha fazla oldugu s6ylenmektedir (76).
Birgok ¢aligmada 6zellikle Cytotoxin associated gen A proteini (CagA) pozitif olan
H. pylori ile infekte kigilerde gastrik atrofi, ve intestinal tip gastrik kanser (77)
gelisme riskinin daha yiiksek oldugu rapor edilmigtir. Mucosa associated lymphoid
tissue lymphoma’li (MALToma) bireylerde %72-98 oraninda H.pylori saptanmasi
MALToma ve H. pylori arasinda da bir baglanti oldugunu gostermektedir (78).

2.7. H. pylori’nin Tamsi

Giiniimiizde H. pylori’nin gastrik kolonizasyonunun gosterilmesi amaciyla
kullanilan gegitli testler mevcuttur (79). H. pylori gastrik dokunun histopatolojik
incelemesi, kiiltiir ve hizli {ireaz testi, DNA problarinin kullanilmas1 ve PCR analizi
gibi 6zofagogastroduodenoskopi gerektiren, bu nedenle invaziv olarak kabul edilen
yontemler veya iire soluk testi, seroloji, gastrik sivilarda PCR ya da N isaretli
amonyagin iriner atilim gibi endoskopi gerektirmeyen, non-invaziv yontemlerle

tespit edilebilmektedir.
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2.7.1. invaziv Testler

H. pylori’ye bagh gastritlerde genellikle yama tarzinda lezyonlar
gorillmektedir. Bu nedenle birden fazla biyopsinin incelenmesi ve bu biyopsilerin
H. pylori’nin en ¢ok yerlestigi pilorun 5 cm’lik bélgesinden alinmas: 6nerilmektedir

(80).
2.7.1.1. Direkt Mikroskopi

Gastrik biyopsi 6rneklerinde Gram boyama yogun kolonize orneklerde kisa
siirede tan1 koydurucu olup kolay uygulanabilir, ucuz bir yontemdir (6, 66).

Hematoksilen-Eozin boyama ile hem H. pylori saptanabilmekle hem de bu
mikrorganizmanin olusturdugu gastrik patoloji degerlendirilebilmektedir. Ancak
bakterilerin silik boyanmasi nedeni ile iyi bir gzlemciye ihtiyag gdstermektedir (34,
74).

Mikroorganizmanin siyah spiraller seklinde goriilmesini saglayan Warthin-
Starry giimils boyama metodu bakteriyi diger boyalara gore daha belirgin bir sekilde
boyayabilmektedir. Ancak maliyetinin fazla olmasi, uygulanmasindaki zorluklar,
arka planda presipitasyon artiklarinin kalmas: ve renginin kisa siirede solmas: gibi
dezavantajlar1 mevcuttur (6).

Acridin orange boyasi hizli ve kolay bir metod olmasina ragmen floresan
mikroskobu gerektirdiginden rutin olarak kullanilmamaktadir. Ethidium bromide,
Gimenez, Hopps-Brown ve immiinohistolojik metodlar dikkati ¢eken ancak

yayginlagsmamig metodlardir (6).
2.7.1.2. Ureaz Testi
Ureaz, iirenin NH; ve bikarbonata pargalanmasinda gorev alir. Bir pH

indikatorii kullamlarak iireaz varliginda renk degigiminin saptanmasini saglayan

birgok test gelistirilmigtir. Birkag dakikada sonug verebilen iireaz testleri oldugu



20
gibi, 24 saatte kesin sonug veren testler de mevcuttur. Testin inkiibasyon zamam
duyarlilifim etkilemektedir. Uzayan inkiibasyon zamani testin duyarlilifimi artirir
ancak 6zgulliigiinii azaltir (81).

Ureaz test geregleri laboratuvarda kolayca hazirlanabilecegi gibi, ticari test
kitleri de (CLO-Test, HUT-test, Ploritek® gibi) kullanilabilmektedir (20-22). Ureaz
testlerin duyarliliklar1 alinan biyopsi 6rmegindeki bakteri miktarina bagiml ise de
genellikle %88-100 arasinda degismektedir (82, 83).

Ucuz olmasi, kolay uygulanabilmesi, kisa siirede sonu¢ alinabilmesi ve

duyarlilifinin yiiksek olasi nedeni ile iireaz testi yaygin kullanim bulmustur (6).
2.7.1.3. Kiiltiir

Kiiltir H. pylori enfeksiyonunun belirlenmesi i¢in en spesifik metoddur.
Duyarlilifn merkezler arasinda farklilik gostermekle birlikte %77-95 arasinda
degismektedir (84).

H. pylori Kkiiltiriiniin baglica iki avantaji vardir. Birincisi antimikrobik
hassasiyet ve direng testlerine olanak saglamasi, ikincisi kiiltirde gozlenen
izolatlarin detayli olarak karakterize edilebilmesidir. Gastrik biyopsi orneklerinden
¢ok sayida H. pylori elde edilebilir. Bunun yaninda mide suyu ve digkidan da H.
pylori tiretilebilmistir (37, 85).

H. pylori izolasyonu yapilacak Ornegin laboratuvara tasinma sartlart
onemlidir. Kisa stirede (6 saatten az) transport edilebilecek 6rnekler i¢in serum
fizyolojik yeterli iken daha uzun siirede labaratuvara ulastirilabilecek ise Stuart
transport vasati, %20 dekstroz, nutrient buyyon, tiyoglukolat buyyon veya brusella
buyyon iginde taginmasi daha uygundur. Bunun yaninda biyopsi 6mekleri gliserol
igeren ortamda -70°C’de uzun siire saklanabilir (66, 86).

H. pylori’nin iretilebilmesi igin zengin ve segici besiyerleri gerekmektedir.
Bu amagla brusella agar, beyin-kalp infiizyon agan, Skirrow besiyeri, egg yolk
emiilsiyon agar, GDW agar, brusella buyyon, beyin-kalp infiizyon buyyon gibi

besiyerlerine koyun, at ka1 ve serumu, isovitaleks, sarkol, maya ekstresi ve fotal
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dana serumu gibi zenginlestirici maddeler eklenerek kullamlir. H. pylori’nin
ozellikle ilk izolasyonunda bu bakterinin duyarli olmadig: trimetoprim, vankomisin
ve amfoterisin B gibi antimikrobiklerin besiyerine eklenerek duyarli diger
mikroorganizmalarin iiremesi engellenebilir (87).

Ekim yapilan besiyerleri mikroaerofilik bir ortamda inkiibe edilmelidir. Bu
amagla %5 O,, %10 CO,; ve %85 N, gaz karigimi ile’ doldurulmus katalizorsiiz
anaerob kavanozlar veya bu gaz kangimim olugturan hazir kitlerin kondugu
kataliz6rlii kavanozlar kullamlmaktadir (6, 66, 81). Bu besiyerleri 37°C’de 3-5 giin
inkiibe edildikten sonra degerlendirilir. (6).

2.7.1.4. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

Gastrik biyopside H. pylori DNA’smun tespitine yonelik yapilan PCR
yontemi duyarlihgr ve o6zgulligti yiiksek testlerden biridir. Testin dogrulugu
primerlerin ve hedef DNA’min segimi, Orneklerin hazirlanmasi, bakterinin
yogunlugu ve sonuglann degerlendirilmesi amaciyla kullamilan teknige baghdur.
Duyarlilig1 %100 olarak belirtilen PCR prosediirleri geligtirilmigtir (88).

Az sayida bakteriyi gosterebilmesi avantajindan dolayr diger metodiarin
teshiste yetersiz kaldigr durumlarda PCR kullamlabilir. Ancak ¢ok duyarli olmasi
nedeni ile iyi temizlenmemis fiberoptik endoskoplarda rezidiiel olarak kalan A.
pylori DNA’s1 yanliy pozitif sonuglara sebep olabilmektedir (89). Bakterinin canli
olmasimnin gerekmemesi, kisa siirede sonu¢ vermesi gibi avantajlarinin yaninda

pahali donanim ve tecriibeli teknik eleman gerektirmesi diger dezavantajlaridir (90).
2.7.2. Non-invaziv Testler
2.7.2.1. Seroloji

H. pylori’ye kars1 hem lokal hem de sistemik antikor cevabi olugur. Sistemik
cevap gegici ve kisa siireli IgM yiikselmesini takiben uzun siireli IgG ve IgA
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yiikselmesi seklindedir. Bu antikorlarin tespiti igin ELISA ve lateks aglutinasyon
teknigine dayanan birgok ticari test kiti gelistirilmigtir. Bu testler yaygin olarak
serumda uygulanmaktadir. Ancak bu testler idrarda IgG, tiikriikkte IgG ve IgA
aranmasina yonelik de kullanilabilmektedir. Idrarda ve tiikrikkte uygulandiginda
duyarhiliklar: serumda yapilana oranla daha diigiiktiir (91,92).

Parmak ucundan bir damla tam kan alinmas: ile kolayca uygulanabilen ve 5-
10 dakikada sonug veren, solid faz ELISA veya lateks aglutinasyon esasina dayanan
baz1 testler de gelistirilmigtir. Ancak bu testlerin giivenilirligi hakkindaki bilgiler
smurlidir (93,94).

H. pylori tams1 ve tedavi takibi i¢in immiinblot teknikleri i{imit verici
gorilmektedir. Spesifik patoloji ve tedavi takibinde kullanilabilirligi heniiz
belirlenememistir (95). Bununla birlikte peptik iilserli hastalarda CagA antijenine
spesifik antikorlarinin daha fazla gosterilmesi anlamh bulunmugtur (96).

2.7.2.2. Ure Soluk Testi

Ure soluk testlerinin esasi iireaza dayah diger testlere benzer. [’C] veya
['*C] ile isaretli iire hastaya oral yolla verilir. Urenin hidrolizi sonucu meydana
gelen bikarbonatin pargalanmasi ile olusan ve soluma sonucu ortama salinan isaretli
CO, biriktirilir. [°C] kiitle spektrometri yontemi ile tespit edilirken, ['*C] izotopu
sintilasyon sayaci tarafindan gosterilir (97).

Ure soluk testi enfeksiyonun miktarim 6lgebilmektedir. Bu nedenle tedavi
takibinde kullanilabilen bir yéntemdir. Uygulama kolaylif1 ve transport sartlarindan
etkilenmemesine kargin pahali donanmim gerektiren bir test sistemidir. Hasta tedavi

almuyor ise, A. pylori’yi tespit etme gans1 yaklagik %95 olarak belirtilmigtir (98).



3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal

3.1.1. Calisma Grubu

Bu g¢alisgmaya Trabzon Sosyal Sigortalar Kurumu Hastanesi Dahiliye ve
Genel Cerrahi polikliniklerine gesitli dispeptik yakinmalar ile bagvuran ve uzman bir
hekim tarafindan endoskopi endikasyonu konan 789 hasta alindi. Son iki hafta
igerisinde antibiyotik kullanan hastalar ¢aligmaya dahil edilmedi.

3.1.2. Kullanilan Geregler

Calismada bagslica agagidaki arag ve geregler kullamildi: Otoklav,
inkiibatorler, pastor firini, otoklav, 151k mikroskobu, anaerobik kavanozlar, santrifiij,
mikrosantrifiij, manyetik karigtirici, hassas terazi, buzdolabi, -20°C ve -80°C’lik
derin dondurucular, ¢alkalamali su banyosu, vorteks, galkalayici, cam petri kutulari,
lam, lamel, cam ve plastik tipler, cam erlenler, lam, lamel, enjektorler, 96
kuyucuklu, kaplanabilir ELISA pleytleri (Corning), cam pipetler, otomatik pipetler,
otomatik pipet uglari, gii¢ kaynagi, elektroforez tanki, western blot aparat1 (Biorad),
plastik kiivetler, muhtelif filtreler ve pedler, bistiiriler.

T.C. YOLS ki C RETIM KURULD
DOKUMANTASYON MERKEZE
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3.1.3. Kullamlan Besiyerleri ve Kimyasallar ve Kitler

Caligmamizda kullanilan besiyerleri, kimyasallar ve kitler gesitli firmalardan
saglanmigtir. Kloroform, trisma hydrochloride, anti-insan Ig G (Fc spesific), 2-
amino 2-methyl 1-propanol, p-nitrophenyl phosphate, ethylenediaminetetraacetic
acid (EDTA), lysosyme, trizma base, acrylamide, N,N,'methylen bis acrylamjde;
ammonium persulfate (APS), glycine, 2-mercaptoethanol (2-ME), commassie
brillant blue R-250, N,N,N,N tetramethylene diamine (TEMED), brom phenol blue,
amido black (naphtol blue black), N-N-dimethyl fomamide, nitro blue tetrozolium
(NBT), 5-bromo 4-chloro 3-indolylphosphate (BCIP) (Sigma, ABD), Brucella agar,
Brain Heart Agar, Brain Heart Broth, Na,CO; NaHCO;, NaN; , NaCl, KCL,
Na,HPO,4, NaOH, Tween 20, trichlora acetic acid, methanol, Urea Agar Base, iirea
(Merck, Almanya), Brucella Broth (DIFCO, ABD) siikroz, triton X-100 (Fisher,
ABD), KH,PO, (Pancreac, Italya), fetal calf serum (Biological Industries, Israil),
sodium dodecyl sulfate (SDS) (Biorad, ABD), yagsiz siit tozu (Pinar, Tiirkiye), n-
buthanol pure (Atabay, Tiirkiye), BBL CampyPak Plus Microaerophylic System
(Becton Dickinson, ABD), Enzyme Immunoassay Anti-H. pylori IgM KIT (Helix
Diagnostics, Inc), Helicobacter pylori IgA (Quantitative) (Meddens Diagnostics
B.V.) kitleri.

3.2. Metot
3.2.1. Cahsma Plam

Hastalara uygulanan anket ve degerlendirme formu EK-1’de verilmigtir. Her
hastanin genel bilgileri ve sikayetleri sorgulanarak bu forma iglendi. Endoskopi i¢in
Pentax FC32 video endoskop kullamlarak gastrik antrum bolgesinden dort adet
biyopsi ornegi alindi. Biyopsi 6rneklerinden ikisi igerisinde serum fizyolojik
bulunan steril ependorflara alinarak mikrobiyoloji laboratuvarina ulagtinldi.
Oreklerden biri hemen islendi, dieri daha sonraki galigmalarda kullanilmak iizere
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-20°C’de saklandi. Diger iki biyopsi 6rnegi %10 formalin igeren tagima kaplarina

alinarak patoloji laboratuvarina gonderildi. Bu hastalarin herbirinden ayrica steril
enjektorler yardimm ile 4’er ml kan alindi ve serumlari ayrildi. Serumlar gahigilincaya
kadar -20°C’de muhafaza edildi.

Mikrobiyoloji  laboratuvarina ulagtirilan biyopsi &meklerinde direkt

~ mikroskopi, iireaz ve kiiltiir yapilarak H. pylori varligi arastinldi. Mikroskopisi

pozitif olarak tespit edilen hastalara hekimleri tarafindan H. pylori eradikasyonuna

yonelik bir aylik tedavi verildi.

Caligmaya alman tiim hastalar iki ay sonra kontrole ¢agirildi. Kontrole gelen

hastalarin ek bilgileri H. pylori aragtuma formuna iglendi. Endoskopi yapildt ve kan

alind: ve ilk bagvuruda yapilanlar tekrarland.

Hastalarin ilk ve ikinci (kontrol) bagvurularinda alinan serum 6rneklerinde

anti-H. pylori 1gG, IgA ve IgM antikorlan tespit edilerek sonuglar kargilastinldu.

Aymni 6rneklerde western blot analizleri yapildi ve sonuglar degerlendirildi (Sekil 2 ).

Dispeptik yakinmalan
olan hastalar

IIk ve ikinci kez bagvurularinda

x~ Sa

4 adet biyopsi 6rnegi

Serum drnegi

&

Histopatoloji
inceleme

\

Enfeksiyonun
Siddeti

A/ \
Mikrobiyoloji

Western blot
inceleme

v v v

Mikroskopi IgG Antikor
Ureaz IgA reaktif
Kiiltitr IgM proteinler

Sekil 2: Caligma plam ve islemlerin yiiriitiilme semasi.

3.2.2. Histopatolojik Stmflandirma

Histopatolojik degerlendirme igin, biyopsi 6mekleri %10’luk formaldehit

icinde patoloji

laboratuvarina gonderildi.

Bu oOmekler ¢aligmanin diger
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sonuglarindan habersiz bir patoloji uzmani tarafindan Sydney sistemi’ndeki kronik

gastritin siddetine gore siiflandinldi (51) (Tablo 7).

Tablo 7: Sydney sistemine gore gastritlerin simiflandirma ve

derecelendirilmesi

Gastritin giddeti

1. Hafif siddette gastrit
2. Orta siddette gastrit
3. Siddetli gastrit

3.2.3. Endoskopik siniflandirma

Hastalarin endoskopik 6n tamis1 gastroenteroloji uzmam endoskopist
tarafindan, biyopsi Ornegi almrken Aflas of Gastrointestinal Endoscopy esas
alinarak kondu. (99) (Tablo 8).

Tablo 8: Endoskopik 6n tanilarin siniflandiriimasi

Endoskopik Bulgu

Varialiform duodenit

Varialiform gastrit

Endoskopik eritemattz antral gastrit
Tiim midede endoskopik eritematbz gastrit
Antral eroziv gastrit

Korpusta eroziv gastrit

Tiim midede eroziv gastrit

Atrofik gastrit

Enterogastrik reflii gastriti

10. Reflii 6zofajit

11. Gastrik iilser

12. Duodenal iilser

13. Gastrik kanser

14. Duodenit

15. Duodenal erezyon

A P B I i

16. Doudenal polip
17. Gastrik polip
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3.2.4. Mikrobiyolojik Inceleme

3.2.4.1. Kiiltiir

Kiiltiir i¢in Brucella agar ve Brain Heart Agar kullanildi. Bu besiyerlerine %5
koyun kant veya insan kam, 10mg/L. vankomisin, Smg/L. trimetoprim, 1 mg/L
amfoterisin B eklendi. Pasajlar igin aymi besiyerleri antibiyotiksiz olarak hazirlandi.
Serum fizyolojik igerisindeki biyopsi 6rnei steril bir penset yardimi ile, mukuslu
kismu besiyerine siiriilerek ekim yapildi. Ekim yapilan besiyerleri bir anaerobik
kavanoz igerisinde, CampyPak Plus mikroaerofilik sistem veya 6zel olarak
hazirlanmig, %85 N,, %15 CO,, %5 O, igeren gaz karigimi ile 37°C’de inkiibe
edildi. Sonuglar 48-96 saat igerisinde degerlendirildi. Ureme gériilen kiiltiirlerden
alman kolonilerden Gram boyama, hizl iireaz, oksidaz ve katalaz testleri yapildi.
Gram negatif, tireaz, oksidaz ve katalaz pozitif olan bakteriler H. pylori olarak
belirlendi.

Ureyen H. pylori kolonilerinden biri alinarak gogaltildi. En az bir agar
plagindan toplanan bakteri kolonileri 1.5 ml’lik bir ependorfta, %20 gliserol igeren
500 pL Brucella Broth igerisinde siispanse edildi. Etanol iginde ¢oziinmiis kuru buz
banyosunda aniden donduruldu ve -70°C’de saklandi. Sivi besiyerinde kiiltiir igin
kat1 besiyerinde saflagtinlmig A. pylori kolonilerinden birkag tane Brucella Broth’a
ekilerek 37°C’de, anaerobik kavanoz igerisinde, mikroaerofilik bir ortam olusturan
kit ile birlikte, g¢alkalamali su banyosunda 170 rpm’de galkalanmak suretiyle bir
gece inkiibe edildi.

3.2.4.2. Direkt Mikroskopi

Kiiltiirii yapilan gastrik biyopsi Ornegi penset yardimi ile steril bir lam
yiizeyine siiriilerek iki adet preparat hazirlandi. Preperatlardan biri Gram boyama
yontemi ile boyanarak immersiyon mikroskobu ile incelendi. Bu preperat iizeri

balzam ve lamel ile kapatilarak saklandi. Diger preperat birinci preperatin saglikh
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bilgi vermedifi durumlarda boyanarak degerlendirildi. Preparatlarda mukus
tabakasmna yerlesmis, Gram negatif, kivrik, marti kanadi seklinde bakterilerin
goriilmesi durumunda H. pylori pozitif olarak belirlendi.

3.2.4.3. Ureaz Testi

Ureaz testi igin; Urea agar base distile su igerisinde ¢ozildii, 121°C’de 15
dak otoklavlanarak steril edildi, 45-55°C’ye kadar sogutuldu. Urenin distile su
igerisindeki ¢ozeltisi hazirlanan besiyerine son konsantrasyonu %2 olacak sekilde
eklendi, steril mikropleytlere dokiildii. Siipheli bakteriler ya da biyopsi 6émekleri bu
ortama batirild1 ve 30 dak igerisinde saridan pembeye renk doniigiimii olmasi testin

pozitif olmas1 seklinde degerlendirildi.

3.2.4.4. Biyokimyasal Testler

a. Oksidaz Testi

Oksidaz testi igin; N,N-dimethyl-1,4-phenylendiammonium-dichloridin
distile sudaki %1'lik ¢ozeltisi (oksidaz ayiract) hazirlandi. Hazirlanan ayirag 151k ve
oksijene kars1 dayaniksiz oldugu i¢in kii¢iik hacimlere boliindii ve aluminyum folye
ile sanlarak kullanilincaya kadar -20°C’de saklandi. Siipheli koloni filtre kagidi
tizerinde ezildi. Uzerine bir damla oksidaz ayiraci damlatildiktan sonra mor renk
olusumu goézlenen koloniler oksidaz pozitif olarak degerlendirildi.

b. Katalaz Testi

Katalaz testi igin; steril distile su ile %3’likk hidrojen peroksit (H,O,)
¢ozeltisi (katalaz ayiraci) hazirlandi. Bu ¢ozelti koyu renkli sigelerde 4°C’de
saklandi. Steril bir 6ze ile temiz bir lam iizerine bir miktar bakteri alindi. Uzerine 1-
2 damla katalaz ayiraci damlatildi. Kopirme seklinde gaz g¢ikiginin gézlenmesi

katalaz pozitif olarak degerlendirildi.
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3.2.5. In-house ELISA Sistemi ile Anti-H. pylori IgG Varh@ ve

Miktarinin Belirlenmesi

| In-house ELISA testi igin steril, kaplanabilir ELISA pleytleri kullanildi. Bu
test igin antijen hazirlanirken besiyerinde 72 saat kiiltiir edilerek iiretilen 8 A. 'pyloriJ
susu ve bir standart sus (H. pylori ATCC 49503) kullanildi. Bu suglardan THP 533,
THP 538, THP 567 ve THP 570 hafif gastritli, THP 413 ve THP 423 orta siddette
gastritli, THP 548 siddetli gastritli ve THP 578 gastrik kanserli hastalardan izole
edildi. Bu suslar fosfat tampon soliisyonu (PBS) (0.137 M NaCl, 0.027 M KCL,
0.081 M Na,HPO,, 0.015 M KH,PO,) igerisinde siispanse edilerek son
konsantrasyon 2x10® bakteri/ml olacak sekilde diliie edildi. Elde edilen bakteri
siispansiyonu kaplama tamponu (0.016 M Na,COs, 0.034 M NaHCO;, pH 9.6)
icerisinde 107 bakteri/ml olacak sekilde hazirlanan antijen soliisyonundan her bir
kuyucuga 100’er pl kondu ve 4°C’de bir gece inkiibe edildi. Yikama tamponu (%0.5
Tween 20 iceren PBS) ile 3 kez yikandi. Her bir kuyucuga 100’er ul bloklama
tamponu (%2 FCS, %0.5 Tween 20 iceren PBS) kondu ve 37°C’de 1 saat bekletildi.
Pleyt tekrar 3 kez yikandi. Bloklama tamponu igerisinde her bir serumun 1/400,
1/800, 1/1600 ve 1/3200 oranlarinda diliisyonlar hazirlandi. Her diliisyondan ikiger
kuyucuga 100’er pl eklendi, 37°C’de 1 saat inkiibe edildi. Pleyt 3 kez yikandi.
Bloklama tamponu igerisinde alkalen fosfataz ile konjuge edilmis, anti-insan
immiinglobulin G, son konsantrasyon 1: 6000 olacak sekilde diliie edilerek her bir
kuyucuga 100’er ul eklendi, 37°C’de 1 saat inkiibe edildikten sonra 3 kez yikandi.
Her bir kuyucuga 50°ser pl alkalen tampon (1.5 M 2-amino-2methyl-1-propanol) ve
50’ger pl substrat soliisyonu (0.038 mM p-nitrophenyl phosphate disodium) eklendi
ve 15 dak 37°C’de inkiibasyondan sonra 405 nm’de okundu. Her diliisyon igin test
edilen iki kuyucukta okunan OD degerinin aritmetik ortalamasi alindu.
Pozitif kontrol olarak anti-H. pylori IgG igin hazirlanmg bir kitin pozitif
kontrolii kullanildi. Testin cut off degerinin belirlenmesi amaciyla anti-H. pylori

IgG igin hazirlanmig bir kitin negatif kontrol serumu kullamildi. Her pleyt igin 8
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kuyucu@a bu negatif kontrol serumu kondu. Test bitiminde bu 8 kuyucukta 405
nm’de okunan optik dansite degerlerinin aritmetik ortalamas: alind1 ve standart
sapmasi hesaplandi. Aritmetik ortalama ile standart sapmanin 2 kati1 toplandiginda“

bulunan deger cut off degeri olarak belirlendi.
3.2.6. ELISA Teknigi ile Anti-H. pylori IgM, IgA’nin Belirlenmesi

Anti-H. pylori IgM i¢in Enzyme Immunoassay Anti-H. pylori IgM KIT, anti-
H. pylori 1gA igin Helicobacter pylori IgA kitleri kullamldi. Bu testler iiretici

firmanin 6nerdigi sekilde ¢aligildi.

3.2.7. SDS-PAGE ve Western Blot analizleri icin H. pylori Total Hiicre

Lizatlarimn Hazirlanmasa

Farkli hastalardan izole edilen 8 H. pylori susu ve bir standart sustan (A.
pylori ATCC 49503) hiicre lizati hazirlandi. Bu suslardan THP 533, THP 538, THP
567 ve THP 570 hafif gastritli, THP 413 ve THP 423 orta giddette gastritli, THP
548 siddetli gastritli, ve THP 578 gastrik kanserli hastalardan izole edildi. Her sus
en az 5 agar plaginda iiretilerek hiicre lizath hazirlanmasi i¢in kullamildi. Bu
bakteriler biraraya toplanarak Tris-EDTA (TE) tamponu [10mM Tris HCI (pH 8.0),
ImM EDTA (pH 8.0)] igerisinde siispanse edildi, 10 ayri ependorfa boliindii, 7000
rpm’de 10 dak santrifiij edilerek TE tamponu ile 3 kez yikandi. Her bir tiipe 10
mg/ml lizozim igeren STET tamponundan [%8 siikroz, %35 triton X-100, 50 mM
EDTA, 50 mM Tris HCl1 (pH7.0)] 500 pl eklendi. Maksimum hizda 1 dak
vortekslenip 37°C’de 30 dak inkiibe edildi. Viskozite gozlendikten sonra 100’er pl
PEN tamponu [1 mM EDTA, 0.1M NaCl, 10mM Tris HCI (pH7.5)] ilave edildi, 1
dak maksimum hizda vortekslendi. 100’er pl 2X o6rnek hazirlama tamponu [%4
SDS, %20 gliserol, %10 2-merkaptoetanol, %5 brom fenol mavisi, 125 mM Tris
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(pH 6.8)] eklenerek 3 dak kaynatildi ve SDS-PAGE’de kullanilmak iizere -20°C’de
sakland.

3.2.8. SDS-Poliakrilamid Jel Elektroforezi

a. Ayirma Jelinin Hazirlanmasi:

Boyutlart 19.5 X 19 ve 19.5 X 16 cm olan iki temiz cam tabaka ve 1.5 mm
kalmhiginda 3 adet spacer kullamlarak cam tabakalar arasinda 1.5 mm’lik bogluk
olacak gekilde bir aparat hazirlandi. Bu aparat alt kisimlarindan ve yanlardan metal
klipsler ile sikigtinlarak sabitlegtirildi ve dik pozisyona getirildi. Ayirma jeli (15.9
ml deiyonize su, 13.3 ml acrylamide — N, N methylene bis acrylamide (29:1), 10 ml
Tris HCI1 (pH 8.8), 0.4 ml %10’luk SDS, 0.4 ml %10’luk APS, 0.016 ml TEMED)
hazirland1 ve aparatin igine, aparatin ist kismindan 5 cm asagiya kadar gelecek
sekilde, hava kabarcifi olusturmadan, yavag¢a dokiildii. Jelin ist kisminda diizgiin
bir yiizey olusturmak amaci ile iizerine cam pastor pipeti ile 2-3 mm yiikseklikte
olacak kadar biitanol ilave edildi. Jelin polimerizasyonu igin oda sicakliginda 30 dak
bekletildi.

b. Yigma Jelinin Hazirlanmasi:

Ayirma jelinin iist kismindaki biitanol dokiildii ve deiyonize su ile birkag defa
yikandi. Kurutma kagidi yardimu ile jelin iizerinde kalan kisim kurulandiktan sonra
alt kistmdaki spacer ve klipsler ¢ikarildi. Aparat, daha kiigiik olan cam tabaka arka
kisma bakacak sekilde elektroforez tankina yerlestirildi, iki klips yardimi ile
sabitlegtirildi. Alt kisumdaki tanka elektroforez tamponu (0.025 M trizma base,
0.192 M glycine, %0.1 SDS) kondu. Iki cam tabaka arasinda, ayirma jelinin altinda
kalan hava kabarciklan pastér pipeti yardimi ile giderildi. 1.5 mm kalinlifinda biri
0.5 cm, digeri 13 cm genigliginde iki tarak yigma jelinin dokiilecegi boliime
yerlestirildi. Y1gma jeli hazirlanip pastor pipeti yardimi ile taraklarin yan tarafindan
ilave edildi ve 30 dak oda isisinda bekletildi. Polimerizasyondan sonra taraklar

dikkatlice gikarilarak kuyucuklarn i¢i birkag defa elektroforez tamponu ile yikandi.
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Ust kisumdaki tank da elektroforez tamponu ile dolduruldu. Béylece jel drneklerin
yiiriitiilmesi i¢in hazir hale getirildi.

H. pylori total hiicre lizatlann ve molekiiler agirhik standardt (MWM) -
20°C’deki derin dondurucudan gikartilarak 5 dak kaynatildi, 10000 rpm’de 2 dak
santrifiij edildi. MWM kiigitk kuyucuga 10ul, protein lizat1 bityitk kuyucuga 300 pl
olacak gekilde otomatik pipet yardimu ile yiiklendi.

Yigma jelinden aywrma jeline gecinceye kadar 60 V, daha sonra 150 V
elektrik akimi uygulandi. Bu esnada 1s1 meydana gelirse buz posetleri yardimi ile
tankin gevresi ve ve cam tabakalar sogutuldu. Isaret boyasi jelin alt kismina 2 mm
kadar yaklagtiginda elektrik akimi durduruldu. Jel tanktan ve cam tabakalardan
ayrilarak western blot igin hazirlanan transfer tamponu (0.025 M trisma base, 0.19
M glycine, %20 metanol) i¢ine alindi.

Western blot yapilmayacaksa 20 kuyucuklu tarak kullamildi. Jel cam
tabakalar arasindan gikarildiktan sonra boyama soliisyonu (%45 deiyonize su, %45
metanol, %10 acetic acid, %0.025 commasie brillant blue R-250) igerisine kondu.
Orbital karnigtiric1 yardim ile bir gece boyunca galkalanarak boyandi. Bu islemden
sonra boya giderme soliisyonu ( %7.5 acetic acid, %20 metanol, deiyonize su)
iginde protein bantlar1 net olarak goriilinceye kadar, gerektiginde boya giderme
soliisyonu degistirilerek orbital karngstirict ile galkalandi. Jelin fotografi gekilerek
gorintilendi. SDS- PAGE’de, daha once hazirlanmug olan protein lizatindan her
kuyucuga farkli miktarlarda yiiklenerek en iyi bant goriilen miktar belirlendi. Bu
deger kullanilarak tek kuyucuklu tarak igin gerekli olan protein lizatt miktar
hesapland:.

3.2.9. Western Blot Analizi
Western blot islemine baglanmadan 6nce transfer tamponu hazirlandi. SDS-

PAGE yapilmig olan jel transfer tamponu igine alinarak 30 dak orbital karistirici
yardimu ile galkalandi. Transfer tamponu degistirilerek 30 dak daha galkalandi. Bu




33
arada pedler, Whatman filtreleri ve nitroselliiloz membran da transfer tamponu
igerisine konularak 1slatildi.

Western blot kaseti siyah yiizeyi alta gelecek sekilde temiz bir yiizeye kondu.
Scotch ped, fiber ped ve Whatman filtre kagidi (No:3) kasetin iizerine yerlestirildi. .‘
Jel diizgiin bir sekilde bunlarn iizerine yerlestirildi. Uzerine nitroselliiloz membran
konulup hava kabarciklar1 cam bir gubuk yardimi ile ¢ikanldi. Uzerine Whatmaﬁ
filtre kagidi (No:1) yerlestirildi, Whatman filtre kagidi (No:3) ve fiber ped
konularak kaset kapatildi, tanka yerlestirildi (Sekil 3). Tankin igerisine magnetik bar
koyulup tranfer tamponu ile dolduruldu. Bir gece boyunca 30-35 Volt elektrik
akiminda blot islemi gerceklestirildi.

Sekil 3. Western blot aparati



34

Kaset agilip pedler ve filtre kagitlar1 kaldirildi. Membranin baslangig kism
ve transferin gercgeklestigi yiiz belirlendi. MWM bulunan béliim kesilerek amido
black boya soliisyonu (%0.1 amido black, %2 acetic acid, deiyonize su) igerisinde 2
saat bekletilerek boyandiktan sonra amido black boya giderme soliisyonu ile rengi'
giderildi. Jel commasie blue boyama soliisyonu ile boyanarak transferin gergeklesip
gergeklesmedigi belirlendi.

Membranin kalan kismu oda 1sisinda, temiz bir cam levha tizerinde kurutuldu.
Bu membran 3’er mm’lik stripler halinde kesildi. Her bir strip 3 ml hacimli
kuyucuklari olan kanalli mikropleyte yerlestirildi.

Tris/saline blotlama tamponu (TSBB) (0.009 M trisma base, 0.5 M NaCl,
%0.5 Tween 20) igerisinde 1/5000 oraminda dilite edilen serumlarin herbirinden
birer ml, serum ile aym1 numara verilmig olan stribin iizerine konuldu. Orbital
kanigtiric: yardimi ile 1 saat galkalanarak oda 1sisinda inkiibe edildi ve beser dak ara
ile 4 kez TSBB ile yikandi. Alkalen fosfataz ile konjuge edilmig anti-insan IgG
TSBB soliisyonu 1igerisinde 1/10000 oraninda diliie edilerek herbirine birer ml
olacak sekilde, stripler iizerine eklendi. 1 saat oda 1sisinda galkalanarak inkiibe
edildi. Stripler begser dak ara ile 4 kez TSBB soliisyonu ile yikandi. Substrat
soliisyonunun standardizasyonu i¢in substrat tamponuna (0.1 M Tris HCI (pH 9.5),
0.1 M NaCl, 50 mM MgCl,) ¢esitli miktarlarda NBT stok soliisyonu (%0.1 NBT,
distile su i¢inde) ve BCIP stok soliisyonu (%1.1 BCIP, %70’lik etanol iginde)
eklenerek en iyi bant goriintisii elde edilen miktarlar belirlendi. Kullanilmadan
hemen 6n'ce hazirlanan substrat soliisyonundan (1 ml NBT stok soliisyonu , 100 pl
BCIP stop soliisyonu, 9 ml substrat tamponu) birer ml eklendi ve karanlikta 10 dak
bekletildikten sonra distile su ile yikanarak reaksiyon durduruldu (Sekil 4) (100).
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Sekil 4. Western blot analizi

3.3. istatistiksel analizler

Verilerin

istatistiksel ~ analizinde  birbirinden  bagimsiz  gruplar

kargilagtinlirken ki-kare ve ki-kare for trend testi, aymi bireylerin ilk ve kontrol
degerleri karsilagtirilirken bagimli gruplarda ki-kare testi (Mc Neemar), kullanildi

(101).

Duyarlilik, o6zgullik, pozitif prediktif defer ve negatif prediktif deger

hesaplanirken Receiver Operating Characteristics (ROC) tablosundan yararlamldi

(Tablo 9)(101).
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Tablo 9: Yeni bir testin gegerliliginin degerlendirilmesi amaciyla

kullanilan ROC tablosu
GECERLI (REFERANS) TEST

Hasta Saglam TOPLAM
. Hasta Dogru pozitifler Yanhs pozitifler Toplam pozitifler
2 (@) (b) (a+b)
=
Z
E Saglam Yanlis negatifler Dogru negatifler Toplam negatifler

© @ (c+d)
TOPLAM Toplam hasta Toplam saglam
(a+c) (b +d)

Bu. tabloya gore duyarhilik, 6zgiillik, pozitif prediktif deger ve negatif
prediktif deger asagida belirtilen gekilde hesaplandi.

Duyarhhk: Gegerliligi belirlenecek olan 6lgiim yonteminin éergekten hasta
olanlardan ne kadarim hasta olarak saptayabildigini gosterir. Yeni test ile de hasta
olarak saptanan kisilerin (dogru pozitifler), referans teste gére saptanan toplam

hastalara orani yeni testin duyarlilif1 olarak hesaplandi.

Yeni testin saptadigi hastalar (dogru pozitifler) <100 = 2
Toplam hasta sayist (gegerli teste gore) a+c

Duyarlilik = x100

Ozgiilliik (Secicilik): Gegerliligi saptanacak olan yeni 6lgiim yonteminin,
saglam olanlardan ne kadarini dogru olarak (saglam) saptayabildigini gosterir. Yeni
test ile de saglam bulunanlarin (dogru negatifler) referans teste gore saglam oldugu

bilinen kisilere orami yeni testin 6zgiilliigii olarak belirlendi.

Yeni testin saptadigt saglamlar (dogru negatifler) <100 = b

Toplam hasta sayist (gegerli teste gore) b+d

Ozgiilliik = x100
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Pozitif prediktif deger: Uygulanan yeni tan1 testine pozitif sonug veren tiim

kigilerin ne kadarinin gergekten hasta (gegerli teste gore) oldugunu gosterir.

Dogru pozitifler (gegerli teste gore) <100 = — %100

Pozitif prediktif deger = — -
Toplam pozitifler (yeni teste gore) a+b

Negatif prediktif deger: Uygulanan yeni tam testine negatif sonug veren

kisilerin ne kadarinin gergekten saglam (gegerli teste gore) oldugunu gosterir.

Negatif prediktif deger =

Dogru negatlﬂer (geger.h teste gore) <100 = d <100
Toplam negatifler (yeni teste gore) c+d



4. BULGULAR

Bu galiyjma KTU Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji
Anabilim Dali’nda Haziran 1998-Agustos 1999 tarihleri arasinda gergeklestirildi.
Bu siire iginde toplam 789 hastanin gastrik antral biyopsi ornekleri alindi ve bu
orneklerin 510’unda (%64.64) Gram boyama ile H. pylori tespit edildi. Hastalarin
311’inde kiiltiirde bu mikroorganizma iiretildi. (Tablo 10, Sekil 5,6).

Tablo 10: Gastrik biyopsi drneklerinde mikroskopi ve kiiltiir ile H. pylori

tespit edilme oranlar

Toplam vaka sayis1 Mikroskopi Kiltiir
() H. pylori (+) % H. pylori (+) %
789 510 64.64 311 39.41

*Kultiir pozitiflik orani mikroskopisi pozitif bulunan hastalarda %60.98dir.

Hastalarin 442’s1 kadin, 347°si erkek idi. Kadin hastalarin 268’inde
(%60.63), erkek hastalarin 242’sinde (%69.74) Gram boyama ile direkt mikroskopik
incelemede H. pylori varlig tespit edildi (Tablo 11).

Tablo 11: H. pylori mikroskopi pozitifliginin cinsiyete gére dagilimi

Vaka sayis1 (n) Mikroskopisi pozitif hasta sayis1 %
Kadin 442 268 60.63
Erkek 347 242 69.74
Toplam 789 510 64.64

p=0.0079
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Caligma grubundaki erkek hastalarda kadin hastalara gore daha yiiksek

oranda H. pylori tespit edildi ve cinsiyete gore H. pylori mikroskopi pozitifligi
istatistiksel olarak anlamli derecede farkli bulundu (p=0.0079).

Sekil 5: Gastrik biyopsi érneklerinden hazirlanan preperatlarda H.
pylor’ lerin goriiniimii (Gram boyama X100). Bakteriler Gram
negatif, spiral sekilli basiller seklinde goriilmektedir.

¢ YOKSEK O SRETIM KURULE
DOKUMANTASYON MERKEZE
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Sekil 6: Kiiltiirde saf olarak iireyen H. pylori’lerin olusturdugu seffaf,

yuvarlak, konveks ve saydam kolonilerin goriiniimii.

Calisma grubundaki 789 hastanin 11’inin endoskopi raporlarina ulagilamadi.
Hastalarin 778’inde endoskopik bulgular kaydedildi. Bu hastalarin gastroenterolog
tarafindan belirlenen muhtemel endoskopik ¢n tanilar ve her gruptaki mikroskopi

pozitiflik oranlar1 Tablo 12’de gosterilmistir.
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Tablo 12: Endoskopik on tamlara gire H. pylori mikroskopi pozitifliginin

dagilim
Endoskopik Bulgu Hasta sayis1 Mikroskopisi %
() pozitif hasta sayis1

1. Duodenal erezyon 9 8 88.9
2. Gastrik iilser 13 11 84.6
3. Duodenal ilser 227 181 79.7
4. Atrofik gastrit 166 121 72.8
5. Duodenit 33 24 72.7
6. Antral eroziv gastrit 39 27 69.2
7. Reflii 6zofajit 23 14 60.9
8. Gastrik polip 12 7 58.3
9. Endoskopik eritematdz antral gastrit 173 95 54.9
10. Enterogastrik reflii gastriti 36 19 52.8
11. Gastrik kanser 40 12 30
12. Doudenal polip 1 1 -
13. Varialiform duodenit 3 3 -
14. Varialiform gastrit 2 2 -
15. Tiim midede endoskopik eritemat6z gastrit 1 1 -
TOPLAM 778 516 % 66.3

Endoskopik 6n tamlara goére en yiiksek mikroskopi pozitiflik orani duodenal
erozyon goriilen grupta (%88.9), en diisiik ise kanserli grupta (%30.00) tespit edildi.

Caligmaya alman 789 hastanin 46’smn gastrik biyopsi ornekleri gesitli
nedenlerle takip edilemedi. Histopatolojik inceleme sonucunda displazik
degigiklikler goriilen 5 adet biyopsinin tekran 6nerildi. Bunlar digindaki 738 biyopsi
omeginde elde edilen mikroskopi pozitiflik oranlannin  histopatolojik
simiflandirmaya goére dagilimlan Tablo 13’te gosterilmigtir.
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Tablo 13: Histopatolojik simiflandirmaya gére H. pylori mikroskopi

pozitifliginin dagilim

Histopatoloji =~ Hasta sayist  Mikroskopisi pozitif %

(n) Hasta sayws1
Normal 6 1 16.60
Hafif 332 184 55.42
Orta 345 266 77.10
Siddetli 23 20 86.95
Ca 32 12 37.50
TOPLAM 738 483 65.45

p=0.0000

Histopatolojik incelemesi normal olan grupta en disiikk (%16.60), siddetli
gastrit gorillen grupta ise en yiiksek mikroskopi pozitiflik orami (%89.47) tespit
edildi. Bu sonuglara gore histopatolojik gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli
fark oldugu gorilmektedir (p=0.0000). Ayrica kronik gastritin siddeti arttikga direkt
mikroskopide H. pylori varhginda belirgin bir artig tespit edildi ve bu artis da
istatistiksel yonden anlamli bulundu (p=0.0000). Gastrik kanserli hastalarda
mikroskopide H. pylori tespit edilme orant normal bulgular elde edilen gruba gére
yiikksek bulunmakla birlikte bu yiikseklik istatistiksel olarak anlamli bulunmad:
(p=0.6425).

Calismamizin hedefini olugturan serolojik galigmalardan olan ELISA ile H.
pylori’ye karsi gelisen IgG, IgA ve IgM antikorlan aragtirildi. Ancak ekonomik
nedenlerle titm hasta grubunda bu ¢aligmalar yapilamayip, sadece ilk bagvurusundan
2-2.5 ay sonra kontrole gelen hasta grubunda ELISA ile bu antikorlar taranabildi.

Hastalardan 97°si kontrol igin bagvurdu. Bu hastalarin ilk ve ikinci
bagvurularinda alinan biyopsi ve serum 6rneklerindeki mikroskopi ve anti-H. pylori
IgG, IgA ve IgM sonuglan Tablo 14’te verilmigtir. Anti-H. pylori IgG 97 hastanin
tiim orneklerinde g¢aligilabilirken, ticari kitler ile galigilan anti-H. pylori IgA, kitin
kapasitesi geregi toplam 86, anti-H. pylori IgM, ayni sebeple toplam 88 hastada
¢aligilabilmistir.
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Tablo 14: Hastalarin ilk ve ikinci bagvurularinda mikroskopi ve anti-H.

pylori 1gG, IgA ve IgM sonuglari

JdgM 2. IgM

Sira  Hasta 1. 2. 1.IgG 2.IgG 1.IgA 2.IgA

No no Mikroskopi  Mikroskopi

1. 7 + - + + + + - -
2. 16 + - + + + + - -
3. 20 + - + + + + - -
4. 21 + - + + + + +
5. 43 + - - - - - -
6. 47 - - + + + + - -
7. 49 + - + + + + - -
8. 57 + - + + + + - -
9. 58 + - + + + + - -
10. 66 + - + + + + - -
11. 72 + - + + + + - -
12, 73 + - + + + + - -
13. 86 i + + i - - - -
14. 89 + + + + + + - -
15. 97 + - + + + + - -
16. 103 + o + + + + - -
17. 108 + - + + + + - -
18. 118 + - + - + o - -
19. 130 + + + + + + - -
20. 131 + + + + - o - -
21. 135 + - + + - - - -
22. 142 + - + + + + - -
23. 145 + + + + + + - -
24. 146 - + + + + + - -
25. 154 + - + + + + + -
26. 161 + + + + + + - -
27. 162 + + + + + + + -
28. 168 + - + + + + - ;
29. 171 + - + + + + . i
30. 172 + + + + + + . .
3L 173 - - + - + + . .
32. 177 + - + + + + . .
33. 187 + + + + - - - -
34. 189 + - + + + + .

35, 200 + - + + + + . -
36. 206 + - + + - - - -
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Tablo 14’iin devam

208
210
249
231
243

37.
38.
39.
40.

41.

244
253
255

42.

43,

44,

262
279
281
282

45.

46.
47.

48.

287
291
298
310
312
318
342
355

49,

50.
51.

52.
53.

54.
55.
56.
57.
58.
59.
60.

356
359
363
364
369
371
379
380
381
383
385
386
387
390
391

61.

62.

63.

64.
65.

66.
67.

68.

69.

70.
71.

397
403
411
414
421
434

72.

73.

74.

75.

76.

77.
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Tablo 14’iin devam

78. 440 + - + + + + - -
79. 442 + - + + + + . .
80. 469 + + + + + + - -
81. 472 + - + + + + +, +
82. 476 + + + + + + . .
83. 490 - + + + - - - -
84. 492 + - + + + + - -
8s. 494 + + + + + + . .
86. 500 + - + + + + - -
87. 505 + + + + + + - -
88. 509 + + + + - - - -
89. 514 + - + + + + - -
90. 534 + + + + & 7] @ %)
91. 563 - - - - %] %] %] %]
92. 569 + - + + %) %) %) %)
93. 575 + - + + %) %) 1] %]
94. 591 + - + - ] ] 1%] ]
95. 641 - - + + %] %] %] )
96. 662 + - + + %] 1%] %] @
97. 676 + - + + %] & %) 7]
Toplam pozitif 86 25 93 83 71 70 5 4
ornek sayist

. Caligilamayan 6rnekler

Caligmaya alinan hastalarin ilk ve ikinci bagvurularinda alinan biyopsi

orneklerindeki mikroskopi bulgular1 Tablo 15°te kargilagtirmali olarak gosterilmistir.

Tablo 15: Hastalarin ilk ve ikinci bagvurularinda H. pylori mikroskopi

sonuglarn
iik bagvuru
mikroskopi
Pozitif (+) Negatif (-) TOPLAM
ikinci bagvuru Pozitif (+) 23 2 25
mikroskopi Negatif (-) 63 9 72

TOPLAM 86 10 97
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T'oplam 97 hastanin ilk ve ikinci bagvurularinda alinan serumlarinda in-house

ELISA yontemi ile anti-H. pylori 1gG antikor varligy ve diizeyi aragtinldi. Bu

hastalarin 93 iinde (%95.88) anti-H. pylori IgG pozitif olarak tespit edildi.

Hastalarn ilk alinan biyopsi rneklerindeki mikroskopi bulgulari ve serum -

. anti-H. pylori 1gG bulgulari Tablo 16’da gosterilmistir. [lk alinan biyopsi

] 6rneklerinde mikroskopi pozitiflifi gegerli test olarak alindiginda, ELISA ile anti-

H. pylori 1gG tayininin duyarhlik, 6zgiillik, pozitif prediktif deger ve negatif
prediktif degerleri Tablo 17°de verilmigtir.

Tablo 16: Hastalarin ilk basvurularinda mikroskopi ve serum anti-H.

pylori IgG bulgulan
ik basvaru
mikroskopi
Pozitif (+) Negatif (-) TOPLAM
ilk bagvuru Pozitif (+) 84 9 93
anti-H. pylori IgG Negatif (-) 2 2 4
TOPLAM 86 11 97

Tablo 17: 1k basvuruda mikroskopi gecerli test ahndiginda anti-H. pylori

IgG tayininin tamsal degeri

Anti-H. pylori 1gG
Duyarlilik %97.67
Ozgiilliik %18.18
Pozitif prediktif deger %90.32
Negatif prediktif deger %50.00

Elde edilen verilere goére ilk aliman serumlarda anti-H. pylori IgG
antikorlarinin  tespiti i¢in hazirlanan bu ELISA sistemi ile, gergekte hasta
(mikroskopisi pozitif) olanlarin %97.67’sinin hasta olarak saptanabildigi, ancak

saglam (mikroskopisi negatif) olanlarin sadece %18.18’inin ger¢ekten saglam
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6ldugunun gosterilebildigi gorilmigtir. Testin pozitif prediktif degeri %90.32, .
negatif prediktif degeri %50 olarak bulunmugtur. Bu degerler anti-H. pylori 1gG’si |
pozitif olarak tespit edilenlerin %90.32’sinin gergekten hasta olmasinin, anti-A.
~ pylori 1gG’si negatif olarak tespit edilenlerin sadece %50’sinin gergekten saglam )
olmasimin beklenebilecegini géstermektedir.

Hastalarmn ikinci bagvurularinda alinan biyopsi orneklerindeki mikroskopi
bulgulart ve serum anti-H. pylori 1gG bulgulari Tablo 18’de géstc;rilmistir.
Mikroskopi pozitifligi gegerli test olarak alindiginda, serumda ELISA ile anti-H.
pylori 1gG bakilmasimn duyarhilik, o6zgiillik, pozitif prediktif deger ve negatif
prediktif degerleri Tablo 19°da verilmigtir.

Tablo 18: Hastalarmm ikinci bagvurularinda mikroskopi ve serum anti-H.

pylori IgG bulgulan
ikinci bagvuru
mikroskopi
Pozitif (+) Negatif (-) TOPLAM
Ikinci bagvuru Pozitif (+) 25 58 83
anti-H. pylori IgG Negatif (-) - 14 14
TOPLAM 25 72 97

Tablo 19: Hastalarin ikinci bagvurularinda mikroskopi gegerli test olarak

alindiginda, anti-H. pylori IgG tayininin tamsal degeri

Anti-H. pylori IgG
Duyarlhilik %100
Ozgiilliik %]19.44
Pozitif prediktif deger %30.12
Negatif prediktif deger %19.44

Hastalarin ikinci bagvurularinda alman serumlarda anti-H. pylori IgG

antikorlarinin tespiti ile, gergekten hasta (mikroskopisi pozitif) olanlardan %100’

dogru olarak saptanabilmekte, ancak saglam (mikroskopisi negatif) olanlardan
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%19.44’uniin gergekten saglam oldugu gosterilebilmektedir. Anti-H. pylori 1gG

bakilmasinin hesaplanan pozitif prediktif degeri, bu testi pozitif olarak buluﬁan

kigilerin gergekte %30.12’sinin hasta oldugunu, negatif prediktif degeri ise test

sonucu negatif olarak tespit edilen kisilerin gergekte %19.44 {iniin saglam oldﬁgunu
gostermektedir.

Hastalarin ilk ve ikinci bagvurularinda alinan serumlarinda elde edilen anti-A.

pylori 1gG bulgulan Tablo 20°de gésterilmigtir.

Tablo 20: Hastalarin ilk ve ikinci bagvurularinda anti-H. pylori I1gG

sonuc¢larmin karsilastirilmasi

Ik bagvuru
anti-H. pylori IgG
Pozitif (+) Negatif (-) TOPLAM
ikinci bagvuru Pozitif (+) 83 - 83
anti-H. pylori 1gG  Negatif (-) 10 4 14
TOPLAM 93 4 97

p<0.01

Elde edilen degerlere gore ikinci kez alinan serum 6rneklerinde elde edilen
anti-AH. pylori 1gG bulgular, ilk alinan serumda elde edilenlerden istatistiksel olarak
anlamh derecede farklidir (p<0.01).

Anti-H.pylori 1gG bakilan 97 hastanin 23’i{iniin ilk ve ikinci bagvurularinda
alinan biyopsi orneklerinde mikroskopi pozitif olarak saptanmustir. Bu hastalarin
herbirinin ilk ve ikinci bagvurularinda alinan serum o&rneklerinde anti-H. pylori
IgG’nin 405 nm’deki optik dansiteleri (OD) okunarak, ilk ve ikinci serumdaki
degerler arasindaki fark yiizde azalma ya da artma geklinde hesaplanmig ve bu 23
hastanin OD’deki azalma yada artma oranlarimin aritmetik ortalamasi alinmustir. [1k
alinan biyopsi 6rneginde mikroskopisi pozitif iken, ikinci alinan biyopsi drneginde
mikroskopisi negatif olarak bulunan 64 hastada anti-H. pylori 1gG’nin 405 nm’de
okunan OD’de ortalama degigiklik de aym gekilde hesaplanmigtir. Mikroskopi
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pozitifligi devam eden grupta ortalama %]11.19 oraninda azalma tespit edilirken
mikroskopisi negatiflesen grupta %16.02 oraminda azalma oldugu goriilmiistiir
(Tablo 21).

Tablo 21: Hastalarin ilk ve ikinci bagvurularinda anti-H. pylori 1gG’nin

OD'deki % degisimin mikroskopi pozitiflidindeki degisime gire

dagilim
. . Anti-H. pylori OD'deki
Ik biyopsi 6rnegi Ikinci biyopsi Srnegi Say1 (n) % degisiklik (ortalama)
Mikroskopi (+) Mikroskopi (+) 23 11.19 4
‘Mikroskopi (+) Mikroskopi (-) 64 16.02 4

Bu bulgular istatistiksel olarak degerlendirme i¢in uygun olmasa da
aralarinda gok bityiik bir fark olmadif1 goze ¢arpmaktadir.

Caliyjmaya alman hastalarda anti- H. pylori 1gG OD degerlerinin
histopatolojik siflar, endoskopik 6n tanilar ve hastalarin sikayetlerinin siireleri ile
iligkili olmadig1 goriilmiistiir.

Toplam 86 hastanin ilk ve ikinci bagvurularinda alinan serumlarda anti-H.
pylori IgA galisildi. Bu hastalarin 71’inde (%82.55) anti-H. pylori IgA pozitif olarak
bulundu.

Hastalarin ilk alinan biyopsi omeklerindeki mikroskopi bulgulan ve serum
anti-H. pylori IgA bulgulan Tablo 22°de gosterilmigtir. Ik alman biyopsi
orneklerinde mikroskopi pozitiflifi gegerli test olarak alindiginda, ELISA ile anti-
H. pylori IgA bakilmasinin duyarlilik, 6zgillik, pozitif prediktif deger ve negatif
prediktif degerleri Tablo 23’te verilmistir.
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Tablo 22: Hastalarin ilk basvurularinda mikroskopi ve serum anti-H.

pylori IgA bulgulan
Ik bagvuru
mikroskopi
Pozitif (+) Negatif (-) TOPLAM
Ik basvuru Pozitif (+) 65 6 71
anti-H. pylori IgA Negatif (-) 13 2 15
TOPLAM 78 8 86

Tablo 23: Hastalarin ilk basvurularinda mikroskopi gecerli test

alindifinda anti-H. pylori IgA tayininin tanisal degeri

Anti-H. pylori IgA
Duyarlilik %83.33
Ozgiillitk %25.00
Pozitif prediktif deger %91.54
Negatif prediktif deger %13.33

Hastalarin ilk bagvurularinda serumlarda anti-H. pylori IgA antikorlarinin
bakilmas: ile, gergekten hasta (mikroskopisi pozitif) olanlardan %83.33’i dogru
olarak saptanabilmekte, saglam (mikroskopisi negatif) olanlardan %25.00’inin
gergekten saglam oldugu gosterebilmektedir. Hesaplanan pozitif prediktif deger,
anti-H. pylori IgA’s1 pozitif olarak bulunan kisilerin gergekte %91.54’iiniin hasta
oldugunu, negatif prediktif deger ise test sonucu anti-H. pylori IgA’s1 negatif olarak
tespit edilen kisilerin gergekte %56.25’inin saglam oldugunu gostermektedir.

Hastalarin ikinci bagvurularinda alinan biyopsi orneklerindeki mikroskopi
bulgulart ve serum anti-H. pylori IgA bulgulan Tablo 24’te gosterilmistir. Ikinci
bagvuruda alinan biyopsi Orneklerinde mikroskopi pozitifligi gegerli test olarak
alindiginda, ikinci basvuruda alman serumda ELISA ile anti-H. pylori IgA
bakilmasmin duyarhilik, ozgilliik, pozitif prediktif deger ve negatif prediktif
degerleri Tablo 25’te verilmigtir.
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Tablo 24: Hastalarin ikinci bagvurularinda alinan biyopsi drneklerinde

mikroskopi ve serum anti-H. pylori IgA bulgular

ikinci basvaru
mikroskopi
Pozitif (+) Negatif (-) TOPLAM
ikinci bagvuru Pozitif (+) 16 54 70
anti-H.pylori IgA  Negatif (-) 7 9 16
TOPLAM 23 63 86

Tablo 25: Hastalarin ikinci basvurularinda mikroskopi gecerli test

alindiginda, anti-H. pylori IgA tayininin tamsal degeri

Anti-H. pylori 1gA
Duyarlilik %69.56
Ozgiilliik %14.29
Pozitif prediktif deger %:22.86
Negatif prediktif deger %56.25

Hastalarin ikinci bagvurularinda alman serumlarda anti-H. pylori IgA
antikorlannin tespiti ile, gergekten hasta (mikroskopisi pozitif) olanlardan %669.56’s1
dogru olarak saptanabilmekte, saglam (mikroskopisi negatif) olanlardan
%14.29’unun gergekten saglam oldugu gosterilebilmektedir. Hastalarin ikinci
bagvurularinda anti-H. pylori IgA bakilmasinin hesaplanan pozitif prediktif degeri,
bu testi pozitif olarak bulunan kisilerin gergekte %22.86’smin hasta oldugunu,
negatif prediktif degeri ise test sonucu negatif olarak tespit edilen kisilerin gergekte
%356.25’inin saglam oldugunu gostermektedir.

Hastalarn ilk ve ikinci bagvurularinda alinan serumlarda anti-A. pylori IgA
bulgulan Tablo 26°da verilmistir.
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Tablo 26: Hastalarin ilk ve ikinci bagvurularinda anti-H. pylori Ig A

sonuclari
ik bagvuru
anti-H. pylori IgA
Pozitif (+) Negatif (-) TOPLAM
Ikinci bagvura Pozitif (+) 69 2 71
anti-H.pylori IgA  Negatif (-) 1 14 15
86

TOPLAM 70 16

p>0.05

. Ik ve ikinci bagvuruda alinan kan 6rneklerinde elde edilen anti-H. pylori IgA

sonuglan arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark elde edilmedi (p>0.05).
Calijmamizda toplam 88 hastamin ilk ve ikinci bagvurularinda alinan

serumlarinda anti-A. pylori IgM ¢aligildi. Bu hastalarin 5’inde (%5.68) anti-

H.pylori IgM pozitif olarak tespit edildi.

Hastalarn ilk alinan biyopsi ¢rneklerindeki mikroskopi bulgular1 ve serum

anti-H. pylori 1gM bulgulan Tablo 27°de gosterilmigtir. Ik alinan biyopsi

orneklerinde mikroskopi pozitifligi gecerli test olarak alindifinda, ELISA ile anti-

H. pylori IgM bakilmasimin duyarlilik, 6zgiilliik, pozitif prediktif deger ve negatif

prediktif degerleri Tablo 28’de verilmistir.

Tablo 27: Hastalarin ilk basvurularinda mikroskopi ve anti-H. pylori

IgM bulgulari
ik bagvuru
mikroskopi
Pozitif (+) Negatif (-) TOPLAM
Ik bagvuru Pozitif (+) 5 - 5
anti-H. pylori IgM Negatif (-) - 83 83
TOPLAM 5 83 88
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Tablo 28: Hastalarin ilk basvurularinda mikroskopi gecerli test

alindiginda anti-H. pylori IgM tayininin tanisal degeri

Anti-H. pylori IgM
Duyarlihk %1.00
Ozgiilliik %1.00
Pozitif prediktif deger %1.00
Negatif prediktif deger %1.00

Hastalann ikinci bagvurularinda alinan biyopsi orneklerindeki mikroskopi

bulgulan ve serum anti-H. pylori IgM bulgulant Tablo 29’da gosterilmistir. Ikinci

bagvuruda alinan biyopsi Orneklerinde mikroskopi pozitiflifi gegerli test olarak

alindiginda serumda ELISA ile anti-H. pylori IgM bakilmasimin duyarlilik, 6zgiilliik,
pozitif prediktif deger ve negatif prediktif degerleri Tablo 30°da verilmistir.

Tablo 29: Hastalarin ikinci bagvurularinda mikroskopi ve serum anti-H.

pylori IgM bulgulan
ikinci bagvuru
mikroskopi
Pozitif (+) Negatif (-) TOPLAM
ikinci bagvuru Pozitif (+) 4 4
anti-H. pylori IgM Negatif (-) 60 84
TOPLAM 64 88

Tablo 30: Hastalarin ikinci bagvurularinda mikroskopi gecerli test

alindiginda, anti-H. pylori IgM tayininin tamsal degeri

Anti-H. pylori 1gM

Duyarlilik

Ozgiilliik

Pozitif prediktif deger
Negatif prediktif deger

%0
%6.25
%0
%71.43
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Hastalarin ilk ve ikinci bagvurularinda alinan serum 6rneklerindeki anti-£.

pylori IgM bulgulan Tablo 31°de verilmistir.

Tablo 31: Hastalarn ilk veikinci basvuruda alinan serum orneklerinde

anti-H. pylori IgM sonuglari

ilk bagvuru
anti-H. pylori IgM
Pozitif (+) Negatif (-) TOPLAM
ikinci bagvuru Pozitif (+) 2 2 4
anti-H. pylori IgM  Negatif (-) 3 80 83
TOPLAM 5 82 87

p>0.05

Ilk ve ikinci bagvuruda alinan kan érneklerinde elde edilen anti-H. pylori IgM
sonuglar arasinda istatistiksel olarak anlaml bir fark elde edilmedi (p>0.05).

Ekonomik nedenlerle, serolojik takibi yapilan hastalardan sadece 31’inin ilk
ve ikinci bagvurularinda alinan serum 6rneklerinde western blot analizi yapilarak
hangi protein bantlarina karsi anti-H. pylori I1gG tiiri antikorlar olustugu analiz
edildi. Caligma grubundaki 31 hastanin 27’sinde mikroskopi pozitifti. Bu hastalarin
belirlenen reaktif protein bant paternleri Sekil 7,8,9 ve 10’da gosterilmigtir. Bu
hastalarin 17’sinde ilk alinan biyopsi orneginde mikroskopi pozitif olarak tespit
edilmig, ikinci biyopsi Orneginde mikroskopinin negatiflestigi gorilmiistir. Bu
hastalarin ilk ve ikinci serum omneklerinden elde edilen reaktif protein bantlar ve
ikinci 6rneklerde eksilen bantlar Tablo 32’de gosterilmigtir.

Caligmaya alinan hastalardan 10’unda ilk biyopsilerinde elde edilen
mikroskopi pozitifliginin ikinci biyopsi 6meklerinde de devam ettigi goriilmiistiir.
Bu hastalarn ilk ve ikinci serum érneklerinden elde edilen reaktif protein bantlarn ve
ikinci drneklerde eksilen bantlar Tablo 33’te gosterilmigtir.

Hastalardan 4’iinde ilk ve ikinci alinan biyopsi 6rneklerinde mikroskopi
negatif olarak belirlenmis, ancak bu hastalarda da H. pylori’ye karst olugsmus IgG
turii antikorlar tespit edilmistir. Bu hastalarin ilk ve ikinci serum 6rneklerinden elde
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edilen reaktif protein bantlann ve ikinci orneklerde eksilen bantlar Tablo 34°de
gosterilmigtir.

Western blot analizi yapilan 31 hastanin ilk bagvurularinda alinan serum
orneklerinin 15’inde (%48.38) 130 kDa agurligindaki CagA proteinin bulundugu
pro;cein bantina kargi, 25’inde (% 80.64) 87 kDa agirhigindaki VacA proteininin
bulundugu protein bantina kars: reaktif bantlar tespit edilmigtir (Tablo 35).

1.0, YOKSEXGSRETIM KURULD
DOKUMANTASYON
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Tablo 35: Western blot analizinde CagA ve VacA proteinine kars: reaktif

bant tespit edilen hasta sayisi

Mikroskopi (+) CagA (H) % VacA (V) %
hasta sayis hasta sayis1 hasta sayist
31 15 48.38 25 80.64

Hastalarin ilk aliman serum orneklerinde elde edilen reaktif bant paternleri
incelendiginde en sik goriilen reaktif protein bantlarimin 84 kDa (%87.09), 87 kDa
(%80.64), 58 kDa (%77.41), 54 kDa (%77.41), 94 kDa (%70.96), 74 kDa (%70.96)
agirligindaki proteinler oldugu goriilmiistiir. Ayrica 130, 92, 70, 64, 61, 58, 54, 52,
51, 48, 45, 43, 42, 41, 39, 35, 34, 32 ve 30 kDa agirh@indaki bantlara karg1 da
antikor geligtigi tespit edilmigtir.

Caligmaya alinan 31 hastanin 8’inde (%25.81) 130 kDa agirhigindaki CagA
proteinine karsi olusan antikorun ikinci bagvuruda alinan serum Orneginde
kayboldugu goriilmiigtiir. Ayrica hastalardan 7’sinde (%22.58) 35 kDa, 6’sinda
(%19.35) 64 kDa, 6’sinda (%19.35) 34 kDa, 5’inde (%16.13) kDa, 5’inde (%16.13)
61 kDa agirliginda proteinlere karsi reaktif bantlarin ilk serum 6meklerinde pozitif
iken ikinci oOrneklerde negatiflegtifi gorilmiigtir. 87 kDa aguhigindaki VacA
proteinine kars: reaktif bant sadece 1 hastada kaybolmustur.
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5. TARTISMA

Calismamizda Dogu Karadeniz Bolgesi’'nde gastrik yakinmalari olan
hastalarin %64.64’tinde Gram boyama yontemi ile H. pylori’nin gastrik
kolonizasyonu gosterilmistir. Aydm ve ark.’nin (102) 1993’te aymu bolgede yaptif
¢aligmada bu oran %73.80 olarak tespit edilmigtir. Giir ve ark.’nun (103) yaptig1 bir
¢aligmada gastrik yakinmasi olan hastalarda %86, Taiwan’da yapilan bir ¢aliymada
%77 mikroskopi pozitifligi elde edilirken (104), Ingiltere’de yapilan bir ¢alismada
%30 gibi diigiikk bir oran bulunmugtur (105). H. pylori enfeksiyonu diinyanin her
yerinde sik olarak karsimiza g¢ikmakla birlikte cografik varyasyonlar da
gostermektedir  (106). Cesitli  bolgelerde farkli sonuglar elde edilmesi
sosyoekonomik durum, hijyen kosullari, etnik grup ve itk gibi bazi faktorlerin
enfeksiyonun yaygimnhigim etkiledigini gostermektedir.

Giiniimiizde mide biyopsi omeklerinde H. pylori belirlenmesinde Gram,
Warthin-Starry, hematoksilen-eozin, Giemsa, akridin oranj, PAS gibi ¢esitli boyama
yontemleri kullamlabilmektedir (107). Direkt mikroskopide kullanmilan boyama
yonteminin duyarlilig1 da sonuglar arasinda farkliliklar yaratabilir. Biz ¢alismamizda
duyarliliginin yiiksek olmasi, kolay ve hizli uygulanabilmesi ve ucuz olmasi nedeni
ile Gram boyama yontemini kullandik. Yapilan bir g¢aligmada bu boyama
yonteminin duyarhlik ve ozgilliginiin %100°e yakmn oldugu belirtilmigtir (108).
Bagka bir caliyjmada ise Gram, Warthin-Starry ve hematosilen-cozin boyama
yontemleri karsilagtirlmis ve Gram boyama yonteminin duyarlihfinin %73.6,
Warthin-Starry boyama yonteminin %66.6, hematosilen-eozin boyama yonteminin
ise %64.5 oldugu tespit edilmistir (107). H. pylori’nin midede yama tarzinda
lezyonlar olusturdugu bilinmektedir. Bu nedenle iki veya daha fazla biyopsi
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_orneginde yapilacak aragtirmalarin giivenilirligi daha yiiksek olacaktir. Ancak iireaz
testi ile birlikte yapilan tek bir biyopsi 6rmeginden Gram boyamanin da yeterli
oldugunu bildiren yaynlar vardir (108).

Caliymaya almnan hastalarm tiimiiniin mide biyopsi orneklerinden yapilan
kiiltirde %39.41 oraninda H. pylori iiretilmistir. Mikroskopisinde H. pyl(;ri tespit
edilen biyopsilerden yapilan kiiltirde bu mikroorganizmay: iiretme bagarimz
%60.98 olarak belirlenmistir. Aydin ve ark (102) tarafindan yapilan ¢aligmada
koyun kam kullamlmig ve mikroskopisi pozitif olarak tespit edilen biyopsilerdeki
kiiltiir bagaris1 % 80.65 olarak tespit edilmis, bagka bir ¢aligmada bu oran %43
olarak bulunmusgtur (104).

Caliymamizin bityikk bir bolimiinde ahigilagelmigin diginda olmak iizere
koyun kan1 yerine insan kan1 kullanild ve koyun kani kullanilan besiyerleri ile insan
kam kullamilanlar arasinda H. pylori iiretimini desteklemesi bakimindan 6nemli bir
fark goriilmedi. Yapilan bir ¢aligmada da bizim sonuglarimiz ile uygun olarak
-besiyerine katilarak test edilen tiim taze kanlarin iiremeyi benzer gekilde
destekledigi gosterilmigtir (103).

H. pylori’nin iiretilmesi i¢in 6zel atmosferik kogullara ve zengin besiyerlerine
ihtiyag duyulmaktadir. Biz ¢aliymamizda brusella agar ve brain heart agar kullanild
ve bu iki besiyerinin H. pylori tiremesini desteklemesi agisindan belirgin bir farklilik
saptanmadi. Caligmamizin bityiik bir boliimiinde mikroaerofilik sartlar saglamak
amaci ile Habag A.S.’nde hazirlatmig oldugumuz gaz karnigimimi kullandik ve bu
sistemin H. pylori iretimi igin mikroaerofilik ortam yaratan ticari kitler kadar
basarili oldugunu tespit ettik.

Caligmaya alinan erkek hastalarda H. pylori tespit edilme oranini %60.63,
kadin hastalarda ise %46.97 olarak belirlendi ve erkek hastalardaki oran kadin
hastalardaki orana gore istatistiksel bakimdan anlamli derecede yiiksek bulundu.
Yapilan baz1 g¢aligmalarda H. pylori enfeksiyonunda kadin-erkek orami birbirinden
farkli bulunmamigsa da (108), ¢alismamuz erkek cinsiyetin H. pylori enfeksiyonu

igin bir risk faktorii oldugunu belirten galigmalar: desteklemektedir (35).
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Hastalarin endoskopileri esnasinda gastroenterolog tarafindan belirlenen 6n
tanilara gore gastrik biyopsi 6meginde H. pylori kolonizasyonu incelendiginde,
duodenal erezyon gériilen grupta en yiiksek oran (%88.9) tespit edilmistir. Gastrik
iilser ve duodenal iilser goriilen gruplarda da diger gruplara gére daha yiiksek oranda
H. pylori kolonizasyonu oldugu gorillmiistir (sirasiyla %84.6, %79.7). Yapilan
birgok ¢aligmada da duodenal iilserlerde %90’1n iizerinde, gastrik iilserlerin %58-
94’tinde H. pylori tespit edildigi gosterilmigtir (70, 71). Baz1 galigmalar gastrik
iilserlerde duodenal iilserlere oranla daha az oranda H. pylori gorildigi ve
patogenezinde bagka faktorlerin daha etkili oldugu yoniindedir (69, 71). Ancak
bizim ¢aligmamizda gastrik ve duodenal iilserli gruplar arasinda anlamli bir fark elde
edilememigtir. Gastrik kanserli hastalarda %30 gibi diigiik bir deger elde edilmistir.
Bunun nedeni biyopsinin alindig tiimorlii bolgede tiimér hiicrelerinin 6zelliginden
dolay1 olusan, bakterinin adezyonu igin uygun olmayan ortam ile agiklanabilir (75).
(Calhigymaya alinan ve histopatolojik degerlendirilmesi yapilan 738 hastanin
.700’inde kronik gastrit, 32’sinde gastrik kanser tespit edilmig, 6 hastanin
histopatolojik degerlendirmesinde normal mide yapisi goriilmiigtiir. Kronik gastriti
olan 700 hastanin 332’si (%47.42) hafif siddette gastrit, 345’1 (%49.28) orta
siddette gastrit, 23’1 (%3.28) siddetli gastrit olarak belirlenmigtir. Hastalarin gastrik
biyopsi 6rneklerinde H. pylori kolonizasyonunun histopatolojik gruplar arasinda
ileri derecede farkhilik gésterdigi tespit edilmigtir. Normal histopatolojik bulgular
elde edilen grupta %16.60 oramnda H. pylori mikroskopi pozitifligi goriilmiistiir.
Ancak bu grupta sadece 6 hasta bulunmast bu konuda yapilabilecek yorumlar
kisitlamaktadir. Bununla birlikte H. pylori enfeksiyonunda yama tarzinda lezyonlar
olustugundan biyopsinin uygun yerden alinmasinin da 6nemli oldugu bilinmektedir.
Siddetli kronik gastrit gorillen grupta en yiiksek H. pylori mikroskopi pozitifligi
(%86.95) tespit edilmistir. Orta giddette kronik gastritlerin %77.10’unda, hafif
siddette kronik gastrit gorillen grubun %55.42’sinde mikroskopide H. pylori
goriilmiigtiir. Hastalarda kronik gastritin giddeti arttikga direkt mikroskopide A.
pylori gorilme sikligimn da buna paralel olarak arttif1 belirlenmistir. Aydin ve ark
(109) tarafindan yapilan bir galigmada hafif giddette gastrit gorilen hastalarda
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%35.71, orta siddette gastrit saptanan hastalarda %89.47, siddetli gastriti olan
hastalarda ise %100 oraninda H. pylori kolonizasyonu gésterilmis ve ¢alismamizla
benzer olarak gastritin giddeti arthkga H. pylori gorilme sikligimn da arttig
belirlenmigtir. Caliyma grubumuzdaki gastrik kanserli hastalarda %37.50 oraninda
H. pylori kolonizasyonu gosterilmigtir. Bu oran normal bulgular elde edilen gruba
gore istatistiksel olarak farkli bulunmamistir. Gastrik kanserli hastalarda yapilan
serolojik ¢aligmalarda asemptomatik kontrol grubuna gére anlamli derecede yiiksek
anti-H. pylori IgG degerleri bulunmustur (110). Ancak bazi galigmalarda serolojik
olarak gastrik kanser ile H. pylori enfeksiyonu arasinda bir iligki oldugu
desteklenememigtir (111).

Calismamizin asil hedefini olusturan serolojik profilin izlenmesi ekonomik
nedenler ve hastalarin kontrole gelmemeleri nedeni ile tiim hastalarda yapilamamig,
ancak ilk bagvurusundan 2-2.5 ay sonra kontrol igin bagvuran hastalar bu takibe
almabilmisgtir.

Calisma grubundaki 97 hastanin 86’sinda (%88.66) ilk bagvuruda alinan
biyopsi 6rneginde Gram boyama ile H. pylori varliga gosterilmigtir. Mikroskopisi
pozitif olup hekimleri tarafindan H. pylori eradikasyonuna yoénelik tedavi verilen
hastalarin 61’inin (%70.93) tedavi sonucu mikroskopilerinin negatiflegtigi tespit
edilmigtir.

Ik alinan biyopsilerinde mikroskopisi pozitif olarak tespit edilen hastalarin
tedavi sonrasinda kontrole geldiklerinde tekrar biyopsileri alimip mikroskopi ile
degerlendirilmesi hastanin tedavi olup olmadiim belirlemede giivenilir bir
yontemdir. Ancak endoskopi uygulanmasi zor, deneyimli uygulayici gerektiren ve
cesitli enfeksiyon hastaliklarinin hastadan hastaya bulagmasina neden olabilen bir
yontemdir.

Caliymamizda 97 hastamin ilk ve ikinci bagvurusunda alman serum
orneklerinde m-house ELISA sistemi ile anti-H. pylori IgG antikorlart varligi ve
diizeyleri belirlenmigtir. In- house ELISA testi i¢in pleyte kaplanacak olan antijen
hazirlanirken gegitli yontemler kullamilabilir (112). Calismamizda antijen olarak tam
bakteri siispansiyonu ve bakteri lizati hazirlama geklinde iki farkh yontem test
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edildi. Bunlardan tam bakteri siispansiyonun kullamlmasi, bakteri lizati
kullanilmasindan daha efektif bulundu. Bu gekilde, tam bakteri siispansiyonu yada
bunun sonikasyonu ile elde edilen antijenlerin kullanilmasinin maximum sayida
yiizey antijeni bulundurmasi ve H. pylori’ye karsi olugsmus ¢ok cesitli antikor
cevaplarma yonelik kullanilabilmesi yoniinden avantajli oldugu diigiiniilmiistiir.
"Ancak non-spesifik baglanmalar ve Campylobacter tiirleri ile gapraz reaksiyonlara
yol agabilecegi unutulmamalidir.

Caligmaya alinan 97 hastanin ilk bagvurularinda yapilan ELISA testinde
%95.88 oraninda anti-H. pylori 1gG pozitifligi elde edildi. Bu oran Aydin ve ark.
tarafindan yapilan ¢aliymada %80.95 olarak tespit edilmistir (102). Elazig y6resinde
yapilan bir bagka ¢aligmada bu oran 31-40 yaglan arasinda %94.29, 41-50 yaglan
arasinda 76.47, 51-60 yaslani arasinda %84.62, 60 yagin iizerinde %73.68 olarak
belirlenmigtir (112). Caligmamizdaki 97 hastanin ilk bagvurularinda alinan gastrik
biyopsi Orneklerinde %88.66 oraninda H. pylori mikroskopi pozitifligi oldugu
gorilmiigtiir. Sonuglarimiza goére midesinde H. pylori kolonizasyonu olmayan
grubun %7.22’sinde anti-H. pylori IgG antikorlan pozitif olarak bulunmaktadir. Bu
da sadece anti-H. pylori IgG antikorlarina bakilarak baglanacak tedavinin her zamaﬁ
dogru olmayacag seklinde yorumlanabilir. Ancak endoskopi ihtiyacim azalttiindan
bu test giiniimiizde de kullanilmaktadir. Yapilan bir ¢aligmada bu testin ig yiikiinii
%23.3 oraninda azalttif1 belirlenmistir (113).

Gastrik biyopsi 6rneklerinde mikroskopi bulgulan referans olarak alindiginda
kullandigimiz in-house ELISA sisteminin duyarlilii, bir kez biyopsi alinan
hastalarda %97.67 olarak hesaplandi. Yapilan gegitli caligmalarda da bu deger %90-
%97 olarak tespit edilmistir (113-115). Ancak bu testin ozgulliigii %18.18 gibi
diisitk bir deger olarak hesaplandi. Bu degerden de anlagilacagi gibi ELISA IgG,
mikroskopisi negatif olarak tespit edilen hastalarin sadece %18.18’inin gergekten
negatif oldugunu gosterebilmektedir. Yapilan bir ¢aliymada kultiir pozitifligi gegerli
test olarak alinmig ve bu testin 6zgiilliifii %67 olarak bulunmustur (115). Testin
spesifitesinin bu kadar diigik olmasi, IgG tirii antikorlarin enfeksiyonun

baslangicindan uzun yillar sonrasina kadar pozitif olarak kalmasi olabilir. Testin
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pozitif prediktif degert %90.32, negatif prediktif degeri %50 olarak bulundu. Buna
gore ELISA IgG ile pozitif olarak belirlenen hastalarin %90.32’si gergekte de H.
pylori ile enfektedir. Yapilan birgok ¢aliymada da benzer sonuglar elde edilmistir
(113-115). Duyarlihigr ve pozitif prediktif degerinin yiiksek bulunmasi bu testin
endoskopi ihtiyacim1 azaltmak amaci ile kullanilabilecegini gostermektedir. Ancak
ozgilligiiniin ve negatif prediktif degerinin diigiik olmas1 bu testin giivenilirligini
simrlamaktadir. Ozellikle endoskopiyi tolere edemeyecek olan yash hastalarda ve
¢ocuklarda anti-H. pylori 1gG bakilmas: enfeksiyonun tanisinda yardimci olabilir.

Hastalarin ikinci bagvurularinda aliman serumlarda anti-H. pylori IgG
antikorlarimin tespitinin duyarliligi %100, 6zgiilligii %19.44, pozitif prediktif degeri
%30.12, negatif prediktif degeri %19.44 olarak bulundu. Ik alman serum
orneklerindeki degerlerle kargilagtirildiginda ikinci bagvuruda bu testin yapilmasinin
duyarhilik ve 6zgiilliigiiniin ¢ok fazla degigmedigi ancak pozitif prediktif degeri ve
ﬁegatif prediktif degerinin 6nemli oranda azaldif1 gériilmektedir. Bunun nedeni ilk
basvuruda mikroskopisi pozitif bulunarak tedavi alan hastalarin mikroskopisinin
negatiflesmesine ragmen iki aylik bir siire iginde IgG tiirii antikorlarin buna paralel
olarak testi negatiflestirecek kadar diigiis géstermemesi olabilir.

[k bagvurularinda anti-H. pylori IgG’si pozitif olarak tespit edilen 93
hastamin 83’iinde ikinci bagvuruda da bu antikorlar pozitif olarak bulundu, hastalarin
10’unda IgG tiirii antikorlar negatiflesmigsti. Yapilan istatistiksel degerlendirmede ilk
ve ikinci bagvurularda elde edilen bu sonuglarin istatistiksel olarak birbirinden farkli
oldugu goriilldii. Bu sonuca gore tedavinin izlenmesinde mikroskopi takibine
alternatif olarak anti-H. pylori IgG takibinin de yardimeci bir etst olarak
kullanilabilecegi, ancak bdyle bir takibin her zaman saglikli sonug¢ vermeyecegi
sOylenebilir.

Anti-H. pylori IgG igin hazirladigimiz in-house ELISA sisteminde ilk kez
alman serumlarinda mikroskopisi pozitif olarak bulunan hastalarin 23’iinde
mikroskopi pozitiflifi devam ediyordu. Bu grupta elde edilen optik dansitelerdeki
ortalama azalma oram1 %11.19 olarak bulundu. Mikroskopisi negatiflesen grupta ise
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%16.02 oraninda diigiis gozlendi. Bu rakamlar arasinda istatistiksel bir analiz
yapilamadiysa da her iki grupta da benzer sekilde diigiis goriilmektedir.

Calismaya alinan hastalarda anti-H. pylori IgG OD degerleri ile.
histopatolojik siniflandirma, endoskopik on tamilar veya hastalarin sikayetlerinin
siireleri arasinda bir iligki goriilmemigtir. Bu nedenle ELISA ile anti-H. pylori 1gG
degerlendirilirken OD degerlerine bakilarak hastalarin bu klinik 6zellikleri ile ilgili
yorum yapilamayacagi sdylenebilir.

Serumlarinda anti-H. pylori IgA g¢alisilan 86 kisilik hasta grubunun 71’inde
(%82.55) bu antikorlar pozitif olarak tespit edilmigtir. Leunk ve ark (115) tarafindan
yapilan bir galigmada bu oran %88 olarak bulunmugtur.

Hastalarn ilk bagvurularinda gastrik biyopsi 6érneklerinde mikroskopi ile H.
pylori tayini gegerli test olarak alindifinda, serumda anti-H. pylori IgA bakilmasinin
duyarliigs %83.33, ozgilligi %25, pozitif prediktif degeri %91.54, negatif
prediktif degeri %13.33 olarak bulunmustur. Testin duyarhilif1 ve pozitif prediktif
degerinin yiiksek olmas1 gercekte hasta (mikroskopisi pozitifjolan kigilerin bu test
ile bityitkk oranda dogru bir gekilde tespit edilebilecegini gostermektedir. Ancak
testin Ozgiilliigii ve negatif prediktif degeri gergekte saglam olan (mikroskopisi
negatif) kisileri belirlemede bu testin de yetersiz oldugunu digiindiirmektedir.

Hastalar ikinci kez bagvurduklarinda serumlarinda anti-H. pylori IgA
tayininin duyarliign %69.56, ozgilligi %24.29, pozitif prediktif degeri %22.86,
negatif prediktif degeri %56.25 olarak hesaplanmistir. Bu sonuglara goére hastalar
tedavi aldiktan sonra ikinci kez bagvurduklarinda anti-H. pylori IgA bakilarak tan
konmasimmn uygun olmadig disiniilebilir. Ik bagvuruda anti-H. pylori IgG
tayininin duyarliifinun anti-H. pylori IgA tayinine gore daha yiiksek oldugu
gorillmiigtiir. Ancak gergekte saglam olanlan anti-H. pylori IgA testi ile yakalama
sansin anti-H. pylori 1gG tayinine gore daha yiiksek oldugu dikkati ¢ekmektedir.

IIk bagvurusunda anti-FH. pylori IgA’s1 pozitif olan 70 hastadan 69’unda bu
pozitiflik devam etmig, sadece 1 hastada negatiflesmistir. Bu bulgulara gore ilk ve
ikinci bagvuruda aliman serum oOrneklerindeki anti-H. pylori IgA pozitifliginin
istatistiksel olarak anlamli derecede degismedigi goriilmiigtiir.
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Caligmamizda toplam 88 hastanmn ilk ve ikinci bagvurusunda alinan serum
orneklerinde anti-H. pylori IgM antikorlar1 degerlendirildi ve ilk bagvuruda alinan
omeklerin 5’inde ( %5.68) bu antikorlar pozitif olarak tespit edildi. Calisma
grubundaki 88 hastanin 69’u (%79.40) 6 ay1 agkin siiredir sikayetleri oldugunu
belirtmiglerdir. Bu nedenle akut dénemde yiikselmesi ve daha sonra diigmesi
beklenen bu antikorun diisikk diizeyde tespit edilmesi anlamlidir. Bu grupta
mikroskopi  pozitifliginin  %88.63 oldugu gorildi. Bu sonuglar agikca
gostermektedir ki anti-H. pylori IgM antikorlariin varlifiin gosterilmesi,
hastalarda H. pylori kolonizasyonunu géstermede ¢ok yetersiz bir bulgudur.

Hastalarin ilk bagvurularinda mikroskopi gegerli test olarak alindiginda anti-
H. pylori IgM tayininin duyarhilk, o6zgillikk, pozitif prediktif deger ve negatif
prediktif degerinin %1 oldugu, bu nedenle bu testin midede H. pylori
kolonizasyonunu géstermede gegerliliginin olmadig goriilmiigtiir. Hastalarn ikinci
bagvurularinda elde edilen sonuglar da bu testin tanisal degerinin olmadigini
gostermektedir. Ayrica ikinci bagvuruda alinan 6rneklerde elde edilen sonuglar ilk
bagvuruda elde edilenlerden istatistiksel olarak farkli bulunmamustir.

(Calismamizda 31 hastanin ilk ve ikinci bagvurularmda alinan serum
oreklerinde western blot analizi ile hangi protein bantlarinda kargt antikor olustugu
belirlenmigtir. Bu hastalarmn itk bagvurularinda alinan biyopsi érneklerinin 27’sinde
(%87.09) mikroskopi pozitif olarak tespit edilmis, ancak tiim hastalarda H. pylori’ye
kargt reaktif antikor bantlan gozlenmigtir. Bu 27 hastanin 17’sinde (%54.83) ilk
bagvuruda alman biyopsi Omneginde mikroskopi pozitif iken ikinci bagvuruda
negatiflesmig, 10’unda (32.25) pozitiflik devam etmistir. Hastalarin 4’iinde
(%12.90) ilk ve ikinci drneklerde mikroskopi negatif olarak belirlenmigtir.

Calisma grubundaki 31 hastanin 15’inin (%48.38) ilk alinan serumlarinda
CagA proteininin bulundugu 130 kDa agirligindaki antijene karst, 25’inde (%80.64)
VacA proteininin bulundugu 87 kDa agirligindaki antijene karst antikor bulundugu
gorilmigtiir. Yapilan baz1 galigmalarda %36-79.4 oraminda CagA (116,117), tiim
suglarin yaklagik %50°sinde VacA seropozitifligi tespit edilmistir (118).
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Hastalarin ilk alinan serum 6rnekleri incelendiginde en sik goriilen reaktif
protein bantlarinin 94 kDa (%70.96), 87 kDa (%80.64), 84 kDa (%87.09), 74 kDa
(%70.96), 58 kDa (%77.41), 54 kDa (%77.41) agirhgindaki proteinler oldugu
goriillmiigtiir. Bu nedenle bu bantlarin H. pylori’nin immiinodominant bantlari
olabilecegi diigiiniilmiigtiir.

Caligmaya alinan hastalarin 8’inde (%25.81) 130 kDa aguhgindaki CagA
proteinine karsi olusan antikorun ikinci bagvuruda alinan serum 6rneginde
kayboldugu gérillmiistiir. 87 kDa agirlifindaki VacA proteinine kargi reaktif bant
sadece 1 hastada kaybolmugtur. Hastalardan 7’sinde (%22.58) 35 kDa, 6’sinda
(%19.35) 64 kDa, 6’sinda (%19.35) 34 kDa, 5’inde (%16.13) kDa, 5’inde (%16.13)
61 kDa agirhginda proteinlere karg: reaktif bantlarin ilk serum 6rneklerinde pozitif
iken ikinci 6rneklerde negatiflegtigi goriilmiigtiir.



6. SONUCLAR VE ONERILER

Trabzon Sosyal Sigortalar Kurumu Hastanesi’ne gastrik yakinmalar ile
bagvuran ve hekimleri tarafindan endoskopi endikasyonu konan 789 hastada
agagidaki sonuglar elde edildi:

1. Dogu Karadeniz Bolgesi’nde dispeptik yakinmalari olan hastalarin gastrik
biyopsi orneklerinde Gram boyama yontemi ile %64.64 oraninda H. pylori tespit
edildi.

2. Dispeptik yakinmalan olan hastalarin %39.41’inde kiltirde H. pylori
tiretildi. Kiiltiir pozitiflik oran1 mikroskopisi pozitif olan hastalarda %60.98 idi.

3. Caligmaya almman erkek hastalarda %60.63, kadin hastalarda %46.97 H.
pylori mikroskopi pozitifligi gorildi. Erkek hastalardaki bu yiikseklik istatistiksel
olarak anlamli bulundu.

4. Endoskopik bulgulara gore olgular smiflandinldiginda en yiiksek
mikroskopi pozitiflik oran1 duodenal erozyon goriilen grupta (%88.9), en diisiik ise
gastrik kanserli grupta (%30.00) tespit edildi.

5. Biyopsi oOrneklerindeki histopatolojik  bulgulara gore olgular
siniflandirildiginda gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark oldugu goriildii.
Normal bulgular elde edilen grupta en diigiik (%16.60), siddetli gastrit gorilen
grupta ise en yiiksek mikroskopi pozitiflik oran1 (%86.95) tespit edildi.

6. Gastritin giddeti arttikga mikroskopide H. pylori gorillme oraninin da buna
paralel olarak arttig1 tespit edildi.

7. Mikroskopisi pozitif olup hekimleri tarafindan H. pylori eradikasyonuna
yonelik tedavi verilen hastalarin %70.93’iniin tedavi sonucu mikroskopilerinin

negatiflegtigi tespit edildi.
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8. Doksanyedi hastanin ilk ve kontrol sonrasi serumlarinda in-house ELISA
yontemi ile anti-F. pylori 1gG antikor varlign ve diizeyi arastinldi. ik alinan
oreklerde hastalarin %95.88’inde anti-H. pylori 1gG pozitif olarak tespit edildi.

9. Mikroskopi pozitifligi gegerli test olarak alindiginda ilk bagvuruda alnan
serum Orneklerinde in-house ELISA ile anti-H. pylori IgG tayininin duyarhiligt
- %97.67, ozgulligii %18.18, pozitif prediktif degeri %90.32, negatif prediktif degeri
% 50 olarak bulundu.

10. Hastalarin ikinci bagvurusunda in-house ELISA ile anti-H. pylori 1gG
bakilmasinin duyarlilign %100, 6zgiilliigii %19.44, pozitif prediktif degeri %30.12,
negatif prediktif degeri % 19.44 olarak hesapland.

11. Mikroskopi pozitiflii devam eden 23 hastanin anti-H. pylori IgG
OD’nde ortalama %11.19 oramnda bir azalma tespit edildi. ilk alinan biyopsisinde
mikroskopisi pozitif iken, kontrole geldiginde negatif oldugu tespit edilen 64
hastanin anti-H. pylori 1gG OD’nde ortalama %16.02 oraninda diigiis oldugu
bulundu.

12. Ik alinan biyopsi 6meginde mikroskopisi negatif olan iki hastamn ikinci
biyopsilerinde H. pylori tespit edildi.

13. Anti-H. pylori IgG optik dansite (OD) degerlerinin gastritin giddeti ve
hastalarn gikayetlerinin siiresi ile iligkili olmadig1 gériildii.

14. Toplam 86 hastanin ilk ve ikinci bagvurusunda alinan serumlarinda anti-
H.pylori IgA ¢aligildt ve hastalarin %82.55’inde bu antikor pozitif olarak bulundu.

15. Hastalann ilk bagvurularinda gastrik biyopsi 6rneklerinde mikroskopi ile
H. pylori tayini gegerli test olarak alindiginda, serumda anti-H. pylori IgA
bakilmasimin duyarlilif1 %83.33, ozgiilligi %25.00, pozitif prediktif degeri %91.54,
negatif prediktif degeri %13.33 olarak bulundu.

16. Hastalar ikinci kez bagvurduklarinda serumlarinda anti-AH. pylori IgA
tayininin duyarhlifn %69.56, ozgilligi %24.29, pozitif prediktif degeri %22.86,
negatif prediktif degeri %56.25 olarak hesapland.
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17. Toplam 88 hastann ilk ve ikinci bagvurularinda alinan serumlarda anti-
H.pylori IgM galisildi. Bu hastalarin %5.68’inde anti-H.pylori IgM pozitif olarak
tespit edildi.

18. Mikroskopi pozitifligi gegerli test olarak alindifinda ilk bagvuruda alinan
serum Orneklerinde ELISA ile anti-H. pylori IgM tayininin duyarlilign 6zgilliigii,
pozitif prediktif degeri ve negatif prediktif degeri % 1 olarak bulundu.

19. Hastalar ikinci kez bagvurduklarinda serumlarinda anti-H. pylori IgM
tayininin tanisal degeri olmadif1 goriildii.

20. Serolojik takibi yapilan hastalarin 31’inin ilk ve ikinci bagvurularinda
. alnan serumlarda western blot analizi yapildi. Hastalarin 27’sinde (%87.09)
mikroskopi pozitifti. Bu hastalanin tiimiinde H. pylori’ye karsi olugmus reaktif
protein bantlan tespit edildi.

21. Western blot analizi yapilan 31 hastanin ilk bagvurularinda alinan serum
orneklerinin 15’inde (%48.38) 130 kDa agurhigindaki CagA proteinin bulundugu
protein bantina kargi, 25’inde (% 80.64) 87 kDa agulifindaki VacA proteininin
bulundugu protein bantina kars1 reaktif bantlar tespit edildi.

22. Hastalarn ilk alinan serum 6rneklerinde elde edilen reaktif bant paternleri
incelendiginde en sik goriilen reaktif protein bantlarinin 84 kDa (%87.09), 87 kDa
(%80.64), 58 kDa (%77.41), 54 kDa (%77.41), 94 kDa (%70.96), 74 kDa (%70.96)
agirhgindaki proteinler oldugu goruldi. Ayrica 130, 92, 70, 64, 61, 58, 54, 52, 51,
48, 45, 43, 42, 41, 39, 35, 34, 32 ve 30 kDa agirhigindaki bantlara kars1 da antikor
gelistigi tespit edildi.

23. Caligmaya alinan 31 hastanin 8’inde (%25.81) 130 kDa agirhigindaki
CagA proteinine kargt olugan antikorun ikinci bagvuruda alman serum 6rneginde
kayboldugu goriildii. Ayrica hastalardan 7’sinde (%22.58) 35 kDa, 6’sinda
(%19.35) 64 kDa, 6’sinda (%19.35) 34 kDa, 5’inde (%16.13) kDa, 5’inde (%16.13)
61 kDa agirliginda proteinlere karst reaktif bantlarin ilk serum 6rneklerinde pozitif
iken ikinci 6meklerde negatiflestigi belirlendi. 87 kDa agirhigindaki VacA proteinine
kars1 reaktif bant sadece 1 hastada kayboldu.
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H. pylori serolojisine yénelik yapilan testlerin daha biyik ¢aligma
gruplarinda uygulanmasi ¢alismada elde etti§imiz sonuglarin giivenilirligini
artiracak, seroloji ile g¢esitli klinik durumlar arasinda baglanti olup olmadigini
belirlemede daha ayrntili bilgiler saglayacaktir. Ayrica H. pylori’ye karst olusan
antikorlarin subtipleri ve bu antikorlarin H. pylori’ye olan afinite ve aviditeleri ile

cesitli klinik durumlar arasindaki baglant: aragtiriimalidir.



7. OZET

Bu ¢aligmada dispeptik yakinmasi olan hastalarda midede H. pylori
kolonizasyonu olup olmamasi, gastritin giddeti, H. pylori enfeksiyonunun siiresi ile
serumda anti-H. pylori 1gG, IgA ve IgM antikorlarinin varlig1 ve diizeyi arasinda bir
baglant1 olup olmadiinin aragtirilmasi amaglandu.

Cahigmaya 97 hasta katildi. Herbir hastadan serum 6rnegi ve endoskopi ile
gastrik antrum bolgesinden 4 adet biyopsi 6rnegi alindi. Antral gastritin giddeti
endoskopik ve serolojik bulgulardan habersiz olan bir patoloji uzmam tarafindan
belirlendi. Biyopsi 6meklerinde H. pylori varhgi Gram boyama, kiiltiir ve iireaz
testleri ile gosterildi. Hastalanin ilk bagvurularindan iki ay sonra bu islemler
tekrarlandi.

Gram boyama ile 86 hastada (%88.66) H. pylori tespit edildi. Bu hastalarin
95’inde (%95.88) in-house ELISA ile anti-H. pylori IgG antikorlar1 pozitif olarak
bulundu. Mikroskopi gegerli test olarak alindiginda serumda anti-H. pylori 1gG
tayini igin hazirlanan in-house ELISA testinin duyarliligi, 6zgiilliigii, pozitif ve
negatif prediktif degerleri sirastyla %97.67, %18.18, %90.32 ve %50.00 olarak
belirlendi.

Dispeptik yakinmalart olan 86 hastada ticari olarak hazirlanmig bir ELISA
kiti ile anti-H. pylori IgA tiiri antikorlar aragtirildi ve bu hastalardan 71’inde
(%82.55) bu antikorlar pozitif olarak bulundu. Mikroskopi ile H. . pylori tayini
gegerli test olarak alindiginda bu ticari ELISA kitinin duyarliligt %83.33, 6zgiilligii
%25.00, pozitif prediktif degeri %91.54, negatif prediktif degeri %13.33 olarak
hesaplandu. ‘
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Toplam 88 hastada ticari bir kit ile anti-H. pylori IgM tirii antikorlar
aragtirildi. Hastalarin sadece 5’inde (%5.68) bu antikorlarin pozitif oldugu ve anti-
H pylori IgM serolojisinin H. pylori enfeksiyonunda tanisal degeri olmadif
goriildi.

Caligma grubundaki hastalarin 31’inde western blot analizi ile hangi
antijenlere kargi antikorlarin bulundugu aragtinldi. H. pylori mikroskopisi negatif
olan 4 hasta dahil olmak iizere biitiin hastalarda anti-H. pylori IgG antikorlan tespit
edildi. Hastalarm 15’inde (%48.38) 130 kDa agirhigindaki CagA proteinin
bulundugu protein bantina karsi, 25’inde (% 80.64) 87 kDa agirligindaki VacA
proteininin bulundufu protein bantina karsi reaktif bantlar tespit edildi. Major
immunoreaktif komponentler 94, 87, 84, 74, 58 ve 54 kDa agirhginda idi.

Calismaya alinan 31 hastamin 8’inde (%25.81) 130 kDa agirhgindaki CagA
proteinine karst olusan antikorun ikinci bagvuruda alman serum Orneginde
kayboldugu goriildii. Ayrica hastalardan 7’sinde (%22.58) 35 kDa, 6’sinda
(%19.35) 64 kDa, 6’sinda (%19.35) 34 kDa, 5’inde (%16.13) kDa, 5’inde (%16.13)
61 kDa agirhiginda proteinlere kars: reaktif bantlarin ilk serum 6meklerinde pozitif

iken ikinci 6rneklerde negatiflestigi belirlendi.



8. SUMMARY

In the present study, we aimed to determine the association between gastric
colonization of Helicobacter pylori, histological grading of gastritis and the duration
of the H. pylori infection with dyspepsia and the presence of anti- H. pylori IgG,
IgA and IgM.

Ninety-seven dyspeptic patients were included in the study. Each patient
underwent blood sampling and endoscopy. Four antral biopsy specimens were
obtained from these patients. The severity of antral gastritis was graded by
- pathologists who were unaware of the serological and endoscopic findings. The
presence of H. pylori in the biopsy specimens was determined by Gram staining,
culture and urease tests. After two mounts the same procedure was repeated.

H. pylori were positive in 86 (88.66%) patients with Gram staining and 93
(95.88%) patients with in-house ELISA for anti-H. pylori IgG. Using microscopy as
a reference test the sensitivity, specifity, positive predictive value and negatiire
predictive value of in-house ELISA for serum anti-H. pylori 1gG were 97.67%,
18.18%, 90.32%, 50%, respectively.

Anti-H. pylori IgA was tested in 86 patients with dyspepsia. Seventy-one of
these patients (82.55%) were positive with commercial ELISA for anti-H. pylori
IgA. Using microscopy as reference test, the commercial ELISA for anti-H. pylori
IgA was 83.33% sensitive, 25.00% specific with 91.54% positive predictive and
13.33% negative predictive values.

Eighty-eight patients were screened with a commercial ELISA for anti-A.
pylori IgM. Only 5 patients (5.68%) were positive with this test. The serology of
anti-H. pylori IgM had no diagnostic value.
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In thirty-one patients, serological characterisation was carried out using

western blot analysis. In all subjects, anti-H. pylori 1gG was detected irrespective of

H pylori presence. Immunoreactive bands in 130 kDa moleculer weight (CagA)

were found in 15 (48.38%), 87 kDa moleculer weight (VacA) were found in 25

(80.64%) of the patients. The major common immunoreactive components were at
94, 87, 84, 74, 58 and 54 kDa.

From the serum samples of 31 patients in 8 (25.81%) 130 kDa, in 7 (22.58%)

35 kDa, in 6 (19.35%) 64 kDa, in 5 (16.13%) 61 kDa moleculer weight

immiinoreactive proteins were disappeared in the second serum samples.
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