ANKEM Derg 6 (No.3): 408-416 (1992

HELICOBACTER PYLORI TANISINDA HISTOLOJIK VE
MIKROBIYOLOJIK ARASTIRMA YONTEMLERI

Korhan TAVILOGLUL, Ali AKYUZ1, Mine Ang KUCUKER?,
Yilmaz BUYUKUNCU', Dursun BUGRAL, Ozden OZMUTLUZ, Ozdem ANG?

OZET

Kastm 1989 ve Temmuz 1991 tarihleri arasinda, iist gastrointestinal sistemin
endoskopik tetkiki amaci ile bagvuran hastalarin 104%inde H.pylori insidans:
aragtinimigtir. Her hastanin mide antrum bolgesinden dort adet biopsi Ornegi
almmustir. Bunlardan ikisi ik mikroskobu ile tetkik, biri iireaz testi ve biri de
kiiltiir i¢in kullanilmustir. Elektron mikroskopisi ile tetkik yapilan beg olguda, ek
olarak bir 6rnek daha alinmuigtir. Olgulann 41'inde gastrit, 30'unda duodenal iilser
(DU), 27'sinde noniilser dispepsisi (NUD) ve 6'sinda mide karsinomu (CA)
belirlenmistir. 58 olguda (% 55.8) histolojik olarak bakteri varhigina rastlanmgtr.
Olgularin 60' (% 57.7) kiltiir pozitif, 67'si (% 64.4) iireaz pozitif sonu¢ vermistir,
Duyarlik orani histolojik tetkikie % 96.7, iircaz testinde % 100; dzgiilliik oram ise
histolojik tetkik igin % 100, iireaz testi igin % 89.5 olarak hesaplanmigtir. Sonug
olarak, H.pylori'nin belirlenmesinde histolojik inceleme ve iireaz testi etkinlikleri
agisindan karsilaghinilmig ve aralarinda belirgin bir farklilik saptanmanustir.

SUMMARY
Histological and microbiological investigation methods for Helicobacter pylori.

The incidence of H.pylori was searched in 104 patients, who were admitted for
upper. Gl tract endoscopic examination between November 1989 and July 1991. Four
biopsy specimens were obtained from the gastric antrum of every patient. Two of
these were used for histological examination (light microscope), the third for the
urease test and the last one for the microbidlogical examination. In five cases that
were searched under the electron microscope, an additional specimen was obtained.
The histological resulis were; gastritis in 41 cases, duodenal ulcer (DU) in 30
cases, nonulcer dispepsia (NUD) in 27 cases, and gastric carcinoma {CA) in 6
cases. 58 cases (55.8 %) were found o be histologically positive for the bacteria. 60
cases (57.7 %) were culture positive and 67 cases (64.4 %) were urease positive.
The sensitivity rate was found to be 96.7 % for the histological examination and-100
% for the urease test. The specificity rate was 100 % for the histological
examination and 89.5 % for the urease test. In conclusion, histologic diagnosis and
the vrease test were compared in the determination of H.pylori, and no significant
difference was noticed between the two methods.
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1983 yihinda Bati Avustralya'da Warren ve Marshall (54) tarafindan gastrit ve
peptik ilserli kisilerde Campylobacter benzeri bir bakterinin izole edilmesi
sonrasinda bu alanda dnemli bir asama kaydedilmistir. Onceleri Campylobacter
pylori adi ile anilan bu bakterinin RNA yapisi caligmalari sonrasinda
Campylobacter genusunda yer alamayacafina karar verilmistir (27, 46). Sonralan
Wolinella genusuna benzetilmis ve 1989 yilinda Helicobacter pylori ad
konulmusgtur (13). ‘

H.pylori sporsuz, S geklinde, hareketli, kiint ve yuvarlak uchy, Gram negatif bir
gomak olup, 4 ile 6 unipolar kilifh kirpige sahiptir. Diger Campylobacter'lerin ise,
her polde bir kirpigi vardir. Organizmanin 0.5-1m genisliginde, 2.5-4 |un boyunda,
0.9-1.2 pm dalga boyunda oldugu tamimlanmustr (4, 11, 12, 16, 23, 42, 56).

GEREC VE YONTEM

Istanbul Tip Fakiiltesi Genel Cerrahi Anabilim Dali, Cerrahi Gastroentercloji
ve Proktoloji Endoskopi Unitesine, Kasim 1989 ve Temmuz 1991 tarihleri arasinda,
iist gastrointestinal sistemin endoskopik tetkiki amaci ile bagvuran hastalarin
104%nde H.pylori insidans: aragtirilmustir. 63' (% 61) erkek ve 41 (% 39) kadin
olan olgularn ortalama yagi 43.5 (20-73) olarak belirlenmigtir,

Endoskopik biopsiler, bir gece agligt takiben Olympus GIF XQ 10 Olympus ve
GIF 1T 20 fleksibl endoskoplar: ile alinmistir. Biopsi forsepsleri her tetkik
sonrasinda 30 dakika siire ile dimetoksi-tetrahidrofuran ve formaldehit bilegimi
(Gigasept-Schiilke Mayr GmbH) ile sterilize edilip steril su ile durulanmgtar. Her
hastanin mide antrumundan dort adet biopsi droegi steril forsepsler ile alinmigtir. Bu
orneklerden ikisi % 10 tampontu formalin igine konufarak 11k mikroskobu ile tetkik
icin, Ggtinclisii Christensen'in iireli besiyerine dreaz testi ve sonuncusu transport
besiyerine kiiltiir igin ahnmugtir. Isik mikroskobu igin alinan. rneklerden birinde
bakteri pozitifligi aragtinlmus, digerinde ise histopatolojik tetkik yapilmigtir.
Gastritli olgular Marshall ve Warren'in (30) bildirdigi kriterlere gére
degerlendirifmistir. EM tetkiki igin: dokular fosfat tamponda (pH 7.2) hazrlanan
%3.5'luk gluteraldehit igine alinmis ve Zeiss 952 ve Jeol Cx-100 elektron
mikroskoplan kullamimigtir.

Kiiltir icin AMIES (Biolife Inc.) H.pylori transport besiyeri kullapilmig ve en
geg iki saat icinde Campylobacter agar besiyerine (Difco Lab.), tiim bélgelere esit
oranda dafilimi saglayacak sekilde ekim yapilmistir. Petri kutulari anaerop
kavanozda saklanmig ve mikroaerofil ortami saglamak igin CO, generating Kit
(Merck Co.) kullamlmigtir. Ornekler bu kosullarda 7 giin boyunca 37°C'de
bekletilmistir. Bu siire sonunda besiyeri yiizeyinde 1-2 mm caplt, saydam, konveks
gortiniimdeki kolonilerden hazirlanarak Gram yontemiyle boyanan preperatlarda
Gram negatif, kivnik, comak seklindeki bakteriler gozlenmeye caligilmmstur.

BULGULAR

Histolojik bulgular

104 hastamin 41'inde gastrit, 30'unda DU, 27'sinde NUD ve 6'sinda CA
belirlenmistir. Gastritli 41 olgunun 31'i (% 75.6) kronik ve 10'u (% 24.4) aktif gastrit
olarak deferlendirilmistir. Kronik olgularin onikisi Grade 0, dokuzu Grade 1, sekizi
Grade 2 ve ikisi Grade 3 olarak belirlenmigtir. 10 aktif gastritli olguda ise dort olgu
Grade 0, bir olgu Grade I, iki olgu Grade 2 ve ii¢ olgu Grade 3 olmustur. Bakieri
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varlifi CA'h olgulann %66.7'sinde, gastritli olgulann % 63.4'inde, DU'li olgulanin
% 60'inda ve NUD'li olgulann % 37'sinde belirlenmigtir (Tablo 1). Duyarhik oram
%96.7 ve dzgiillitk oram % 100 olarak bulunmugtur.

Tablo 1, Histolojik sonuclar ve H.pylori pozitifligi.

Histolojik bulgu Baktert (+) Ureaz (+) Kiiltidr (+)
Olgu n n % n % n o
NUD 27 10 370 11 407 10 370
Gastrit 41 26 634 29 707 27 659
DU 30 18 60.0 23 76.7 19 63.3
CA 6 4 66.7 4 66.7 4 667
Toplam 104 58 55.8 67 64.4 60 577

Elektron mikroskopisi bulgular

Beg olguda yapilan ince yapisal incelemelerde, 0.5-1x2.5-4 pm boyutlarinda,
kivrik, spiral veya comak geklinde hiicreler gozlenmigtir. Bakterinin hiicre
duvarlarimin dis yilizeyinin diizgiin oldufu ve konak hiicrenin sitoplazma zar ile
tligkili oldugu belirlenmistir. Bakterinin kiltfh kirpikleri, kesitler farkii diizlemlerden
gecligi icin, bakieri hiicreleri etrafinda izlenebilmistir. Olduk¢a homojen goriiniimlii
bakteri sitoplazmasinda ribozomlar, niikleer fibrilli materyel ve yogun inkliizyon
grantilleri saptanmigtir.

Miikiis salgilayan epitel hiicrelerinde bakterinin yapismasina bagh olarak
mikrovifluslarda bozulma, mikiis graniillerinin iceriginde azalma ve bazi graniiller
arasinda H.pylori'ye benzer yapilar goriilmiigtiir. Baktgri hiicrelerinin hiicreleraras:
baglanit bolgelerinin bir kismumin derinlifine dofru penetre olarak, lateral hiicre
membran1 boyunca bu bolgelerin igine girdikleri saptanmgtir, Ayrica, az yogun bir
bolgenin ortasinda yogunlugu fazla olan farkli bir bélge izlenmistir,

Kiltir senuglar :
Kislttir 60 olguda (% 37.7) poeitif, 38 olguda (% 36.5) negatif sonug vermistir, 6
olgu (% 5.8) ise kontamine oldugundan degerlendirilememistir (Tablo 1).

Ureaz deneyi

67 olguda (% 64.4) iireaz testi pozitif olarak belirlenmistir. Ureaz pozitif olan
67 olgunun, 62'sinde (% 92.5) ilk bir saatte ve 67'sinde (% 100) ilk ii¢ saatte pozitif
sonug elde edilmistir (besiyeri sartdan pembe renge dniigmiigtiir). Bir NUD'li ve bir
DU olguda iireaz testi negatif iken bakteriyi gostermek miimkiin olmustur. Ureaz
pozitifligi NUD olgularinda % 40.7, gastrit olgularinda % 70.7, DU olgularinda %
76.7, mide karsinomu olgularinda % 66.7 olmugtur (Tablo 1). Ureaz pozitif olgularin
tiimii oksidaz ve katalaz igin de pozitif bulunmustur. Ureaz testi igin duyarlik oram
% 100 ve ozgiillik oran % 89.5 olarak belirlenmistir.

Caligmam:zdaki istatistiksel degerlerin tiimil kiiltlir sonuglan kriter alinarak
elde edildiginden, kiiltir sonuglarini  karsilastirabilecefimiz  bir kriter
bulunamarugiir. Bu nedenle, kiiltiir sonuglarimiza ait istatistiksel degerler sonuclar
arasinda yer almamaktadyr.
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TARTISMA

H.pylori, tnemi bilinmeyen bircok enzim ve toksin salgilamakta, ancak
bunlardan sadece ikisi klinikte deger kazanmaktadir (21). Mide asidi tarafindan
kolaylikla eritilimesine karsin, bol miktarda iire amidohidrolaz (lireaz) salgilayan
H.pylori'nin boylece Na*/K*-ATPaz pompasini etkileyerek ATP'yi azaltnf, gevre
ortamr alkali hale getirdigi ve mukozada hasara neden oldugu sik olarak kabul
edilen bir goriistiir (18, 19, 20, 21, 43). Ayrica, kiginin miikiis-bikarbonat bariyerini
zayiflatan ve mukozamn altina yerlesen, miisin eritici bir proteaz salgiladig:
bilinmektedir (21, 49). Bu enzimler mide epiteli ile organizma iliskilerinden
sorumin tutulmaktader (38). Bu &zelliklerin organizmann iilser nisi tizerindeki
mitkils Ortiisii tizerine tirbiison gibi hareket etmesine yol agtipr ifade edilmektedir
(21, 49). Midede fundus, korpus ve antrumda, duodenumda ise bulbus ducdenide
miikiis tabakasi altinda ve epiteiyal hiicrelere yakin olarak yer aldiklan
gOsterilmigtir. BOylece, notrale yakin ortamda yasayarak bakierisidal mide
sivisindan korunduklar: belirtilmektedir (2, 21, 25, 30).

H.pylori kolonizasyonu ile dogru orantih olarak gastrit gsiddetinin aritifn cesitli
aragtincilar tarafindan vurgulanmigte (24, 30, 35, 41, 47, 50). Cahsmamizda
olgularin % 75.6's1 kronik ve % 24.4'% aktif gastritli ofarak belirlenmistir. Bakteri
pozitifligi yOniinden aktif gastritli olgularda daha yiiksek Grade'li sonuclar
alinmgor. Bu bulgular Marshall ve Warren'tn (30) sonuglari ile uyumludur.

H.pylori'nin ik, tdike ve meslek gruplarma gére dagilion cesitli aragtiricilanin
ilgisini gekmigtir (17, 35, 36, 40, 51, 52). Biitiin bu ¢aligmalarin ortak bulgusu,
H.pylori insidansimin sosyoekonomik diizeyi diisiik toplumlarda daha fazla
olmasicdir. Mitchell ve ark. (36)nin ¢alismasinda da endoskopi persenelinde
H.pylori siklifinin arttif1 belirlenmistir 104 olguluk galisma grubumuzda, bakteri
pozitifligi % 55.8 olarak belirlenmigtir, Tablo 2'de, sonuglarimuz gesitli iilkelerdeki
H.pylori insidansi ile kargilagtinlmisgtir,

Tablo 2. Degisik toplumlarda H.pylori sikhigu.

H.pylori pozitifligi oram

Yazar adi {lke Gastrit DU Normai

ve kaynak No n* % ot Yo n# %o

Marshall ve Warren (30)  Avustralya 55 40 100 13 58 16
Marshall ve ark (28) Avusiralya - - 17 88 49. 57
Goodwin ve ark (15) Avustralya 51 92 - - 16 6
Langenberg ve ark (24) Hollanda 35 39 7 57 ) 61
Rauws ve ark (44) Hollanda 233 77 36 100 34 21
McNulty ve Watson (35)  Ingiltere 62 76 20 a5 55 42
Price ve ark {42) Ingiltere 38 71 17 B0 14 36
Buck ve ark (5) ABD 39 69 - - - -
Fitzgibbons ve ark (9) ABD 116 3 - - - -
Fox ve ark (10} ABD 169 71 - - - -
Malfertheiner ve ark (26)  Almanya 21 95 - - - -
Stolte ve ark (50) Almanya 2666 81 817 94 1390 73
Jiang ve ark {22) Cin 57 78 14 85 15 20
Perez-Perez ve ark (40) Tayland 15 60 - - - -
Bu galigma Ttirkiye 41 63 30 60 - -

*= cahigma grubunun olgu sayist
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Histolojik arastirma

H.pylori'yi belirlemekte degigik boyama yoOntemleri kullamimaktadir (4, 11,
15, 32, 48, 53, 54). Gram boyama ile % 65-90 duyarhk ve % 100 6zgilliik oranlan
bildirilmektedir (4, 15, 53). Simor ve ark. (48)'nin calismasinda Gram yontemi ile
% 72 duyarlik, % 100 dzgiilliik ve Giemsa yontemi ile % 79 duyarhk, % 97
ozgiilliik oranlanndan bahsedilmektedir. Caligmamizda, Giemsa ydntemi ile % 96.7
duyariik ve % 100 dzgiillikk elde edilmistir.

Elektron mikroskopisi

Doku kesitlerinde kivrik veya spiral bir ¢omak seklinde bulunan bakterinin,
invitro kiiltiirden hazirlanan preparatlarda at nali geklini alabildigi gosterilmigtir (4,
12). Caligmamizda da stk ve EM tetkiklerinde kivrik ve spiral gsekilde gozlenen
H.pylori'nin, kiiltitrden hazirlanan preparatlarda daha vzun ve ince, at nal seklinde
ya da dairesel olabildigi saptanmustir.

EM c¢alismalarinda Campylobacter cinsine ait bakteriler, hiicre yu;rey]er]
dilzglin olmayan ve kiint olarak sonlanan sekilde izlenmektedir. Buna karsin,
H.pylori'nin hiicre duvarlarinin dig ylizeyinin diizglin ve konak hiicre sitoplazma
zart ile yakn iligkide oldugu belirtilmektedir (12, 13, 16). Calismanuzda bu iliski
gdsterilmistir. Az yoBun bir bolgenin ortasinda daha yogun olarak gozledifimiz
kesimlerin ve "pedestal olusum”un, bilyilkk bir olasitlikla Goodwin ve ark. (12)
tarafindan belirtilen metallo-protein kompleksi oldugu diigtiniilmigtiir. Hiicre
duvarmm cevreleyen glikokaliks ile konak epitel hiicresinin glikokaliksinin,
bakterinin konak epitel hiicresine yapistifit bolgede yogun bir iligki icinde oldufu
gozlenmigtir. Bu bulgu literatiir verileri ile uyumludur {12).

H.pyiori'nin hiicre i¢i invazyonuna ait bulgular tartismalidir. Bazi aragtinieilar,
bakieri invazyonuna ait fazla ve kesin kanit olmadiini ileri siirerken (2, 4, 12),
Dooley ve Cohen (8) H.pylori'nin invaziv karakférde bir bakteri oldugunu ileri
stirmiiglerdir. Caligmamizda, 16kositler iginde fagosite edilmis bakteri hiicreleri
gozlenememis olmasina rafmen mikiis hiicreleri graniilleri arasinda H.pylori'ye
benzer yapilar dikkati ¢ekmigtir. Caligmamizda ve bugiine dek yapilan diger
caligmalarda (2, 4, 12), bakterinin hiicrelerarast alana penetre olabildigi, fakat
bazal laminaya penetre olmadifgi gdsterilmistiv. Bu bulgularin aksine Andersen ve
Holck (1} immuno-histokimyasal yontemlerle midede yerlegen bakterilerden bir
kasmumin lamina propriaya penetre olabileceklerini gistermislerdir,

Kiiltiir

H.pylori koyun kanh agar, beyg;r kanli agar, cikolatali agar, Columbia
besiyeri, Skirrow besiyeri ve Thayer-Martin besiyerinde 3-7 giin icinde
tiretilebilmektedir. Brusella agart veya beyin-kalp infiizyon agarinda, kan, serum,
gOziilebilen nisasta, ya da aktif karbon ile zengilegtirilmedigi takdirde
iirememektedir (5, 6, 15, 29, 42, 54). Uremesi icin mikroaerofil ortama gereksinim
oldufu belirtilmektedir (6, 12, 29, 54). Caligmamizda koyun kani, vankomisin ve
trimetoprim ile zenginlestirilmis Campylobacter agar besiyeri mikroaerofil
kosullarda kullanthmgtir.

Gastrit ve DU olgularinda % 70-100 (5, 11, 14, 26, 28), kanserli olgularda %
21-80 (5, 9, 10, 22, 28), NUD ve mide iilserli olgularda % 50-70 (5, 28, 44)
oramnda H.pylori varhigl gosterilmistir. Calismamizda ise benzer olarak, gastrit
varlifinda % 65.9, doodenal ilserde % 63.3, NUD'de % 37 ve kanserli olgularda %
66.7 crammda kiiltiir pozitifligi saptanmugtir (Tablo 1).
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Ureaz testi .

Ureazin bol miktarda salgilanmasi, indirekt olarak H.pylori'nin mzlt bir gekilde
iiretilebilmesine olanak saglamaktachr (3, 4, 7, 11, 12, 18, 19, 20, 31, 33, 34, 37,
39, 43, 45, 48, 55, 56). Bunu goz Oniine alan degisik araguncilar (34, 39)
Ctiristensen'in tireli besiyerini kullanmiglardir. Son yillarda % 90-100 duyarlik ile %
97-100 bzgiilliik oranlant igeren, iire ve pH indikatériinden olugan bir jel olan CLO-
test ve 13C ve 14C solunum testleri yaygmn bir sekilde kullanilmaktadir (3, 7, 18,
3.

Calismamizda, Christensen'in iireli besiyeri ile % 64.4 olguda pozitif sonug
alimmugtir (Tablo 1). Bu olgulann, bir saat sonunda % 92.5'v ve ii¢ saatte tiimii
pozitif olmugtur, 11k ii¢ saai iginde negatif sonug veren drneklerde 24 saate kadar
beklendiginde pozitif hale gelen olmamigtir. Bu test ile pozitif sonug elde
edilmesinde Simor ve ark. (48)'mn bulgularina benzer gekilde, ii¢ saat yeterli
olmugtur, Bu testin duyarhk oram % 100 ve &zgiilliik orant % 89.5 olmugtur.
H.pylori igin ireaz testinin pozitif oldufu olgularda oksidaz ve katalaz
reaksiyonlarimin da pozitif sonu¢ verdigi bilinmektedir (4, 6, 12, 29). Calismamizda
da iireaz pozitif olan olgularin hepsi, katalaz ve oksidaz igin de pozitif sonug
vermigtir.

SONUCLAR

Dispeptik yakinmalar nedeni ile endoskopik incelemeleri yapilan 104 hastamin
% 55.8'inde histolojik olarak H.pylori varhifina rastlanmigtir. Olgularin % 57.7'sinde
kiiltiir pozitifligi ve % 64.4'linde iireaz pozitiflifi clde edilmistir. Kiiltdir sonuglan
temel alinarak yapilan aragtirmalarda, histolojik tetkikte % 96.7 ve iireaz testinde
% 100 duyarbk oranlan bulunmustur. Ozgiilliik oraglar ise histolojik tetkik igin %
100 ve tireaz testi icin % 89.5 olmustur. Bu sonuclar lteratiir verileri ile uyumludur,
Sonug olarak, H.pylori'nin belirlenmesinde; histolojik inceleme ve tireaz testi
ctkinlikleri agisindan karsilagtinlmus ve aralamnda belirgin bir farkhilik
saptanmarnigtir. )
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