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Farengeal ve palatin tonsil 6rneklerinde
hizl1 iireaz testi ve immiinhistokimyasal analiz yontemiyle
Helicobacter pylori varliginin arastirilmasi

Investigation of Helicobacter pylori colonization in pharyngeal and palatine tonsils
with rapid urease test and immunohistochemical analysis

Dr. Emine Nur DAGTEKIN ERGUR,! Dr. Funda EREN,? Dr. Mustafa Burak USTUN,3
Dr. Yusuf EREN,* Dr. Ebru TAS,® Dr. Ali Okan GURSEL*

Amac: Cocuklarin farengeal ve palatin tonsil doku
orneklerinde Helicobacter pylori varigi ve sikhg
arastinid.

Hastalar ve Yoéntemler: Kronik veya tekrarlayan
tonsillit ataklan ve/veya horlama yakinmalari olan
20 cocuk hasta (15 erkek, 5 kiz; ort. yas 8; dagihm
5-13) calismaya alindi. Hastalarin 17’sine adenoi-
dektomi ve tonsillektomi, ikisine adenoidektomi ve
tonsillektomi ile birlikte iki tarafli ventilasyon tipda,
birine adenoidektomi ve iki tarafli ventilasyon tlpu
uygulandi. Tim tonsil érneklerinde hizli Greaz testi
ve immuinhistokimyasal analiz yontemi kullanilarak
H. pylori kolonizasyonu aragtirildi.

Bulgular: Hizli Ureaz testiyle sadece bir hastanin
(%5) hem palatin hem de farengeal tonsil doku érnek-
lerinde pozitif sonug elde edildi. immiinhistokimyasal
analiz ise dort hastada (%20) H. pylori pozitifligi gos-
terdi. iki hastada farengeal tonsil doku érneginde,
iki hastada ise palatin tonsil doku érneginde pozitif
sonuc elde edildi.

Sonug¢: Cocuklarin farengeal ve palatin tonsil doku-
larindaki H. pylori varligi, bu bakterinin bu bélgede
kolonize olabilecegini géstermektedir.

Anahtar Sézctikler: Adenoid/mikrobiyoloji; cocuk; Helicobacter
enfeksiyonu/mikrobiyoloji; immunhistokimya; tonsil/mikro-
biyoloji; Ureaz/tanisal kullanim.

Objectives: We investigated the presence and fre-
quency of Helicobacter pyloriin palatine and pharyn-
geal tonsil tissues of children.

Patients and Methods: The study included 20 patients
(15 males, 5 females; mean age 8.2 years; range 5o 13
years) with chronic or recurrent tonsillitis and/or snor-
ing. Of these, 17 patients underwent adenoidectomy
and tonsillectomy, two patients underwent adenoidec-
tomy and tonsillectomy with bilateral ventilation tube
insertion, and one patient underwent adenoidectomy
with bilateral ventilation tube insertion. H. pylori colo-
nization was sought in all tonsillar specimens by rapid
urease test and immunohistochemical analysis.

Results: Rapid urease test showed H. pylori col-
onization in the palatine and pharyngeal tonsil
specimens of one patient (5%), whereas immunohis-
tochemical analysis showed four H. pylori-positive
patients (20%), whose pharyngeal tonsil (n=2) or
palatine tonsil (n=2) specimens were individually
affected.

Conclusion: The presence of H. pylori in both pala-
tine and pharyngeal tonsil tissues of children suggests
that these tissues can be a reservoir for H. pylori.

Key Words: Adenoids/microbiology; child; Helicobacter
infections/microbiology; immunohistochemistry; tonsil/
microbiology; urease/diagnostic use.
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Helicobacter pylori tim diinyada yaygin olarak
gozlenen, diinya niifusunun yaklasik olarak yari-
sin1 ¢ocukluk yaslarindan itibaren enfekte eden,
spiral sekilli, 0.5-0.9x3 pym boyutlarinda, hareketli
bir gram-negatif mikroorganizmadir. Genel olarak
cocukluk yillarinda kazanilan enfeksiyon akut
gastrite neden olur ve bu da genellikle 2-3 haftada
kronik forma dontisiir. Kronik enfeksiyon yillar
boyunca, gastrit, mide ve duodenum iilseri, mide
kanseri gibi hastaliklara neden olabilir. Bu kadar
yaygin olarak goézlenmesine ve bir¢ok arastirmaci
tarafindan incelenmesine kargin transmisyonu hala
tam olarak aydinlatilamamaistir. Yapilan arastirma-
larda, transmisyonda iki yol olabilecegi savunul-
mugstur. Bunlar, fekal-oral ve oral-oral yollardir.
Mikroorganizmanin digki, tiikiiriik ve dental plak-
larda saptanmasi bu goriisii desteklemektedir.!
Ugtincii yol olarak onerilen gastro-oral yolda ise,
gastroozofageal reflii ve kusma ile H. pylorinin
palatin ve farengeal tonsil dokularinda kolonize
olabilecegi diistintilmektedir.?

Doksanli yillarda baz1 ¢calismalarda H. pylorinin
dental plaklar ve tiikiiriikte saptanmasi tizerine oral
kavitenin potansiyel rezervuar olabilecegi savunul-
mustur. Bazi arastirmacilar bu bolgede bulunan H.
pylorinin tekrarlayan enfeksiyonlara neden ola-
bilecegini ve bu nedenle eradikasyon tedavisinin
basarisiz olabilecegini vurgulamiglardir.*® Minocha
ve ark.”’! tonsillektomi ameliyati gegiren insanlarda
gastrik H. pylori enfeksiyonu prevalansimin tonsil-
lektomi ameliyat1 gecirmeyenlere gére daha az oldu-
gunu saptamiglardir. Palatin tonsillerin H. pylori
i¢in bir rezervuar gorevi gordiigtinii bildirmislerdir.
Bu konuda giiniimiize kadar farkli yontemler kulla-
nilarak bir¢ok calisma yapilmis ve degisik sonuglar
elde edilmistir.

Bu calismanin amaci, adenoidektomi ve/veya
tonsillektomi ameliyatt1 uygulanan c¢ocuklarda,
farengeal ve palatin tonsil dokularinda, hizli tireaz
testi ve immiinhistokimyasal analiz yontemlerini
kullanarak H. pylori kolonizasyonunun varligini ve
sikligini aragtirmaktir.

HASTALAR VE YONTEMLER

Prospektif tipteki bu calisma Haziran 2005-
Agustos 2005 tarihleri arasinda Bakirkdy Dr. Sadi
Konuk Egitim Arastirma Hastanesi Kulak Burun
Bogaz Kliniginde yapilmistir. H. pylorinin farenge-
al ve/veya palatin tonsil dokularinda kolonize olup
olamayacagini degerlendirmek amaciyla, kronik
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veya tekrarlayan tonsillit ataklary, horlama, agz1 agik
uyuma, uykuda nefes alamayip uyanma gibi yakin-
malarla poliklinigimize bagvuran, yaslari 5-13 arasin-
da degisen, 18'i erkek ve 7’si kiz olmak tizere toplam
25 ¢ocuk calismaya dahil edildi. Midede eksime,
yanma, regiirjitasyon, gogiiste yanma gibi dispeptik
yakinmalar1 olup olmadigi, antibiyotik, antiasit, H,
reseptor blokeri ve bizmut bilesiklerinden herhangi
birini kullanip kullanmadiklari, kullandilarsa en son
ne zaman ve hangi ilaci kullandiklar1 sorgulandi.
Hastalarin higbirinin dispeptik yakinmalar: yoktu ve
bununla ilgili herhangi bir ila¢ kullanmamuiglardi. Son
bir ay i¢inde tonsillit atag1 nedeniyle antibiyotik kul-
lanan beg hasta ¢alismadan ¢ikarildi. Caligmaya dahil
edilen 20 hastadan (15 erkek, 5 kiz; ort. yas 8; dagilim
5-13) 17’sine adenoidektomi ve tonsillektomi, ikisine
adenoidektomi ve tonsillektomi ile birlikte iki tarafh
ventilasyon tiipii ve birine adenoidektomi ve iki taraf-
l1 ventilasyon tiipii uygulamas: yapildi. Ameliyatlarin
hepsi genel anestezi egliginde yapildi. Ameliyatin
hemen sonrasinda farengeal ve palatin tonsil 6rnekle-
ri steril izotonik serumla yikandi, her 6rnekten steril
bistiiri ile yaklagik 2 mm capinda doku alinarak hizl
tireaz testi kitine yerlestirildi, 6rneklerin kalan kisim-
lar1 formol igeren siselere konarak immiinhistokimya-
sal degerlendirme icin +4 °C’'de degerlendirme anina
kadar saklandi.

Hizli tireaz testi kitleri kullanim anina kadar
+4 °C'de saklandi, pozitif kontrol ile dogrulugu test
edildi. Farengeal ve palatin tonsillerden alinan doku
ornekleri ayri kitlerin igine yerlestirildikten sonra
oda sicakliginda muhafaza edildi. Renk degisikligi
30. ve 60. dakikalarda, sonrasinda 4. ve 24. saatler-
de kontrol edildi; renk sar1 veya sari-yesil ise test
negatif, koyu yesil veya mavi ise pozitif kabul edildi.
Yirmi dordiincii saatten sonraki renk degisiklikleri
pozitif olarak kabul edilmedi.

Immiinhistokimyasal analiz ile H. pyloriyi gos-
termek icin streptavidin biotin peroksidaz (Str.ABC/
HRP) yontemi uygulandi. Formolle fikse olan para-
fine gomiilii 6rneklerden, aminopropyltriethoxysi-
lane (APES) kapli lamlara 4 ym kalinliginda kesitler
alindi ve 37 °C'de bir gece deparafinize edildi.
Ardindan kesitler ti¢ ayr1 ksilende 5’er dakika ve iki
ayr1 alkolde 10ar dakika bekletilerek hidrate edildi.
Sonrasinda endojen peroksidaz aktivitesini baskila-
mak i¢in %3 H,0,'de (metanol) 20 dakika bekletildi.
Maskelenen antijenleri agiga ¢ikarmak icin mikro-
dalga firinda 160 W giicte 15 dakika Citrate Buffer
(pH 6.0) ile muamele edildi. Oda 1sisinda sogutulan
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lamlar tris-buffered saline (TBS) ile yikandi. Non
spesifik boyanmay1 engellemek igin lamlara Ultra
V Block (UltraVision Detection System; TR-015-
HD; Lab Vision) damlatild1 ve bes dakika bekletil-
di. Ardindan 1/1000 konsantrasyonundaki (Ab-1;
RB-1875-P; Lab Vision) damlatilarak oda 1s1sinda 30
dakika inkiibe edildi. Tki ayr1 TBS ile yikanan kesit-
lere sirastyla biotinlenmis sekonder antikor ve strep-
tavidin peroksidaz (UltraVision Detection System;
TR-015-HD; Lab Vision) uygulanarak 10’ar dakika
bekletildi. Son asamada kromojen olarak AEC (ami-
noethylcarbazole) kullanildi, Mayer hematoksilen ile
yapilan zit boyamanin ardindan lamlar sulu kapama
maddesi ile kapatild1 ve lamlar 1s1k mikroskobunda
incelenerek farengeal ve palatin tonsil dokulari-
nin yiizeyinde H. pylori olup olmadig1 arastirildi
Kontrol olarak H. pylori gastriti olan bir hastanin
antral mukozasindan alinan biyopsi materyalleri de
ayni islemlere tabi tutularak isitk mikroskobunda
incelendi ve H. pylori pozitif oldugu goriildii.

BULGULAR

Hizl tireaz testi sonuclarinda, 24 saat 6ncesinde
sadece bir hastada (%5) hem palatin hem de farengeal
tonsil doku 6rneklerinde pozitif sonug elde edildi.

immiinhistokimyasal analiz sonuclarinda; dort
hastada (%20) H. pylori pozitifligi gézlendi. iki has-
tada farengeal tonsil doku 6rneginde, iki hastada
ise palatin tonsil doku 6rneginde pozitif sonug elde
edildi.
TARTISMA

Helicobacter pylorinin insan midesinde kolonize
oldugunun kanitlanmasma karsin oral kavitede-
ki kolonizasyonu hakkinda yapilan arastirmalarda
farkli sonuglara ulagilmistir. Rezervuar olarak aras-
tirilan bolgeler, palatin ve farengeal tonsiller, dental
plaklar ve dis etidir.®* Calismamizda klinigimizde
adenoidektomi ve/veya tonsillektomi ameliyat: gegi-
ren 20 hastada, H. pylorinin palatin ve farengeal
tonsil dokularinda kolonize olup olmadigini hizl
tireaz testi ve immiinhistokimyasal analiz yontem-
lerini kullanarak aragtirdik.

Hizli tireaz testi ile hastalarin sadece birinde 24
saat icinde pozitif sonug elde ettik. Kullandigimiz
hizli iireaz testini tireten firmanin verdigi bilgiler
dogrultusunda 24 saat sonrasinda gézlenen pozitif
sonuglar pozitif olarak degerlendirilmedi.

Unver ve ark. 19 hastanin farengeal ve palatin
tonsil doku orneklerinde hizli tireaz testi uygu-
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lamiglar ve %58inde pozitif sonu¢ bulmuslardir.
Fakat, sonucu bagka bir yontemle dogrulamamis-
lardir. Bu arastirmadaki pozitif hasta sayisinin yiik-
sekligi, oral kavitede bulunabilen bazi tireaz pozitif
bakterilere, Proteus tiirleri, Klebsiella pneumonia’ya
baglanabilir.>1

Yilmaz ve ark.” tonsillektomi uygulanan ¢ocuk-
larda kanda anti H. pylori IgG (anti HpIgG), digkida
H. pylori antijeni (HpSA) ve palatin tonsil 6rnekle-
rinde hizli tireaz testiyle H. pylori varligini aragtir-
muglardir. Hastalarin %50’sinde HpSA ve %56'sinda
anti HplgG pozitif bulmalarina karsin, hizli iireaz
testi pozitifligi hi¢ saptayamamuglardir.

Skinner ve ark.'? 50 hastanin kaninda anti
HplgG'yi ve tonsillektomi orneklerinde hizli
iireaz testiyle H. pylorf'yi taramiglardir. Hastalarin
%28'inde anti HplgG pozitif bulunmasina karsin,
diger testte hi¢ pozitif sonug elde edememiglerdir.

Bitar ve ark.™ adenoidektomi uyguladiklar1 25
hastanin érneklerini hizli tireaz testi, histolojik ince-
leme ve nested PCR ile degerlendirmiglerdir. Hizli
tireaz testiyle %84 hastada pozitif sonug elde etmis-
ler; fakat, ayni hastalarda nested PCR ile hi¢ pozitif
sonug elde edememiglerdir. Mide dig1 asidik olma-
yan bolgelerde, ozellikle de oral kavite gibi mik-
roorganizmalardan zengin olan bir bélgede hizli
iireaz testinden mide biyopsilerindeki gibi ytiksek
duyarliik ve ozgiilliik beklenmemesi gerektigini
savunmuslardir.

Calismamizda H. pylori aranmasinda bircok
calismada referans test olarak kabul edilen immiin-
histokimyasal analiz (streptavidin biotin peroksi-
daz: Str. ABC/HRP) yontemi de kullanildi.3* Dort
hastanin 6rneginde H. pylori saptandi. Bunlarin
ikisi farengeal, diger ikisi palatin tonsil dokusu idi.
Dokulardaki H. pylori sayisi oldukga az oldugundan
yogunluk hesab1 yapilamadi.

Uygur-Bayramigli ve ark."¥ tonsillektomi 6rnek-
lerinde histolojik boyama yontemleri ve immiin-
histokimyasal analiz yontemiyle H. pylorfyi aras-
tirmiglardir. Her iki yontemde de pozitif sonug
elde edememiglerdir. Immiinhistokimyasal analiz
yontemini yiiksek duyarlilik ve ozgiillige sahip
bir yontem olarak tanimlamigslar ve bu sonuca gore
palatin tonsillerin H. pylori igin rezervuar olarak
kabul edilmesinin gii¢ olacagini bildirmislerdir.

Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) yontemleri
de cesitli arastirmalarda farengeal ve palatin tonsil
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dokularinda H. pylori aranmasinda kullanilmaistir.
Cirak ve ark.! PCR yontemiyle 23 hastanin yedi-
sinde (%30) farengeal ve palatin tonsil dokularinin
birinde veya her ikisinde H. pylori DNA'sin1 pozitif
bulmusglardir. Bu yedi hastadan besinde H. pylori
CagA genini de pozitif bulmuslardir. Farengeal ve
palatin tonsilin gegici veya kalic1 kolonizasyonuna
bakilmaksizin H. pylori i¢in ekolojik bir nis olus-
turdugunu ve oral-oral bulasmanin H. pylori yayili-
minda rolii olabilecegini belirtmiglerdir.

Bulut ve ark." yaptiklar: ¢alismada, adenoid ve
tonsil dokularinda polimeraz zincir reaksiyonu ile
ytiiksek oranda H. pylori DNA's1 tespit etmislerdir.
Bu calismanin verileri adenoid ve tonsil dokularinin
H. pyloriicin énemli bir rezervuar oldugunu destek-
ler niteliktedir.

Di Bonaventura ve ark.”! dispeptik yakinmalari
olup gastroskopi uygulananlar ve kronik tonsilliti
olup dispeptik yakinmasi olmayanlar olarak iki
gruba ayrilan 75 hastada gastrik biyopsi ve palatin
tonsil stirtintiilerini (grup 1), palatin tonsil stirtin-
ttleri ve palatin tonsil biyopsilerini (grup 2), PCR
analiziyle degerlendirmigler ve her iki gruba da
tire nefes testi uygulamiglardir. Ure nefes testiyle
grup l'de %57, grup 2'de %45 H. pylori pozitifligi
bulunmasina karsin, her iki grubun palatin tonsil
orneklerinin hicbirinde PCR ile pozitif sonug elde
edilememistir. Bitar ve ark." adenoidektomi uygu-
lanan 25 hastada 6rnekleri hizli tireaz testi ve histo-
lojik incelemenin yani sira nested PCR ile degerlen-
dirmiglerdir. Hizli iireaz testini %84 hastada pozitif
bulmalarina karsin, nested PCR’yi higbirinde pozitif
bulamamuiglardir. Bu iki ¢alismada da refli ile H.
pylorinin oral kaviteye gelebilecegi, bu bolgedeki
dokularda gegici olarak bulunabilecegi, kalic1 olarak
yerlesemeyecegi savunulmugtur.®!

Zhang ve ark.' ise kronik farenjit, mide rahat-
sizliklar1 ve H. pylori arasindaki iligskiye dikkat
cekmiglerdir. Bu ¢alismaya gore, H. pylori saghkl
bireylerin farenkslerinde tespit edilmemistir. Mide
rahatsizlig1 olan kigilerde ise farenkste H. pylori
enfeksiyon oraninin mide rahatsizlifi olmayanlara
gore yiiksek oldugu gorilmiistiir.

Berloco ve ark.'”! da yaptiklar1 bir ¢alismada H.
pylorinin oral kavitede gecici olarak bulundugunu
bildirmislerdir. H. pylori ile enfekte oldugu bilinen
10 hastanin tiikiiriik 6rneklerinde PCR yo6ntemiyle
giinliik olarak H. pylori taramiglar ve ayn1 bireyde
glinden giine degisik sonuglar elde etmislerdir.
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Calismamizda immiinhistokimyasal analizle
pozitif sonug elde edilen olgularda hizl tireaz testiyle
pozitif sonug elde edilemedi. Bu sonug H. pylorinin
dokularda dagimik olarak yerlesmesine, az sayida
bulunmasina, dolayisiyla tireaz aktivitesinin az olma-
sina bagl olabilir. Benzer sekilde, Tokunaga ve ark.'!
da gastrik biyopsi 6rneklerinde hizli tireaz testi, kiil-
tiir ve immiinhistokimyasal analiz yontemlerini kul-
lanarak H. pylorfyi aragtirmiglardir. Aragtirilan bol-
gede immiinhistokimyasal analiz yontemiyle dusiik
yogunlukta H. pylori varlig1 saptandiginda tireaz
aktivitesi de azaldigindan ayni hasta grubuna uygu-
lanan hizl tireaz testinin duyarliliginin da anlamh
derecede distligiinti bildirmiglerdir. Tokunaga ve
ark.™ aynmi konudaki bir bagka ¢alismalarinda hizli
tireaz testi, Giemsa boyama ile histopatolojik ince-
leme ve immiinhistokimyasal analiz yontemlerini
kullanarak ve immiinhistokimyasal analiz yonte-
mini referans kabul ederek diger iki yontemi karsi-
lagtirmiglardir. Ilimhi enfeksiyonlarda az sayida H.
pylori bulunmasmin yaninda, H. pylor/nin koksoid
formlara dontismesinin de tireaz aktivitesinin azal-
masina neden olabilecegi goriistinti 6ne stirmiiglerdir.
Hizli iireaz testinin duyarlihigini %73, ozgiilligiinii
%100, dogrulugunu %85, buna karsin Giemsa boya-
ma ile histopatolojik incelemenin duyarhiligini %91,
ozgiilligiini %100, dogrulugunu %95 bulmuslardir.
Sonug olarak, hizli tireaz testinin orta dereceli ve agir
enfeksiyonlarda duyarlilik ve o6zgtlligtinti ytiksek
bulmuglardir. Ilimh enfeksiyonlarda ise yanhs negatif
sonuglarin olabilecegini ve hizli tireaz testinin Giemsa
boyamayla birlikte kullanilmasinin en hizly, en ucuz,
ve en dogru teshisi sagladigini bildirmislerdir.

Sonug olarak, H. pylorinin gecici veya kalic
olmasina bakilmaksizin farengeal ve palatin tonsil
dokularinda kolonize olabilecegini diistinmekteyiz.
Bu kolonizasyon oral-oral geciste ve H. pylorinin
eradikasyon sonrasi tekrarlayan mide enfeksiyonla-
rinda rol oynayabilir. Bu goriislerimizin ispatlana-
bilmesi i¢in daha kapsamli aragtirmalar yapilmasi
gereklidir. Hizli iireaz testinin, . pylorinin mideye
gore daha az sayida bulundugu diistiniilen mide dis
yerlesimlerde varligimin arastirilmasinda yeterince
giivenilir olmadig1 kanisindayiz.
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