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OZET

Amag: Helicobacter pylori’nin kesfinden bu yana, enfeksiyo-
nunu degerlendirmek icin cesitli tani yontemleri giindeme
gelmistir. H. pylori enfeksiyonunun tamisinda ve eradikasyon
tedavisinin takibinde halen biyopsiye dayali testler referans
yontem olarak kabul edilmektedir. Bu ¢alisma, biyopsi ornek-
lerinde floresan in situ hibridizasyon (FISH) yontemini kulla-
narak H. pylori tamisinda gozlemciler arasindaki tekrarlanabi-
lirligi aragtirmak igin tasarlandi.

Gereg ve Yontem: H. pylori tanisi bagimsiz iki gozlemci tara-
findan kor olarak degerlendirildi. Formalin ile fikse edilmis
parafin bloklu 100 adet gastrik biyopsi ornegi FISH yontemi
ile degerlendirildi. Biyopsi kesitleri hava ile kurutuldu ve tica-
ri olarak mevcut Seafast® H. pylori Combi kitiyle (Izinta,
Hungary), iireticinin talimatlart dogrultusunda hibridize edil-
di. Bu yontemde H. pylori yesil floresan ile isaretlenmektedir.
Ornekler standart bir floresan filtre seti ile donatilmis Nikon
Eclips 80i mikroskobu ile incelendi. Minor degisimlerin deger-
lendirilmesinde istatistik analizi i¢in sayisal veriler de sagla-
yan detayli bir histopatolojik siniflama kullanildi. H. pylori
yogunlugu 0 yok; 1 hafif; 2 orta; 3 siddetli olarak derecelendi-
rildi. Uygun degerlendirme icin mukoza kalinligi yetersiz olan
ornekler disland.

Bulgular: Gozlemcilerden biri tarafindan 59 ve digeri tarafin-
dan 48 hastada bakteri saptandi. H. pylori degerlendirmesinde
iyi bir uyumluluk saglandi ve x degeri 0.65 (95% C10.31-0.75)
olarak bulundu. Bununla birlikte, drneklerin %l11 inde goz-
lemciler arasinda uyum yoktu. Semikantitatif skorlama ile H.
pylori diizeyinin test edilmesi orta derecede tekrarlanabilirlige
ulasti. Ancak, H. pylori yogunlugu diisiik oldugunda gozlemci
uyumu da diigiiktii ve x degeri 0.14 olarak belirlendi (95% CI,
anlamsiz fark).

Sonu¢: FISH yontemi gastrik doku orneklerinde H. pylori
tamist i¢in dogru, ucuz, hizli bir test olup gelecekte alternatif
bir ara¢ gibi goriinmektedir. Ancak, orneklerin degerlendiril-
mesinde deneyimin dnemli oldugu ve kisiler arasinda fark
olugabilecegi unutulmamalidir.

Anabhtar kelimeler: Helicobacter pylori, floresan in situ hibri-
dizasyon, tani

SUMMARY

Is There any Interobserver Difference in the Detection of
Helicobacter pylori by Fluorescent In Situ Hybridization
Method?

Objective: Since the discovery of Helicobacter pylori strains
several diagnostic methods have become available to assess the
relevant infection. Biopsy-based tests are still considered to be
the reference method for diagnosing H. pylori infection and
monitoring eradication treatment. This study was designed to
test the reproducibility of the results among observers for repor-
ting presence of H. pylori in biopsy samples by fluorescence in
situ hybridization (FISH) method.

Materials and Methods: Two Independent observers blinded to
the study tried to detect strains of H. pylori species. A total of
100 formalin-fixed paraffin-embedded gastric biopsies were
used to test the presence of H. pylori by FISH method. Sectioned
biopsies were air dried and hybridized using commercially ava-
ilable test system Seafast® H. pylori Combi Kit (Izinta,
Hungary) according to the manufacturer’s instructions. This test
kit labels H. pylori with the green fluorescent stain and the slides
were examined with a Nikon Eclips 80i microscope equipped
with a standard fluorescence filter set. In order to improve
assessment of minor degrees of alteration, a detailed histopatho-
logical classification which also provided numerical data for
statistical analysis was used. The density of H. pylori coloniza-
tion was graded as follows: 0, none; 1, mild; 2, moderate; 3,
severe. The specimens which were insufficient in mucosal thick-
ness for proper assessment were excluded from the study.

Results: H. pylori was detected in 59 and 48 patients by two
different observers, respectively. The level of agreement in the
assessment of H. pylori by FISH method was good with a
value of 0.65 (95% CI 0.31-0.75). However, in 11% of our samp-
les there was disagreement between the observers. Semiqu-
antitative scoring of H.pylori revealed moderate reproducibi-
lity. The observer agreement was lover with x 0.14 (95% CI
non-significant) for specimens with mild H. pylori density.

Conclusion: FISH seems to be a reliable, cheap and rapid met-
hod for the alternative diagnosis of H.pylori in gastric biopsy
specimens. However, evaluation of the slides under microscopy
is subjective and requires experience.
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GIRIiS

Helicobacter pylori insanlarin midesine yerlestiginde
tedavi edilmedigi stirece varligini devam ettirebilen,
lokal enflamasyon ve bagisik yanita neden olabilen
patojen bir mikroorganizmadir V. H. pylori enfeksi-
yonlarinda tedaviye yonelik tani uygulamalari ¢ok
degerli olmakla birlikte pahali ve zaman alic1 olmasi
sebebi ile invazif yontem olan iist gastrointestinal
sistem (GIS) endoskopi yerine, digkida antijenlerin
aranmasi veya lire nefes testleri gibi non-invazif test-
ler onerilmektedir @. Ancak, bakteriyolojik tanimla-
ma ve diren¢ caligmalar i¢in kiiltlir; H. pylori varli-
g gosterilmesinde ise histopatolojik inceleme
altin standart olarak kabul edilmektedir. Histopatolojik
inceleme duyarlilig1 (%95) ve 6zgiilligii (%98) yiik-
sek, farkli boyama protokollerinin kullanilabildigi
invazif bir tan1 yontemdir ©.

Floresan in-situ hibridizasyon (FISH) teknolojisi,
H. pylori bakterisine 6zgii ribozomal RNA problari
kullanarak dokularda bakteriyi saptayan bir yontem-
dir. FISH yonteminin H. pylori’nin varligini tespit
etmede hizli, dogru ve uygun maliyetli bir yontem
oldugu bildirilmektedir. H. pylori varliginin belirlen-
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mesinde hem parafinize hem de taze dokudan calisma
olanagi saglayan FISH yontemi, biyopsi 6rneklerinden
alinan kesitlerde bakteriyolojik taniy1 saglamaktadir
@5 Geleneksek bakteriyolojik boyama yontemleri
disinda olan bu yontem icin sinirlt bilgi ve tecriibeye
sahip olundugundan deneyim gerektirmektedir.

Bu calismada, H. pylori varligimin gosterilmesi igin
FISH uygulanan biyopsi 6rneklerinde iki bagimsiz
gozlemci tarafindan gergeklestirilen floresan mikros-
kopi sonuglarinin karsilagtirtlmasi amaglanmustir.

GEREC VE YONTEM

Histopatolojik inceleme: Bu calismada, formalin
fikse parafin gomme ile blok haline getirilmis 100
mide biyopsi 6rnegi kullanilmistir. Ornekler hema-
toksilen eozin (HE) ve ek boyama yontemleriyle
(Giemsa, Wright, akridin oranj ve glimiigleme) ince-
lenmigtir (Resim la ve Resim 1b).

FISH yontemi: Histopatolojik inceleme igin hazir-
lanmig aynmi Orneklerden alinan kesitlerde bakteri
varligi, “Seafast® H. pylori Combi” kitiyle (Izinta,
Hungary) FIHS yontemi kullanarak aranmusgtir.

Resim 1. Doku drneklerinde H. pylori tanisi icin kullamlan yontemlere ait mikroskobik goriintiiler; 1a: H. pylori pozitif HE (100X),
1b: H. pylori pozitif giemsa (100X) 1c: H. pylori negatif FISH (40X), 1d: H. pylori pozitif FISH (40X).
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Orneklerin hazirlanmasi: Calisma kapsaminda
irdelenen tiim parafinize 6rneklerden mikrotom ara-
ciligtyla 4pm  kalinliginda kesitler alinmisgtir.
Deparafinizasyon i¢in kesitler 30dk ksilen, 30dk %96
etanol ile muamele edilmis daha sonra 10dk 400 W
mikrodalga firmnda bekletilmistir. Oda 1sisina kadar
sogutulan kesitler distile suyla yikanip havada kuru-
tulmustur.

Reaktiflerin hazirh@:: Liyofilize problarin rehidra-
tasyonu, hibridizasyon karigiminin hazirlanmasi,
yikama tamponunun hazirlanmasi ve hibridizasyon
karigtminin floresan mikroskopta kontrolii deneyler
oncesi yapilan hazirliklar olup, tiretici firmanin 6ne-
rileri dogrultusunda yapilmustir.

Hibridizasyon: Hibridizasyon icin conta kapakli lam
kutular1 kullanilmistir. {lk olarak Sml hibridizasyon
tamponu ile 1slatilmig steril filtre kagidi lam kutusu
icerisine yerlestirilmigtir. Ardindan lam tizerine alin-
mig olan 4um kalinliginda kesitin yiizeyini Ortecek
kadar hibridizasyon karigimi eklenip lamel ile kapatil-
mistir. Hazirlanan lamlar conta kapakli bir lam kutusu
icine yerlestirilerek kutunun agzi sikica kapatilmig
46°C’deki su banyosunda 90 dk hibridizasyon igin
bekletilmistir. Hibridizasyon sonrasi lam kutularindan
cikartilan 6rnekler kit iceriginde bulunan tampon ile
iki kez yikandiktan sonra +4°C kaldirtlmustir.

Floresan mikroskobik inceleme: Ornekler, hicbir
on bilgi olmaksizin her iki gozlemci tarafindan ince-
lenmigtir. Eclips 80i (Nikon, USA) mikroskobunda
yesil filtreyle (Fluorescein: Absorption 494 nm,
Emission 518 nm) yapilan incelemede bakteri morfo-
lojisine uygun yesil floresan goriiniim H. pylori var-
lig1 olarak degerlendirilmistir. Minor degisimlerin
degerlendirilmesinde istatistik analizi icin sayisal
veriler de saglayan detayli bir histopatolojik sinifla-
ma kullanilmistir. H. pylori yogunlugu; O yok (Resim

Tablo 1. Gozlemcilerin FISH bakteri yogunlugu gore olustur-
duklar: skorlamalar.

II. Gozlemci

1. Gozlemci Negatif 1+ +2 +3 Toplam
Negatif 41 0 0 0 41
1+ 11 7 0 0 18
2+ 0 9 12 1 22
3+ 0 0 3 16 19
Toplam 52 16 15 17 100

1c), 1 hafif, 2 orta (Resim 1d) ve 3 siddetli olarak
derecelendirilmistir. Mukoza kalinlig1 yetersiz olan
ornekler degerlendirme dig1 birakilmugtir. ki gdzlem-
cinin verileri arasindaki uyum Pearson’s korelasyon
analizi ile degerlendirilmisgtir.

Histopatolojik inceleme ve FISH karsilagtirilmasi:
Histopatolojik inceleme bulgulari esas alinarak FISH
yonteminin ozgiilliikk, duyarlilik, pozitif ve negatif
kestirim degerleri ve dogruluk orani hesaplanmigtir.

BULGULAR

FISH degerlendirmesinde, birinci gozlemci tarafin-
dan orneklerin %59’u H. pylori pozitif bulunurken,
ikinci gdzlemci tarafindan orneklerin %48’1 H. pylori
pozitif bulunmustur. Her iki gozlemci arasinda ista-
tistiksel olarak anlamli diizeyde uyum saptanmigtir
(r=0.801; k=0.65 p<0.001).

FISH ile yapilan degerlendirmede birinci gozlemci;
18 hafif, 22 orta ve 19 giddetli bakteri yogunlugu
bildirirken, ikinci gozlemci; 16 hafif, 15 orta ve 17
siddetli bakteri yogunlugu bildirmistir. Birinci goz-
lemcinin hafif bakteri yogunlugu bildirdigi 11 6rnek
ikinci gozlemci tarafindan negatif olarak degerlendi-
rilmigtir (Tablo 1). Orta ve siddetli H. pylori yogun-
Iugu olan ornekler icin yapilan degerlendirmelerde
her iki gozlemci arasinda %100 uyum saptanmistir.
Ancak, negatif 6rnekler ve H. pylori yogunlugunun
diisiik oldugu ornekler icin gozlemci uyumu diisiik
bulunmusgtur. Yapilan hesaplamalarda istatistiksel
olarak anlamsiz korelasyon saptanmistir (r=0.277;
k=0.14; p>0.05).

Histopatolojik inceleme sonuglarinda 6rneklerin
%56’s1 H. pylori pozitif bulunmugtur. Patoloji labora-
tuvari kayitlari temel alinarak yapilan hesaplamalar-
da duyarlilik ve ozgiillik degerlerinin birinci goz-
lemci i¢in sirastyla %98.2 ve %90.9, ikinci gézlemci
icin de sirasiyla %82.1 ve %95.8 oldugu goriilmiistiir
(Tablo 2).

Tablo 2. Histopatolojik verilerle FISH yonteminin karsilastiril-
maslt.

Duyarlilk Ozgiillik PKD NKD Dogruluk
orani

1. Gozlemci 0,9822 09093 09324 09752 09501
II. Gozlemei 08214 09579 09584 08456 09304
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TARTISMA

Diinya niifusunun yaklagik yarisinin H. pylori ile
enfekte oldugu kabul edilmektedir . H. pylori ile
iligkisi kesin olarak kanitlanmig hastaliklarda eradi-
kasyon tedavisi kesinlikle yapilmalidir ®. Tanida
bakteriyolojik kiiltiir altin standart olarak kabul edil-
mekle beraber yeni yontemler konusunda ¢aligmalar
devam etmektedir. Son yillarda FISH’in H. pylori
tanisinda hizli, dogru ve uygun maliyetli bir yontem
oldugu, biyopsi orneklerinden alinan kesitlerde bak-
teriyi saptayabildigi vurgulanmaktadir. Ayrica bu
yontemin klaritromisin direncini gostermede de etkin
olmasi bir avantaj saglamaktadir .

Histopatolojik kesitlerle H. pylori varlig1 i¢in yapilan
caligmalarda bakteri yogunlugu taniy1 etkileyen
onemli faktorlerden biridir. Yogun bakteri varliginda
tan1 koymak kolaylagmakta, yogunluk azaldikca tani
koymak giiclesmektedir. Patoloji laboratuvarlarinda
HE ile yapilan boyama sonrasi gerceklestirilen mik-
roskobik incelemelerde kisiler arasinda uyumsuzluk
goriilebilmekte ve giemsa, wright, akridin oranj ve
gilimiigleme gibi ek boyama yontemleri ile bu uyum-
suzluklarin giderilebilecegi ifade edilmektedir %1V,

Yapilan bazi ¢alismalarda, kiiltiir pozitif hastalarin
formalin fikse parafin gdmme mide biyopsi Ornekle-
rinde FISH yontemiyle %97 oraninda H. pylori pozi-
tifligi bildirilmistir ">'¥. Ulkemizde dispeptik hasta
grubunun formalin fikse parafin gomme preparatlar-
dan yapilan FISH c¢alismasinda ise %95.5 ve %59.8
oraninda pozitiflikler bildirilmistir **'>. Caligmamizda
birinci gozlemci tarafindan yapilan mikroskobik
incelemede %359, ikinci gozlemci tarafindan gercek-
lestirilen incelemelerde %48 oraninda H. pylori pozi-
tifligi bulunmustur. Her iki gézlemci arasinda duyar-
lilik, ozgiilliik, pozitif kestirim, negatif kestirim ve
dogruluk orani degerleri arasinda kiiciik sapmalar
olmasina ragmen istatistiksel olarak anlamli farklilik
saptanmamustir. Ancak, ikinci gézlemcinin H. pylori
tanis1 i¢in duyarlilik (0.82) ve negatif kestirim (0.84)
degerlerinin daha diisiik bulunmas: dikkat cekicidir.
Ik kez histopatolojik kesitlerde FISH yontemi ile
calisma yapan kisilerin, bakteri yogunlugu az olan
orneklerin bir kismin1 negatif olarak degerlendirmesi
beklenebilir bir sonuctur.

Gastrik doku ornekleri ile gergeklestirilecek olan
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histolojik caligmalarda zaman zaman mukus artiklari
sorun olusturabilmektedir. Mukus varligmin bakteri-
nin tanimlanmasinda zorluk ya da yanlighklara neden
olabilecegi ozellikle bakteri sayisinin az veya negatif
oldugu diisiiniilen orneklerde seri kesitlerin incelen-
mesinin tantyr destekleyebilecegi akilda tutulmalidir.
Ayrica FISH yontemi bakteri varli§i ve skorlama aci-
sidan histolojik boyama yontemlerine oranla avantaj
saglayabilecegi diistiniilmekte ve konunun genis kap-
saml1 caligmalarla irdelenmesi 6nerilmektedir.

FISH yonteminin klaritromisin direncini saptamasi
ayrica bir avantaj olup, yeni problar eklenerek basta
patojenite faktorlerini de aramak bu yontemler miim-
kiin goriilmektedir. Tedaviye direng gosteren olgularda
tedavi Oncesi alinan biyopsi materyallerinde sonradan
caligmalar yapilabilmesi de s6z konusu olabilir.

Sonug olarak, H. pylori enfeksiyonunun etkileri goz
ontine alindiginda dogru, hizli ve uygun maliyetli
tan1 onemlidir. FISH yontemi gastrik doku ornekle-
rinde H. pylori tanist i¢in dogru, ucuz, hizli bir test
olup gelecekte alternatif bir ara¢ gibi goriinmektedir.
Ayrica FISH ile diren¢ ¢aligmalarinin gerceklestirile-
bilecegi de diisiiniiliirse tek bir girisim sonrasi elde
edilen biyopsi orneginden pek cok bilgiye ulagimin
saglanacagma inanilmaktadir. Ancak, orneklerin
degerlendirilmesinde deneyimin 6nemli oldugu ve
kisiler arasinda fark olusabilecegi unutulmamalidir.
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