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KISALTMALAR
H. pylori  : Helicobacter pylori
MALT . Gastrik mukoza iligkili lenfoid doku lenfomasi

(Mucosa Associated Lenfoid Tissue)

CagA . Cytotoxin-associated gene (Sitotoksin ile iligkili gen) A
VacA . Vacuolating cytotoxin (Vakuol olusturucu sitotoksin)
DU : Duodenal ilser

IACR - International Agency for Cancer Research

EUROGAST : Geographic correlation of biological risk factors with

Gastritis and Gastric cancer

IgM - Immunglobulin M

IgA : Immunglobulin A

IgG - Immunglobulin G

CLO . Campylobacter like microorganism

rRNA : Ribozomal riboniikleik asit

WHO : Diinya Saglik Orgiitii (World Health Organisation)
NIH - Ulusal Saglik Enstitisti (National Institute of Health)
NHL : Non-Hodgkin lenfoma

POR : Piruvate Flavidoxine oxidoreductase

OOR . Oxogluterate Acceptor oxidoreductase

BHI - Brain Heart Infusion Agar

PPI : Proton pompa inhibitori

PCR : Polimeraze Chain Reaction
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ELISA : Enzyme-linked immunosorbent assay

UBT - Urea breath test (lire nefes testi)

GORH - Gastroozefajial refli hastalig

MU : Mide tulseri

NSAiil : Non steroid anti inflamatuar ilaglar

NUD : Non ulser dispepsi

MIC : Minimal inhibit6ér konsantrasyonu

QRDR . Kinolon direng belirleme bolgesi (Quinolone Resistance-

Determining Region)
Cag PA1  : Cag Pathogenicity Island
TBE : Tris Borate EDTA

SPSS - Statistical package for the social sciences



1.0ZET

Mikrobiyoloji ve gastroenterolojinin birlikte caligmalartyla kesfettikleri
Helicobacter pylori (H. pylori), 20. yizyilda tip alaninda en énemli kesiflerden
biridir. Bakteri tGreaz enzimi ile Greden amonyak sentezleyerek midenin asit
ortamini1 noétralize eder ve boylece kolonizasyonu saglar. Helicobacter pylori
enfeksiyonu insanlarda en yaygin gorilen bakteriyel enfeksiyonlardan biridir.
Baglica rezervuart insanin midesidir. Helicobacter pylori mide mukoza
tabakasinda bulunan, gram negatif, spiral, 4-6 flagellali, 2.5-5 um uzunlugunda,
37 °C’de mikroaerofilik kosullarda treyebilen iireaz, katalaz, oksidaz pozitif bir
bakteridir. 1lk defa 1997°de H. pylori’nin tiim genomu agiklanmistir. Buna gore
H. pylori’nin genom uzunlugu 1,6-1,73 Mb arasinda degisir. H. pylori
izolatlarinin % 40’1 uzunlugu 1,5-23,3 Kb arasinda degisen plazmidler igerirler.
Ulkemizin % 85-90’1nin diinya niifusununda yarisindan fazlasinin enfekte oldugu
H. pylori’nin eradikasyonu bu nedenle biyik onem tasir. Ancak tedavide
kullanilan bazi antimikrobiyal ajanlara kargt bakterinin direng gelistirmest,
eradikasyonda basarisizliga yol agmaktadir. H. pylori zor uredigi i¢in kultir ve
antibiyogramindaki teknik zorluklar nedeni ile ucuz ve kolay uygulanabilen
yontemlere ihtiya¢ vardir. Bu zamana kadar yapilan ¢aligmalarda, tedaviden once
direng varliginin belirlenmesinin 6nemli oldugu belirtilmisgtir.

Bu c¢aligmada 48 adet duodenal ulserli 25 kadin (%53) 23 erkek (%47)
hastalarin biyopsi numunelerinden elde edilen H. pylori bakterisinin Florokinolon
ve Klaritromisin antibiyotiklerine olan direnci molekiiler yontemler ile test

edilmigtir. Yapilan g¢alisma neticesinde 48 duodenal tlserli hastanin 40’inda



(%83) Klaritromisin direnci, 33’tinde (%69) Florokinolon direnci toplamda 32
hastada da (%67) hem Klaritromisin hem de Florokinolon direnci GenoType®
HelicoDR yontemi ile kisa siirede tespit edilmistir. Molekdler testlerin kisa siirede
sonu¢ vermesi dikkate alindigi zaman, yapilan ¢alisma ile gereksiz ilag

kullaniminin ve zaman kaybinin 6niine ge¢ilmigtir.

Anahtar Kelimeler: Helicobacter pylori, H. pylori, duodenal ulserli hastalar,

genotip, PCR.
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2.ABSTRACT

Determination of Helicobacter pylori Klaritromisin and Floroquinolone
drug resistance in patients having duodenal ulcer.

Helicobacter pylori (H. pylori), discovered through multidisciplinary
studies of the science of gastroenterology and microbiology, and 20. century
medicine is one of the most important discoveries that marked. By synthesizing
ammonia from urea by the enzyme urease bacterial neutralizes the acid
environment of the stomach and thus allows colonization. It is one of the most
common bacterial infections Helicobacter pylori infection in humans. The main
reservoir 1s the human stomach. The mucous layer of the stomach in Helicobacter
pylori, gram negative, spiral, 4-6 flagellal, 2.5-5 pm of a length, which can grow
under microaerophilic conditions at 37 °C urease, catalase, oxidase positive is a
bacterium. The entire genome of H. pylori are described for the first time in 1997.
Accordingly, the genome of H. pylori length 1,6 mb, 1.73 meters varies between.
H. pylori isolates 40% of length: 1.5 Kb plasmids ranging from 23.3 of contain.
More than half of the world's population, 85 to 90 percent of the eradication of H.
pylori infected our country, therefore, is of great importance. But some of
antimicrobial agents used in treatment against the development of resistance of
bacteria in the eradication of lead to failure. Culture and sensitivity of H. pylori
bacteria a breeding applications in difficult due to technical difficulties, easy to
implement, and have shown that cheapest of the methods is required. Studies pre-
treatment the importance of the detection of the presence of resistance is

emphasized.

Xl



In this study, 48 duodenal ulcers with 25 women (53%) of 23 male (47%)
of patients biopsy specimens obtained from H. pylori and Clarithromycin to its
resistance to Fluoroquinolone antibiotics was tested by molecular methods. The
study of 48 patients with duodenal ulcers as a result of 40 (83%) the
Clarithromycin resistance, 33 (69%) also Fluoroquinolone resistance in a total of
32 patients (67%) with both Clarithromycin and Fluoroquinolone resistance
GenoType® HelicoDR with the method in a short time have been identified.
Molecular tests in a short period of when the results are taken into account, the
study has been to prevent the loss of time and unnecessary with the use of

medications.

Key words:  Helicobacter pylori, H. pylori, patients with duodenal ulcers,

genotype, PCR
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3.GIRIS
3.1 Helicobacter pylori

Yuzyilimizin basindan bu yana H. pylori, insanda mide sivisi igerisinde
goraldugu halde, peptik Ulser, mide kanseri ve kronik antral gastrit ile iliskisi

1983 yilinda anlastimistir (1).

Sekil 1. H pylori’nin elektron mikroskobik gorintust.

http: //info.fujita-hu.ac.j p/~tsutsumi/image/002/2-6.jpg

H. pylori; spiral sekilli, kamcili, hareketli, katalaz, oksidaz ve (reaz
pozitif, gram negatif, 2 - 4 pm ebatlarindadir (Sekil 1). Bu bakteri, mukus iginde
koloniler yapar ve mide antrumunda yerleserek yasar. Sahip oldugu lreaz enzimi
sayesinde treden amonyak sentezleyerek, cevresinde bazik bir ortam olusturur ve
kendini midenin asit ortamindan korur. H. pylori, en iyi mikroaerofil ortamlarda
yasayabilir ve Ureyebilmesi igin % 5 - 15 oraninda CO2 bulunan ortama ihtiyaci
vardir (2, 3). Bu bakteri, fekal-oral ve oral-oral olarak bulasir. Bakteriyal

enfeksiyonlar arasinda dinyada en sik rastlananlardan biridir (4, 5). Kalabalik

1
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yasam sartlarinin, hijyen kosullarinin k&tii ve sosyo ekonomik dizeyin disik
olmast enfeksiyonun yayilma duzeyini arttinr. Prevalans yas ve cografik
lokalizasyona baglidir. Yagin ilerlemesi ile birlikte enfeksiyon riski artmaktadir.
Ulkemizde yapilan galismalarda prevalans % 46 - 78 oranindayken ABD’ de 60
yasin tizerindeki insanlarda prevalans % 50 - 60’lara kadar ulagsmistir (4, 6, 7). H.
pylori enfeksiyonunun devaminda B lenfositlerine bir dizi imminolojik
reaksiyondan sonra antijenler sunulur ve IgM, IgA, IgG antikorlar sirayla uretilir.
Uzun bir zaman IgG - IgA antikorlart yiksek diizeyde gozlenirken, IgM
antikorlart  birka¢ ay ig¢inde kaybolur. Bu antikor diizeylerinde disme,
antimikrobiyal tedavi sonucu eradikasyon saglanirsa gozlenir (8). H. pylori’nin
neden oldugu enfeksiyonlarda karin agrisi, bulanti ve kusma akut dénemde
gozlenir. 3 - 14 glin semptomlar siirer ve zamanla kronik siiperfisial gastrit geligir.
Fonksiyonel dispepsi (non - ulser dispepsi), peptik Ulser, gastrit maligniteye
(lenfoma, adenokarsinom) ilerleyebildigi gibi asemptomatik olarak da kalabilir.
EUROGAST (Geographic correlation of biological risk factors with Gastritis and
Gastric cancer) aragtirma grubunun bir ¢aligmasinda H. pylori varliginin mide
kanseri riskini 6 kat arttirdig1 saptanmistir (9, 10, 11). Bu bakterinin neden oldugu
enfeksiyonunun tanisinda invaziv ve noninvaziv yontemler kullanilabilir. Invaziv
yontemler histopatolojik inceleme, hizli tireaz ve endoskopik biyopsi testleridir.
Bu yontemler maliyeti yiksek ve tedaviye yanitt degerlendirmede pratik degildir
daha gok aktif enfeksiyonun tamisinda giivenilirdir (12). Ure nefes testi, seroloji,
ve gaita antijen testleri non-invaziv yontemler i¢inde yer alir. Sadece venoz

girisim gerektirdiginden seroloji kolay uygulanabilen bir yontemdir. Serolojik



olarak IgG - IgA antikorlarinin 6lgiimi, aktif enfeksiyon tanist igin guvenilir
degildir ancak 6zellikle tedaviye yanitin degerlendirilmesinde faydali olabilir (13).
Non - invaziv, hem aktif enfeksiyon i¢in iyi bir belirte¢, hem de iire nefes testi ve
endoskopik biyopsi ile karsilastirildiginda maliyetinin daha diigiik olmas ile gaita
antijen testi avantajlart olan bir tan1 yontemidir (14, 15). H. pylori agisindan
antibiyotik tedavisinden 28 giin sonra testlerin negatif olmasit H. pylori’ nin
eradike edildigini gosterir. Proton pompa inhibitorleri, bizmut tuzlar,
antibiyotikler, H, reseptor blokorlerinin yer aldigi ¢esitli kombinasyonlar bu
eradikasyon tedavisinde kullanilmaktadir. Bir tek ila¢ ile etkin tedavi
saglanamamaktadir. Tedavide son yillarda ¢ogunlukla, Ranitidin bizmut sitratin,
Klaritromisin ya da Klaritromisin + Amoksisilin ile kombinasyonu ve proton
pompa inhibitorleri + Klaritromisin + Amoksisilin / Metranidazol kombinasyonu
kullanilmaktadir ve 1 - 2 haftada tedavi edilmektedir. Eradikasyon oranlarinin %
95’ e vardigl yapilan caligmalarda bildirilmektedir (16).

3.1.1 Tarihce

Gastroduodenal hastaliklar ve etiyolojisine tibbin ilgisi yazili tibbin ilk
giinlerine kadar uzanmaktadir. Hipokrat’in “epigastrik yanma ve sislik” olarak
tammladigi gastroduodenal hastaliklarin etyolojisini, Ibni Sina (980 - 1037)
“yemek ile gastrit agn” arasindaki iligkide aramig, Donati M. (1586) ulserli
hastalarda mide asidine dikkat ¢ekmistir. Bir bakteri ile gastrit yakinmalarin
muhtemel iligkisi ilk defa Alman bakteriyolog Bottcher G. ve arkadasi Fransiz
Letulla M. (1875) tarafindan ileri sirilmis, tlser tabaninda ve kenarinda bakteri

kolonilerini gostererek, kultir ortaminda iretemedikleri bu bakterilerin tlsere



neden oldugunu ileri sirmuslerdir (17, 18). Patolog Klebs C. 1881°de basil
benzeri organizmalarin midede varligini bildirmesine ragmen, o dénemde konu
fazla ilgi ¢ekmemistir. Bottcher hayvanlarin gastrointestinal sisteminde spiral
bakterinin varligint bilimsel olarak bildirmistir (19). Dr. Jarowski W. (1889)
insandan aldig1 mide yikama suyu sedimentlerini incelemis, sivi igerisinde gomak
seklindeki bakterilerin yani sira, spiral gekilli basillerin varligint gostererek,
bunlara “Vibrio regula” adin1 vermistir. Bu aragtirict tarithe “spiral bakteriler
gastrit etkenidir” iddiasim ilk ileri siren arastirmaci olarak gegmistir. Italyan
aragtirict Bizzozero G. (1892) kopeklerin lseratif lezyonlu mide biyopsi
orneklerindeki, muhtemelen bu gin H. heilmannii veya Gastrospirillum hominis
olarak tanimladigimiz spiral seklindeki bakterileri ve artmig treaz aktivitesini
gostererek, gastrit ve tlserin hem etiyolojisi, hem de patofizyolojisi hakkinda son
derece faydali bilgiler sunmugtur (17, 18). Krienitz (1906) mide kanserinde benzer
mikroorganizmalarin varligin1 gosterdikten sonra, Muhlens, Luger, Neuberger de
ulseratif ozellikteki mide kanserlerinde bu yapilart gostermislerdir. Neuberger
aynt zamanda saglikli kigilerin mide suyu ve mide mukozasinda da spiral
bakterinin varligini gostermistir (20).

Sir Berkeley Moynihan, agirt mide asidinin duodenum mukozasini
dijesyona ugratarak tlser olusturdugunu ileri sirmustir. Schwartz K. (1910) “Asit
yoksa Tulser yok” aforizmasini ortaya atmis, gastroduodenal hastaliklarin
patofizyolojisinde, tedavi protokollerini de uzun yillar etkileyecek olan yeni bir
tartismay1 baslatmigtir. Bu hipoteze bagli olarak gastrit tedavisinde 1915 yilindan

itibaren anti-asitler kullanilmaya baglanmistir. Penisilinin kesfi ile gastroduodenal



patolojide mikroorganizmalarin muhtemel rolii varsayimindan hareketle Lieber C.
ve Lefevre A. (1957) antibiyotiklerin gastrit tGrenin amonyaga donigimuni
engelledigini ve bu sebeple tedavide kullanilabileceklerini gostermislerdir. Bu
bildiriden kisa bir sire sonra Yunanli gastroenterolog Lykoudis J. (1957) 6nce
kendisindeki peptik ulseri tedavi i¢in antibiyotik kullanmig, hastaligini tedavi
edince 22.453 peptik ulserli hastanin tedavisinde antibiyotik kullanarak basarili
oldugunu bildirmigtir. Steer HW. ve Colin Jones 1975 yilinda gastrit biyopsi
orneklerinde epitele yakin konumda bakterilerin varligin1 gosterirken, Rollasan ve
arkadaglart da 1981 yilinda gastrit spiral bakteriyi gostermigler, ancak midenin
yiksek asiditesi nedeniyle burada bir mikroorganizmanin yagayabilmesine ve
hastalik yapabilmesine ihtimal vermemiglerdir. Yapilan aragtirmalarin ¢ogunlukla
postmortem  c¢aligmalar olmasi, hastalik etkeni olabilecegi  bildirilen
mikroorganizmalarin genellikle bulag kaynakli olabilecegi siiphesine yol agmistir
(17,18, 19, 21).

Nihayet, patolog Robin Warren (1979) H. pylori ile gastroduodenal
hastaliklar arasindaki iliskiyt kesfetmis ve Barry J. Marshall (1982)
mikroorganizmayi kiiltiir ortaminda tiretebilmistir. Iki arastirmaci yaklasik 4 yil
suren caligmalarint 1983 yilinda Lancet dergisinde yayinlanan makaleleri ile Tip
Diinyasina duyurmuglardir. Patolog Warren R. yillardir gastritli olgularda
gozlemledigi bakteriyel yapilarn gastroenteroloji asistant Marshall B.J. ile birlikte
degerlendirmeye baslayarak “gastrit - bakteri iligkisi” konusundaki ¢aligmalarin
ilk adimint atmuglardir. H. pylori’ nin virulans ¢aligmalarinda hayvan modeli

basarili olmadigindan Koch postulatlarini gergeklestirmek i¢in Dr. Marshall bu



bakteri ile goniillii olarak kendisini infekte etmis ve bir siire sonra kendisinde
gastrit tablosunun gelistigini gérmiistiir. Bu gozlemlere dayanan Dr. Marshall, bu
bakterinin sadece mideyi infekte etmekle kalmayip, mide dokusunda
inflamasyonu arttirdigini da deneysel olarak ispatlamigtir. Buna gore, bu
bakterinin Ozellikle antral gastrit ve ulser ile etiyolojik iligkisi oldugu kesinlik
kazanmistir (18, 20, 22).

Bakteri yapisal olarak Campylobacterlere benzedigi i¢in onceleri
“Campylobacter - like microorganism (CLO)” seklinde isimlendirilmis fakat daha
sonra yapilan caligmalar neticesinde DNA zincir yapist, 16S rRNA (Ribozomal
RNA) yapisi, yag asitleri kompozisyonu ve enzimlerinde birgok farkliliklar
oldugu anlasgilmigtir. 1989 da Goodwin, bu bakterilerin benzer fenotipik
ozelliklere sahip Campylobacter, Flexispira ve Wolinella cinslerine ait olmadigin
bildirmistir. Invivo sartlarda gozlenen helikal goriintii ve gogunlukla midenin pilor
bolgesinden izole edildigi i¢in bu bakteri “Helicobacter” seklinde tanimlanmig
yeni bir cins i¢inde “Helicobacter pylori” tiri olarak adlandinilmistir (17, 23, 24).

H. pylori infeksiyonlarinin 6neminin anlagilmast tzerine, ilk olarak
“Avrupa Helicobacter pylori Calisma Grubu” olusturulmustur (1987). Bakterinin
gastrit kanser ile iligkisinin dort calisma ile ispatlanmasindan (1991) sonra da,
Diinya Saglik Orgiiti’ niin (WHO - World Health Organisation) bir kolu olan
Uluslararast Kanser Aragtirma Ajanst (IARC - International Agency for Research
on Cancer Working Group) 1994 yilinda yeniden mevcut verileri goézden
gecirerek H. pylori’ yi insanlarda birinci sinif karsinojen olarak ilan etmigtir. Yine

aynt yilda NIH (National Institute of Health) konsensusunda H. pylori’nin en



onemli nedeni oldugu peptik tlser hastaliginin ve ulserli hastalarin bu
mikroorganizmanin eradikasyonu i¢in tedavi olmalari gerektigi kabul edilmistir.
H. pylori infeksiyonunun gastrit, MALT lenfoma, Non - Hodgkin Lenfoma
(NHL), diger lenfoproliferatif hastaliklarin gelismesiyle de iliskisi bulunmustur
(17,25 -29).

Virulansin tespitine yonelik caligmalarla VacA ve CagA toksinlerinin
kesfedilmesi, turler arasinda virulans farkliliklarinin anlagilmasini saglamistir (30,
31).

Marshall B.J. ve Warren R.” ye H. pylori ile ilgili ¢aligmalari sebebi ile
2005 yilinda “Fizyoloji ve Tip bilimleri” alaninda Nobel odalii verilmistir (32,
33).

3.1.2 Epidemiyoloji

H. pylori enfeksiyonu, dinyadaki en yaygin kronik bakteriyel hastaliktir
(34). Bu nedenle sadece gastroduodenal ulser olusumunda degil, daha degisik
organ ve sistemlerde de farkli klinik tablolarin nedeni olarak kabul edilmeye
baslanmistir. H. pylori prevalanst ABD ve gelismis tilkelerde % 30' larda iken, bu
oran gelismekte olan tilkelerde %80'leri bulmaktadir. H. pylori siklikla ¢ocuklukta
alinmakta olup, yasla iligkisi dogum - kohort etkisine baglidir. Kolonizasyon i¢in
yastan baska diger risk faktorleri arasinda diigiik sosyoekonomik siniftan olma,
cocuklukta kalabalik ve diisiik gelirli ailede yagamis olmak yer almaktadir. Cocuk
yasta tutulumun onemine Ornek; Cezayir, Fildisi sahili, Tayland, S. Arabistan,
Sili, Peru, G. Hindistan, G. Afrika ve Brezilya'da insidans O - 20 yas arasinda %

13 - 70 iken, 70 yasin tzerinde bu oran % 70 - 90' lara ulagmaktadir. Yine



ingiltere, Fransa, iskandinav tilkeleri, italya, San Marino, Belcika ve ABD' de
cocukluk ¢aginda seropozitiflik % 5 - 15 iken, 30 - 75 yaslar arasinda bu oran %
20 - 65' tir (35). H. pylori igin en 6nemli rezervuar insandir (Sekil 2). Ayni aile
bireyleri benzer suslari tasiyabilirler. insandan insana bulas esas iken, bunun fekal
- oral veya oral - oral yolla olup olmadi§i net degildir. Su kaynaklarinda H. pylori
DNA' sinin gorilmesi, kontamine sularin gelismekte olan Qlkelerde insan
kolonizasyonuna yol acabilecedi gercegini ortaya koymustur. Bircok calisma, bu
olasi yollardan hangisinin bulasta en énemli oldugunu arastirmaya odaklanmistir
(36). Gastroenterologlarda ve saglik calisanlarinda, diger gruplara oranla daha sik

gorulir (37). Cinsel yolla bulas bildirilmemistir.

Sekil 2. H. pylori infeksiyonlannin yiizdelerini gdsterir

3.1.3 Siniflandirma

H. pylori, ilk kez 1982 yilinda Warren ve Marshall tarafindan insanin mide
mukozasindan alinan endoskopik biyopsi érneginden izole edilmistir (38, 39, 40,
41, 42). 1k izole edildiginde Campylobacter pyloridis (38, 39) daha sonra
Campylobacter pylori olarak adlandirilmistir (40, 43). Goodwin ve calisma

arkadaslari bu bakterinin Campylobacter soyuna ait olmadigini belirlemisler ve
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1989 yilinda Helicobacter pylori olarak yeniden siniflandirmislardir (40).
Campylobactef lerden baslica farklar; dreyi cok hizli olarak hidrolize
edebilmesi, kini olan ¢oklu flagellaya sahip olmasi ve yag asitleri profilleridir
(43). Guclu Ureaz aktivitesi ile beraber H. pylori, karbonhidrat profilleri ve
antibiyotiklere karsi farkli duyarliliga sahip olmasi ile de Campylobacter
soyundan ayrilir (44). H. pylori, diger karbonhidratlari katabolize edemedigi halde
glikozu Kkatabolize eder. Besiyerlerine amino asitlerin ilave edilmesi ile

gelisebilirler. Bazi suslarin gelismelerinde bu amino asitlerle beraber serin ve

alanin amino asitleride gereklidir (41). Baslica Helicobacter tiirleri (Tablo 1):

Tablo 1. Helicobacter Turleri

- ILK
TUR KONAK DOKU BiLDIRIM
H. pylori insan MIDE 1985
H.mustelae insan GIS 1988
H.cinaedi insan GiS 1988
H.felis Kedi GIS 1991
H.fenneliae Kedi GiS 1991
H.nemestriane M.nemestrina GIS 1991
H.maridarum Rodent GiS 1992
H.acinonychis Domuz GIS 1993
H.bilis imbret fare GiS 1993
H.hepaticus Fare KARACIGER 1994
H.pametensis Kus, domuz GiS 1994
H.pullorum Insan GIS 1995
H.bizzazeronii Kopek GiS 1996
H.heilmannii Kedi, kopek, rat MIDE 1996
H.trogontum Rat GiS 1996
H.cholecystus Syrian hamster GIS 1997
H.rodentium Laboratuvar faresi ~ GIS 1997
H.rappini Fare GIS 1997
H.salomonis Koépek GiS 1997
H.bovis Sigir GIS 1999
H.suis Domuz GiS 1999

GIS: Gastro intestinal sistem



Bu tiirler morfoloji, boyut, kiiltirlerde treyip uremedigi ve etkiledigi
konak¢iya gore ayrilmiglardir (45). Helicobacter turlerinin hepsi ayn tipte ve
derece patolojik bozukluk olusturmadiklar1 gibi butin tirleri patojenik degildir.
H. pylori, insanlarda baglica patojen oldugu halde, tlserli hastalarin ¢ok az bir
bolumiinde de Helicobacter heilmannii izole edilmistir (45,46). H. heilmannii, H.
pylori’ ye nazaran daha ilimli aktif akut gastritli hastalarda tespit edilmistir (46).
Simdiye kadar Helicobacter’ in Ui¢ turi insanlarin bagirsaklarinin alt kistmlarinda
tespit edilmistir (45).

3.1.4 Morfolojik ve Fizyolojik Ozellikleri

3.1.4.1 Morfolojik Ozellikler

H. pylori S harfi seklinde kivrik veya ince spiral bigimde, yuvarlak uglu,
birden fazla kam¢ili ve hareketli gram negatif bir bakteridir (47, 48). Bakterinin
uzunlugu 3 - 5 um (mikrometre) olup, genisligi 0.5 - 0.9 pum arasinda
degismektedir (49). Kiltir ortaminda uretilen bakterinin kivrimlart azalmakta
hatta kaybolup ¢omak bi¢imini alabilmektedir (50). Sayilar1 altiyt bulan polar
flagellalar1 sayesinde hizli hareket yetenegine sahiptirler (47, 51, 52). Baz
kilturlerde asili damla yontemi ile bakterinin hareketsiz oldugu gozlenebilir.
Bakterinin hizli hareket edebilme yetenegi, mukus tabakasinin en kalin oldugu
antral bolgeye hizla ulagsmasint ve epitel ile mukustaki pH notr ortama yerlesip
mide asidinin zararl1 etkisinden korunmasim saglar (47, 53, 54). Ozellikle invivo

olarak sferik, V seklinde, U seklinde ve diz formlart da gozlenebilir.
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3.1.4.2  Fizyolojik Ozellikleri

Bakteri en iyi mikroaerofilik ve ¢ok nemli ortamlarda (% 98), 37 °C' de, %
5 - 10 karbondioksit ve % 5 oksijen igeren atmosferde 5 - 7 ginde urer (47, 55,
56). Kan igeren kalp - beyin agara (Brain Heart Infusion Agar) % 1 Iso Vitalex
(B12 vitamini, L-glutamin, L-sistein) ilave edilirse H. pylori i¢in ideal besiyeri
hazirlanmig olur. Kan olarak % 5 at kani kullanilir. Oda sicakliginda ise canliligini
hizla kaybeder. Distile su ve serum fizyolojikte +7 °C derecede canliligini
glinlerce strdurir, % 20 glikoz kullanildiginda +4 °C derecede 5 saat canliligini
yitirmez, +4 °C derecede 2 giin veya -70 °C derecede uzun sure saklanabilir (57,
58, 59).

Besi yerlerine ¢esitli antibiyotikler ekleyerek se¢icilik 6zelligi kazandirilir.
Diger mikroorganizmalarin Gremesini engellemek amaciyla besiyerlerine Kolistin,
Vankomisin, Trimetoprim, Polimiksin B, Nalidiksik asit eklenir. Amfoterisin B,
Sikloheksimid, Nistatin ise mantar tiremesini engellemek i¢in eklenebilir (58, 59).
H. pylori ° nin duyarli oldugu antibiyotikler ise Penisilin, Ampisilin, Sefalotin,
Kanamisin, Gentamisin, Rifampin ve Tetrasiklindir. Direncin degisken oldugu ise
antibiyotikler ise Metranidazol ve Klaritromisindir (47).

Kultir i¢in ideal olan1 biyopsi materyalinin hemen kanli zengin besiyerine
ekilmesidir. Zengin besiyeri olarak Mueller - Hinton, Brusella agar, Tripticase soy
beyin - kalp infiizyon bazal besiyerine % 7 - 20 taze kan eklenerek hazirlanmig

olan besiyeri bu amagla kullanilmaktadir (58, 59, 60).
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Besi yerinde 0.5 mm ¢apinda, dizgiin ve pigmentsiz koloniler olusturarak
ureyen, gram negatif, lireaz, katalaz ve oksidaz aktivitesi olan bakteriler H. pylori
olarak tanimlanmaktadir (61).

Tiam suslarda 33 — 40 °C 1sida ureme gorilebilir. 30 °C ve 42 °C’ de
tireme azalir. Ureme 25 °C’ de goriilmez. H. pylori igin uygun pH aralig: oldukga
genis oldugu halde (5.5 - 8.5), uremesini en iyi 6.9 - 8.0 pH araliginda
gercgeklestirir. Mikroorganizma dis ortamda dusik pH derecelerine ve oksijen ile
temasa son derece duyarlidir. Safra iceren ortamlarda kisa sirede oOlir.
Tekrarlayan pasajlarda tiretilmesi zordur. Klasik besiyerlerinde 4 pasajdan sonra
canliligini kaybeder (51, 55).

3.1.5 Kiiltiir ve Ureme Ozellikleri

Mikroaerofilik sartlarda trerler; % 5 02, % 75 Nz, % 10 CO,, % 10 H;
gazlarindan olusan nemli bir atmosferde inkiibe edilmelidir. Aerobik sartlarda
bakteri metabolizmasinda yagamsal 6neme sahip olan POR (Piruvate Flavidoxine
oxidoreductase) ve OOR (Oxogluterate Acceptor oxidoreductase) enzimleri inhibe
olmaktadir (62). Laboratuvar pasajlari sonrasi biraz aerotoleran hale gelirler.
Anaerobik sartlarda zayif tirerler. 30 - 37 °C’ de uirer, fakat 25 °C’ de ureyemezler
(63).

Karmagik besin gereksinimleri olan bakteriyi tiretmek i¢in besiyerine tam
kan, hemin, misir unu, yumurta sarist gibi zenginlestirici maddeler katilmalidir
(64). BHI (Brain Heart Infusion) agar, Brucella agar, Columbia agar ve Skirrow
besiyerleri bu amagla kullanilmaktadir. Bunlarda % 5 - 7 oraninda at veya koyun

kant kullanilsa da insan kaninin da kullanilabilecegi bildirilmigtir (65). Ayrica

12



besiyerlerine ¢esitli antibiyotiklerin ilavesiyle seciciligin artirtlabilecegi rapor
edilmigtir. Bu amagla besiyerlerine gram pozitif mikroorganizmalar igin
Vankomisin veya Teikoplanin, Gram negatif basiller i¢in Polimiksin, Nalidiksik
asit, Trimetoprim, Kolistin veya Sefsulodin, funguslar i¢in Amfoterisin B veya
Nistatin ilave edilmelidir (65).

Mide biyopsi orneklerinden ilk izolasyonda 3 - 4. giinde tireme gorilse de
kiltirde ireme olmad:i diyebilmek ig¢in 7 - 10 gin beklemek gerektigi
vurgulanmistir. Pasajlanan kulturlerde ise 48 - 72 saatlik inkiibasyon sonucunda
ureme goruldiugi bildirilmis ve kiigik S tipi gri - saydam gorinimli koloniler
olusturdugu bildirilmistir (65).

Kilturde ireyen kolonilerden yapilan Gram boyama, katalaz ve oksidaz
pozitifligi, tireaz enzimi igermesinden yararlanilmaktadir (66). Katalaz negatif
mutant suslar olabilecegi de bildirilmistir (65).

3.1.6 Biyokimyasal Ozellikler

H. pylori gomak ya da virgul seklindeki bu bakteri, iireaz, katalaz, oksidaz
pozitif ve zorunlu mikroaerofildir. Nitratlarin nitrite  indirgenmesini,
karbonhidratlarin oksidasyon ve fermantasyonunu yapamaz. H. pylori, enerjiyi
muhtemelen aminoasit ve yaglarin metabolizmasindan saglamaktadir (67, 68).

H. pylori, treaz, katalaz, alkalen fosfataz, DNAase, 16sinaminopeptidaz
ve gama - glutamil aminopeptidaz enzimleri salgilayabilir. Bu enzimlerden,
ozellikle treaz testinin pozitifligine yol acan treaz enzimi, dogrudan mide
orneklerinden H. pylori’ nin tanimlanmasinda kullanilmaktadir. Bu baktert,

antibiyotik duyarliligt acisindan Campylobacter fetus’ e benzer. Sefalosporinler,
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Metronidazol, bizmut bilesikleri, Penisilinler, Tetrasiklinler, Eritromisin,
Rifampisin ve aminoglikozoidlere duyarlidir. Sefsulodin, Polimiksin ve
Kotrimoksazol’ e direnglidir. Ayrica, safra tuzlarina duyarli oldugu i¢in
bagirsaklarda iireyemez (69,70).

3.1.7 Bulas Yollar1 ve Patogenezi

H. pylori esler arasinda ve aile i¢i bireylerin birbirine yakin temasi ile
bulasabilir. H. pylori enfeksiyonunda genetik yatkinlik séz konusudur. Ancak
sekstiel aktivite bir risk faktori degildir. H. pylori bazi ¢alismalarda tikirikten ve
dental plaktan da izole edilmistir. Kullanma ve i¢gme sularinda kontamine gidalarla
da bulagabilir. Evcil kiimes hayvanlart ve kedi ile de bulagabilir. Bu bakteriye
sudan kaynaklanan enfeksiyonlarda rastlanmasi ve fegesten izole edilmesi fekal-
oral yolla bulagin oldugunu gosterir (71, 72).

Mide mukozasi, insan organizmasinda H. pylori' nin tek yasayabildigi
yerdir. Genellikle bu bakteriye mukoza biyopsi orneklerinde rastlanir; mide
salgilar, safra ve tikrikte de bulunabilir. Geng¢ yaglarda etkenin prevalansi
yaklagik % 20 iken, ilerleyen yaslarda artarak % 50' lere ¢ikar. H.pylori mukus
salgist yapan yerlerde daha kolay iireyebildigi i¢in en sevdigi yer midenin antrum
mukozasidir. Bu boélgede ylizeye tutunarak ¢ogalir ve doku invazyonu yapmaz.
Mide mukozasini  orten mukus tabakasindaki nétrale  yakin  pH,
mikroorganizmanin yasamasina imkan saglar. Mide salgi bezlerinin igerisinde de
ureyebilir. Bulundugu yerde mukozalarda treyerek peptik ilser, mukozal
degisikliklere ve kronik aktif gastrit gibi hastaliklara neden olur. Etkenin epidemik

karakterlerde akut gastrit ve hipoklorhidri yaptigin1 bildiren ¢aligmalarda
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mevcuttur (73, 74). Kronik aktif gastritte H. pylori’ nin mukoza ylzeyinde
olusturdugu bakteri kolonizasyonunun neden oldugu polimorf ¢ekirdekli 16kosit
infiltrasyonu mevcuttur. Notrofiller igerisinde fagosite edilmis sekilde de
H.pylori’ ye rastlanabilir (75, 76).

3.1.8 Tam

Invaziv (hizli iireaz testi, kiiltiir, histoloji,) ve non - invaziv (serolojik
testler, uire nefes testi, polimeraz zincir reaksiyonu, H. pylori gaita antijen testi)
testleri H. pylori tanisinda kullanilir. Her testin kendine gore ustinligi vardir
fakat hentiz her yoniiyle mikemmel bir test bulunamamigtir. Bunlarin hangisinin
nerede ve hangi hasta i¢in kullanilacagina hekim karar vermelidir. Serolojik testler
H. pylori ile temasin arastirilmasinda ve kitle taramalarinda kullanilir. Histolojik
yontemler H. pylori enfeksiyonunun yayginligini ve mukozal hasart gosteren tek
yontemdir. Tedavi oncesi hizli Gireaz ve histoloji, tedavi takibinde ise tire solunum
testi daha yararlidir. Invaziv testlerde dogru tani igin endoskoplarin, biyopsi
forsepslerinin dezenfekte edilmesi ve hastalarin testten en az bir hafta éncesinden
antibiyotik ve PPI (Proton pompa inhibitor)’ leri kesmis olmasi gerekir (77, 78).

3.1.8.1 invazif Yontemler

Bu testler iginde endoskopik olarak alinan materyalin kiltird,
histopatolojik incelemesi, lireaz testi yer almaktadir (79).

3.1.8.1.1 Kiiltiir

“Altin standart” olarak kabul edilmektedir. Biyopsi ¢rneginin hem ¢ikolata
agar gibi selektif olmayan bir besiyerine hem de Skirrow besiyeri gibi antibiyotik

igeren selektif bir besiyerine ¢ift ekimi yapilir. 35-37 °C’ de, nemli mikroaerofilik
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(% 5 oksijenli) bir ortamda, 2 - 5 gin inktbe edilir. S veya Virgiil seklindeki,
ureaz, katalaz ve oksidaz aktivitesi olan bakteriler H. pylori olarak tanimlanir.
Ayn1 zamanda bakterinin patogenetik ve biyime faktorlerinin, metabolik
urtnlerinin arastirlmasina ve antimikrobiyal duyarlilik testinin yapilmasina
olanak saglar (79, 80). En 6nemli dezavantajlari: pahali, izolasyon i¢in birkag¢ glin
gerektirmesi, ¢cok zahmetli olmasi ve laboratuvarlar arasinda optimal duyarliligin
saglanmasinda zorluklar olmasidir.

3.1.8.1.2 Histopatolojik inceleme

Histopatolojik  olarak midenin farkli bolgelerinden alinan  doku
orneklerinin incelenmesi hem bakteri hem de olusan doku hasari konusunda
onemli bilgiler verir. Inflamasyon, MALT, gastrit kanser varlifi ve metaplazinin
derecesi arastirilir. Genellikle hematoksilen - eozin boyama kullaniimaktadir.
Kesin sonu¢ alinamazsa Giemsa gibi 6zel bir boyama onerilmektedir. Giemsa,
akridin oranj, Wright, giimiis, immunfloresan ve immunperoksidaz boyama
yontemlerinin duyarliligt hematoksilen - eozine gore daha yiiksek bulunmustur
(79, 80). Duyarlilign kultire gore daha fazladir. Ancak gastritin yama tarzinda
olmast ve biyopsinin yanlig bolgeden alinmasi veya ¢ok az bakteri varliginda
yalanci negatiflik olabilmesi ve zaman alict bir yontem olmasi gibi dezavantajlar
vardir.

3.1.8.1.3 Ureaz testi

Her yerde yapilabilecek kolay, hizli ve ucuz bir testtir. Ure igeren
besiyerine biyopsi érnegi alinir ve 37 °C’ de inkiibe edilir. Ureaz aktivitesi ile

bakteri ortamdaki Ureyi amonyak ve karbondioksite dontsturir. Besiyerinin pH’
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st artar, pH indikatori ile renk degisikligi (saridan kirmiziya dogru) arastirilir.
Sonug genellikle iki saat i¢inde alimir. Inkiibasyon siiresini uzatmak duyarlilig
arttirir. Bir saat i¢inde bu testin duyarliligr % 60 iken, 24 saatte duyarlilik % 90’
dan fazladir. Yalanct pozitif sonuglarla karsilagilabilmesi en 6nemli
dezavantajidir. Yalanci pozitiflik asirt bakteri tiremesinin oldugu uzun inkiibasyon
ve yaslilik durumunda olabilir. Ayrica yakin zamanda proton pompa inhibitorleri,
bizmut tuzlari, antibiyotik ve stkralfat kullanimi1 veya safra refliisic durumunda
ureaz aktivitesi degisiklige ugrayacagindan yanlig sonuglarla karsilagilabilir (79,
80).

3.1.8.1.4 Molekiiler tan1 yontemleri

H. pylori’ nin 6zgin olarak taranmasinda gastrik biyopsi orneklerinde
bakterinin 23S rRNA, vacA ve glmM gibi farkli hedef genlerine yonelik PCR
yontemi kullanilmaktadir. Ancak tam1 yontemi olarak bu testler rutin
uygulamalarda pek fazla tercih edilmemektedir. Inhibitorlerin varligi nedeni ile
yanlis negatif sonuglarin alinabilmesi, maddi ag¢idan ekonomik olmamasi ve
uygulamadaki teknik zorluklar PCR uygulamalarinda kargilasilabilecek
dezavantajlardir. Tukiriuk, gastrit sivi, safra, digki gibi i¢inde az sayida bakteri
bulunan érneklerde mikroorganizma DNA’ sinin saptanarak noninvaziv olarak H.
pylori tanist yapilabilmesine olanak saglayabilmesi PCR’ 1n tstinlugudur (81, 82,
83). Molekiler yontemler, H. pylori suslar arasindaki genetik farkliliklarin
saptanmasi ve patojenitesinin arastirilmasi, epidemiyolojik agidan hastaligin
yayllma yollart ve arastirma ¢aligmalarinda, antibiyotik direncine neden

olabilecek mutasyonlarin taminmast amaciyla kullanilmasi uygun olan
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yontemlerdir. Antibiyotik kullanan hastalarda tedavi sonrasi gastrit mukozadaki
bakteri sayist kultiir ve diger tan1 yontemleri ile tespit edilemeyecek kadar az
olabileceginden tedavi basarisinin takibinde PCR’ nin tercih edilebilecek yontem
oldugu bildirilmektedir. H. pylori’ nin PCR ile taranmasinda ve tanimlanmasinda
23S rRNA geni, cagA, ureA, ureB, ureC ve adhesin gibi farkli gen dizileri
kullanilabilmektedir (84, 85). Testin dogrulugunu etkileyen faktorler arasinda
bakteri yogunlugu, 6rnegin hazirlanmasi, primer ve hedef DNA se¢imi, PCR
uygulamas: ile ilgili teknik konular yer almaktadir (86). Degisik protokollerin
uygulandigi, farkli hedef bolge ve primerlerin tercih edildigi PCR yontemlerinde
duyarlilig ve 6zgulligi degismektedir (87).

3.1.8.2 Noninvaziv Yontemler

3.1.8.2.1  Ure nefes testi

Bu testte oral yoldan C13 veya Cl14 (radyoaktif karbon) isaretli tre
aliminda 20 - 30 dakika sonra solunan hava érnekleri toplanmakta ve bunlar daha
sonra sintilasyon cihazlarinda veya spektrometrik olarak sayilmaktadir. H. pylori
pozitif kigilerde bakterinin iireaz enzimi ile isaretli iire pargalanir. Olusan CO;,
solunum ile dig ortama verilen hava igerisinde saptanmaktadir. Duyarliligi ve
ozgulligi ¢ok yuksektir. Antibiyotik veya omeprazol tedavisi sirasinda bu test
yalanci negatif sonuglar verebileceginden uygulanmamali, tedavi bitiminden en az
bir ay sonra uygulanmalidir (88).

3.1.8.2.2 Serolojik yontemler

H. pylori tamisinda kullanilan yaygin yontemlerden biride ‘serolojik

yontemler’ dir. Ozellikle epidemiyolojik calismalarda yararlidir (88). En sik
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kullanilan serolojik yontem, enzim isaretli katt faz immiunassay (ELISA)
yontemidir (89). H. pylori infeksiyonu sistemik ve lokal antikor yanitina neden
olur. Ozgil IgM antikorlar kisa siireli olarak yiikselir, IgG ve IgA infeksiyon
suresince artar ve tedavi edilmedik¢e yiiksek kalir. Tedavinin devaminda
eradikasyon saglandiysa IgG ve IgA dizeyleri duser ancak IgG dizeyi higbir
zaman tamamen negatiflesmez. Tedaviye yanitin degerlendirilmesinde, tedavi
oncesi ve tedavi bitiminden itibaren 3 - 6 ay sonra olacak sekilde iki titrasyonun
karsilastiriimast gereklidir (90). Bu testlerde kullanilacak antijenler ¢ok énemlidir.

Genellikle tg¢ tip antijen kullanilmaktadir;

1) Tam hucreler ve tam hiicre pargalari gibi ham antijenler,

2) Ist degisken olmayan antijenler ve glisin ekstraktlart gibi hiicre
pargaciklari,

3) 120 kDa antijen ve treaz gibi zenginlestirilmig antijenler (88).

Virulans genlerinin tesbit edildigi serolojik kitler de gelistirilmistir (91).

“Western Blot”, immiunoblotlama, bakterinin ¢esitli boélumlerine karst
olusan sivisal bagisik yaniti belirlemede kullanilan olduk¢a 6zgiil ve duyarli bir
yontemdir (92).

Serolojik olarak bir damla kan veya serum ile uygulanabilen hasta bagt
testleri idrarda IgG antikorlarini belirlemeye yonelik gelistirilmistir ama bunlarin
ozgullikleri ve duyarliliklar dusiktir (91, 93, 94).

3.1.8.2.3 Diski ornekleri i¢in kullanilan tan1 yontemleri

3.1.8.2.3.1  Diski kiiltiirii
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H. pylori safraya duyarli bir bakteridir. Digki, anaerop ve fakiltatif
anaerop bakterilerden olusan zengin bir normal floraya sahip ve safra asitlerinin
yilksek oranda bulundugu bir ortamdir. Bu nedenlerden dolay1 pasajin ¢ok hizli
oldugu diyareli olgularda diskida H. pylori uretilebilmigse de digkr kiltirinde H.
pylori iretmek oldukga zordur (95).

3.1.8.2.3.2  Diski antijen testleri

Ticari olarak hazirlanmig monoklonal ve poliklonal antikor testleri
bulunmaktadir. Poliklonal testlerin duyarliligt degisken olmakla beraber
ozgulligi olduke¢a yitksek saptanmistir (96, 97, 98). Monoklonal testler ise
yiksek duyarlilik ve 6zgullik gostermistir (99). Monoklonal antikor test hasta
bagi test olarak gelistirilmis sonuglart olduk¢a duyarlt ve 6zgul olan testlerdendir
(Tablo 2) (100).

3.1.8.2.3.3 Diskida polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)

PCR inhibitorleri agisindan diskt ortami ¢ok zengindir. Bu yiizden
uygulanacak inhibitor uzaklagtirilmast ve DNA ekstraksiyon yontemi digkida PCR
uygulamasinda ¢ok 6nemlidir.

Inhibitorlerin uzaklastinlmasinda disk: filtrasyon yontemi kullanilir. PCR
inhibitorlerine, polipropilen membran ile sizilen digki  o6rneklerinde
rastlanmamigtir (101).

Bir diger inhibitor uzaklagtirma yontemide immunmanyetik ayirma
yontemidir. Bu yontemde, antikorlarla kapli manyetik boncuklar H. pylori yizey
antijenlerine karg1 kullanilir. Basil ve kok formunda digkida bulunan H. pylori bu

boncuklara yapisir, yikamayla 6rnekteki inhibitorler uzaklagtirilir (102).
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Diskidan DNA ekstraksiyonu igin kullanilan bir baska yodntemde
biyokimyasal saflastirma yontemidir (103).

H. pylori saptanmasi icin diskida PCR yontemi kullanilacagi zaman en az
iki set primer kullaniimasi 6nerilmektedir (104). Ayrica, H. pylori saptanmasinda
nested PCR yontemleri, reamplifikasyon diskida testin duyarhiligini arttiracaktir
(Tablo 2).

Tablo 2. H. pylori infeksiyonunu gostermek icin kullanilan testler

Test Duyarhhik Ozgulluk Endoskopi
(%) (%) gerekliligi

Histoloji 93-98 95-98 Evet

Kaltar 77-95 100 Evet

Hizli Ureaz Testi 89-98 93-98 Evet

1C-UBT* 90-95 90-95 Hayir

Yc-ubt** 90-95 90-95 Hayir

Seroloji 88-95 86-95 Hayir

PCR yontemleri 85-96 90-100 E‘é;tlfr?t'zﬁﬁfgk)

Diskr antijen testleri 90-94 98-99 Hayir

(Monoklonal)
*Ure soluk testi (UBT-Urea Broath Test). Karbon 13 ile isaretlenmis tre

** Ure soluk testi (UBT-Urea Broath Test). Karbon 14 ile isaretlenmis tire

3.1.9 Tedavi

Bulasici oldugundan ve uzun dénemde gastrit kanser, peptik Ulser gibi bazi
ciddi hastalik riskleri tasidigindan H. pylori enfeksiyonu mutlaka tedavi
edilmelidir. Gunimuzde kime test yapilacagi tartisma konusudur. Cogu gorisler
enfekte hastalarin tedavi edilmesi ve dispepsili hastalarin test edilmesi
yonlndedir. Enfeksiyon tedavi edilmedigi zaman peptik Glser gelisecegi

distndlir. Non Ulser dispepside cogu hasta semptomatik olarak H. pylori
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tedavisinden fayda gérmez. Tedaviden kimin fayda gorecegini 6nceden ayirt eden
bir metot olmadigindan ¢ogu klinisyen test ve tedavi metodunu secer (105).

H. pylorf nin standart Ucli tedavisinde; Klaritromisin 1000 mg (2 esit
dozda) + Amoksisilin 2000 mg (2 esit dozda) + proton pompa inhibitori
(lansoprazol 30 mg. glnde iki defa veya omeprazol 20 mg. gunde iki defa) veya
bizmut bilesigi kullanithr. 14 ginlik tedavi ile en iyi sonuclar alinmistir (% 95
iyilesme orani) (106). Tedavinin basarili olup olmadi§i tedaviden 4 - 6 hafta sonra
diski antijen testi veya Ure nefes testi ile degerlendirilir (105).

3.1.10 ilag Direnci

3.1.10.1 Kilaritromisin Aktivitesi ve Diren¢ Mekanizmasi

Klaritromisin, makrolid gruba ait olan, 23S rRNA molekili V domaininin
peptidil transferaz bolgesine baglanan, bakteriostatik bir antibiyotiktir. Bu
baglanma protein elongasyonunu engeller ve bodylece etkili olarak bakteriyal
protein sentezini durdurur (Sekil 3) (107, 108). Klaritromisinin diger makrolitlerle
antibakteriyal aktivitesi benzerdir ancak Klaritromisin asidik gastrit mukus
tabakasinda daha iyi absorbe olur ve bu yizden H. pylori’ ye karsi daha etkilidir

(107).
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Klaritromisin direnci H. pylori de 23S rRNA’ nin peptidil transferaz
bolgesinde 2142, 2143 ve 2144 pozisyonlarindaki adeninin guanin ile yer
degistirdigi ve 2142 ve 2143 pozisyonlarindaki adeninin sitozinle yer degistirdigi
nokta mutasyonlariyla meydana gelir (109 - 116). Bircok makrolid igin
ribozomlarin afinitesinin azalmasina neden olan H. pyloride bu yer degisiklikleri
artan direngle sonuclanir (Sekil 4). A2143G yer degisikligi disuk MIC (<64
mg/L)’ li izolatlarda sik bulunurken, A2142G ve A2142C 0zellikle yuksek
Klaritromisin MIC (>64 mg/L)’ li izolatlarda daha ¢ok gorulmektedir. A2142G ve
A2143G mutasyonlart ¢ok sik gorulirken, A2142C mutasyonu daha az
gorilmektedir (107,117). Ayni zamanda A2115G, G2141A ve T2717C gibi diger
23S rRNA mutasyonlari da gosterilmistir, ancak bu mutasyonlar ¢ok nadir

gOzlenmektedir (110, 118, 119, 120).
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H. pylori iki 23S rRNA genine sahiptir ve mutasyonlar her iki kopyada da
genellikle bulunur. Heterojenite Klaritromisin direnci ile sonuglanmasina ragmen,
genellikle homojenik izolatlarda bulunandan daha distk direng seviyesiyle iliskili
gorulmektedir. H. pylori de heterojenitenin izerinde homojenitenin daha yiksek
prevalansi DNA rekombinasyonunun varligini yansitabilir. 23S rRNA’ nin bir
kopyasinda mutasyon, yiksek Klaritromisin direncinin homolog DNA
rekombinasyonuyla diger 23S rRNA genine kolayca transfer olabildigi
gosterilmistir (107, 111, 113).

Diger makrolitlere karsi  direncle Klaritromisin  direnci  uyusur.
Eritromisine yuksek, Streptogramin ve Klindamisine orta diizey direng A2143G
mutasyonunda gorilurken, bitin makrolitlere ylksek dizey capraz direng verdigi

A2142G ve A2142C mutasyonlarinda bildirilmistir (Sekil 5, 6, 7) (107).

Sekil 5. H pylori 23 SrRNA’ sinda baslica gozlenen mutasyonlar
(Monstein et al., 2001).
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Sekil 6. Klaritromisinin etki mekanizmasi.
CLA: Klaritromisin.

(http:/AMmwww.biocrawler.eom/encvclopedia/lmage:Helicobacter Pvlori.png..2007)

Sekil 7. H pylori 23S rRNA’ si ( Monstein ve ark., 2001).
PTC: Peptidil transferaz kodlayan bolge
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3.1.10.2 Florokinolon Aktivitesi ve Diren¢ Mekanizmasi

DNA giraz ve topoizomerazlart inhibe eden bakterisidal etkili
antibiyotiklerdir. DNA giraz 2A alt tnitesi ve 2B alt Gnitesini igeren tetramer
yapida bir enzimdir. H. pylori’ de Florokinolonlara karst direng DNA giraz A alt
unitesini kodlayan gyrA geninde mutasyon gelisimine baglidir (107, 119, 121).
Diren¢ gyrA geninin 87, 88, 91 ve 97. aminoasit pozisyonunda kinolon direng

belirleme bolgesindeki (QRDR) nokta mutasyonlarla olusur (107).
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4. GEREC VE YONTEM
4.1 Orneklerin Alinmasi ve H. pylori Teshisi
H. pylori’nin Klaritromisin ve Florokinolon antibiyotiklerine olan direnci
molekiler yontemlerle tespit etmek amaci ile 48 adet duodenal tlserli hastanin 25°
i kadin (% 52), 23 i erkek (% 48), ure nefes testi pozitif ve hastalarin yas
ortalamasi 44,45 (20 - 79) olan hasta grubu calismaya alinmistir. Endoskopik
islem esnasinda H. pylori arastirmasi i¢in antrum ve korpustan en az birer adet
biyopsi alindi. % 10 formol soliisyonu igerisinde patoloji labarotuvarina biyopsi
ornekleri ulagtirildi. Patoloji laboratuvarinda 4 um kalinliginda doku kesitleri elde
edildi. Doku teshisi i¢in kesitler hematoksilen - eozin, H. pylori enfeksiyonu tanisi
icin Giemsa ile boyandi. H. pylori enfeksiyonu 1s1k mikroskobunda spiral (yay)
seklinde basillerin gorilmesiyle teshis edildi. H. pylori pozitif olan biyopsi
numuneleri DNA ekstraksiyonu i¢in -20 °C de muhaza edildi.
Islemin tamami ti¢ basamaktan olusur:
1) Dokudan DNA’nin izolasyonu
2) Biotinlenmis primerlerle miiltipleks amplifikasyon (PCR)
3) Revers hibridizasyon
4.2 DNA lzolasyonu
4.2.1 Dokulardan DNA izolasyonu i¢in 6n hazirhk asamas:
QIAamp DNA Mini Kit kullanilarak dokulardan toplam (mitokondrial,
genomik ve viral) DNA izolasyonu gergeklestirildi. Bu islem siiresince biitin
santrifiij adimlart oda sicakliginda (15 - 25 °C) yiuritiildii. Orneklerin ¢oziiniip

tekrar donmasindan kag¢inildi. Yikama solusyonu i¢in oda sicakliginda Buffer AE
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yada damitilmig distile su hazirlandi. Tamponlar AW1 ve AW2’ nin dogru bir
sekilde hazirlanmig oldugu kontrol edildi. Buffer ATL veya Buffer AL’ de ¢ozelti
olusmus ise 56 °C’ de inkiibe ederek ¢oziildii.

4.2.2 DNA izolasyon asamasi

1) Her ornek i¢in 25 mg. doku o6rnegi kullanildi. 1 mg. Dokudan yaklagik
0,2 - 1,2 mg. DNA elde edilecegi hesaplandi.

2) Doku 6rneginin pargalanmast;

Dokuyu kugiik pargalar halinde 25 mg. (10 mg.) kadar kesildi. 1,5 ml.” lik
migrosantrifijj tiipiine koyuldu ve tizerine Buffer ATL’ den 180 pl. eklenildi adim
3 ile devam edildi.

Lizis zamanini azaltmak i¢in dokunun kiigik parcalar halinde kesilmig
olmasina dikkat edildi. Ornekler 2 ml.” lik mikrosantrifijj tiiplerinde lizize kondu.

3) 20 pl. Proteinaz K karigtirildi ve 56 °C’ de inkiibe edildi. Doku Velp
scientifica vortex cihazi aracilig ile kanistirildi. Inkiibasyon siiresince arada bir
vortexlendi 6rnegin dagilmasi saglandi.

4) 1,5 ml.’ lik mikrosantrifijj tipindeki damlalart kaldirmak i¢in kisa bir
santrifii yapildi.

5) Ornege 200 ul. Buffer AL eklendi, 15 sn. siire ile mix vortexlendi ve 10
dk. 70 °C’ de Major science Dry Bath incubator cihazinda inkiibe edildi.
Mikrosantrifiij tiptintn kapaginin i¢indeki damlalart kaldirmak i¢in kisa bir
santrifiij yapildi.

Homojenizasyonda iyi bir verim i¢in &rnegin ve Buffer AL’ nin iyice

karigtirildu.
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6) 200 pl. Etanol (96 - 100%) eklendi ve 15 sn. vortexle karistirild.
Karngtirdiktan sonra mix kisa bir siire santrifiij yapildi. Homojen bir ¢ozelti elde
etmek i¢in Buffer AL ve Etanoliin iyice karistirllmasina dikkat edildi.

Etanol ilavesi baz1 tiplerde beyaz bir tortu olusturdu. QIAamp mini spin
kolon tortu engelini ortadan kaldirmak i¢in her uygulamada kullanildi.

7) Adim 6’ dan gelen miksi (¢ozelti dahil olmak tzere) kapak kismina
degmeden mini spin kolona (2 ml. Bir toplama tiip i¢inde) dikkatli bir gekilde
uygulandi. Kapagi kapatildt ve 1 dk. boyunca 6000xg (8000 rpm)’ de santrifiij
yapildi. QIAamp mini spini 2 ml. toplama tiipiine yerlestirildi ve siizintl igeren
tip atildi.

Santrifiij esnasinda kabarcik olugsumunu 6nlemek i¢in her bir spin kolon
kapatildi. QIAamp mini spin kolon ¢ozeltilerin tiimiine uygulandi. Santrifiijleme
6000xg (8000 rpm)’ de gerceklestirildi.

8) QIAamp mini spin kolon dikkatli bir sekilde agildi ve kapaga
degdirmeden 500 pul. Buffer AW1 eklendi. Kapak kapatildi ve 6000xg (8000
rpm)’de 1 dk. boyunca santriftij edildi. Temiz bir sekilde saglanan 2 ml. toplama
tipti QIAamp mini spin kolona yerlestirildi ve siiziintii igeren toplama tipt atildi.

9) QIAamp mini spin kolon dikkatli bir sekilde acildi ve 500 ul. Buffer
AW?2 eklendi. Kapak kapatildi ve tam hiz (20.000xg; 14.000 rpm)’de 3 dk.
boyunca santrifiij yapildi.

10)  Daha sonra yeni bir 2 ml. toplama tipiine koyuldu ve siizinti ile

eski toplama tipt atildu.
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NOT: Bu adim Buffer AW2’ nin muhtemel taginma olasiligin1 ortadan
kaldirmaya yardime1 olur.

11)  Temiz bir 1,5 ml.” lik mikrosantrifiij tiptine QIAamp mini spin
kolon yerlestirildi ve siiziinti igeren tiip atildi. QIAamp mini spin kolon dikkatli
bir sekilde agildi ve 200 pl. Buffer AE ilave edildi. Bunu takiben 1 dk. boyunca
6000xg (8000 rpm) santrifiyj yapildi.

12)  Adim 11 tekrarland1.

Santrifiij oncesinde 200 ul. Buffer AE eklendi. 5 dk. inkiibasyon iglemi
genellikle DNA verimini arttirdigindan inktbe edildi. 200 pl. Buffer AE ile
tictincii bir yikama % 15 verimi arttirdigindan iglem tekrar edildi.

DNA’ nin uzun stre saklanilmasi i¢in Buffer AE ile yikandiktan sonra -20
°C’ de muhaza edildi.

Bu iglem sonunda 400 pl. suyun i¢inde 25 mg. dokudan yaklagik olarak 10
- 30 mg. DNA elde edildi.

4.3 Biotinlenmis primerlerle miiltipleks amplifikasyon PCR

Istenilen gen bolgelerini ¢ogaltmak icin biotinlenmis primerlerle
multipleks PCR amplifikasyon yontemi ve Applied Biosystems 2720 Termal
Cycler PCR cihazi kullanilarak uygulandi.

Her bir 6rnek i¢in PCR karisimi Tablo 3” de verilmigtir.
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Tablo 3. PCR karisimi hazirlanmasi

Reaktif Miktar
PNM (5’ biotinlenmis primerler ve niikleotid mix) 35 pl
10xPCR Buffer (Hotstart Tag Polimeraz enzimi igin) 5pl
MgCi2 2 pl

Su (molekuler ¢alismalar igin) 2.8 pl
Hotstart Tag DNA polimeraz enzimi (IU) 0,2 pl
Ornek H. pylori DNA’s alinacak ve hazirlanan mix PCR cihazina
yuklenecek. (PCR cihazi: Applied Biosystems 2720 Termal Cycler) °P
Toplam PCR reaksiyon hacmi (mix) 50 pl

Biotinlenmis primerlerle miltipleks amplifikasyon PCR donguleri Tablo
4’ de verilmistir.

Tablo 4. PCR Dongleri

Sicaklik Sire Dongl
95 oC’de 15 dk. 1dongl
95 oC’de 30 sn. 10 dongu
58 oC’ de 2 dk. 10 dongui
95 oC’de 25 sn. 20 dongl
53 oC’de 40 sn. 20 dongu
70 oC’de 40 sn. 20 dongl
70 oC’de 8 dk. 1 déngu
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Sonug olarak elde edilen PCR urtnlerinden 5 ul. alinarak % 2’ lik agaroz
jel elektroforezler basamagi yapildi. Amplikonlarin beklenen baz agirliklart gyrA
icin 145 bp 23S rRNA i¢in 100 bp ve amplifikasyon kontrolii igin 63 bp’ dir.

44 ELEKTROFOREZ

Kullanilan Malzemeler: Fluka (Agarose), TBE (Tris Borate EDTA)
(1X), Etidyum bromtr, Xayanol, Marker

1) 5xTBE solusyonundan 100 ml.” ye 400 ml. distile su katilarak 500 ml.’
lik 1xTBE solusyonundan 2 g. Agarose alind1 ve 1s1 blogunda kaynatildi.

2) Daha sonra sogumaya birakildi ve 1lik iken 10 pl. etidyum bromiir
eklendi.

3) Kanstirlldiktan sonra elektroforez tankina dokiildi. Taraklar takildi.
TBE solusyonu ile dolduruldu.

4) PCR trtinlerinden 10 pl. alindi ve 1 pl. Xayanol ile karistirildi ve herbir
kuyucuga sira ile yiiklendi.

5) Elektroforez kapag: ve elektrik devreleri diizenlenip ve akim gegirildi.
Bu islem Thermo scientific EC 300XL serisi elektroforez cihazi ile jelde
yiritildi.

6) Daha sonra Benchtop 3UV Transilluminator UVP cihazinda bandlara
bakildi.

4.5 HIBRIDIZASYON (MANUEL)

4.5.1 On islemler

Ettvin 1s1s1 45 £ 1 °C' ye ayarlandi. 37- 45 °C' ye kadar HYB ve STR

soliisyonlari 1sitildi. Tim soliisyonlar oda sicakliginda bekletilerek 1sitild1 (CON -
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C ve SUB - C (+4 °C' de korunur) hari¢). CON - C ve SUB - C konsantreleri
uygun tipler kullanilarak kendi sulandirma soliisyonlari ile 1:100 oraninda

sulandirildi (CON - C, CON - D ile SUB - C, SUB - D ile).

Her bir strip igin;

4.5.2 Hibridizasyon asamasi

1 ml (1000 pl) sulandirma soliisyonu + 10 ul konsantre

1) DEN solusyonuna 20 pl PCR ile ¢ogaltilmis 6rnekler pipetlenerek
karistirilip 5 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi.

2) Onceden 1sitilmis 1 ml HYB (yesil renkli soliisyon) soliisyonu Tray' in
orneklerin konuldugu kuyucuklarina dikkatlice konuldu ve homojen renk elde
edilene kadar yavasc¢a calkalandi.

3) Trayin kuyularina stripler dikkatlice yerlestirildi.

4) Tray onceden hazirlanan etiivde 45 £ 1 °C' de 30 dakika ¢alkalanarak
inktbe edildi.

5) Pastor pipet kullanilarak HYB  Hibridizasyon  solisyonu
kuyucuklardan tamamen bosaltildi.

6) 1 ml STR (Stringent Wash Solution) (kirmizi renkli soliisyon)
soliisyonu her bir kuyucuga eklendi ve 15 dakika 45 + 1 °C' de c¢alkalanarak
inktbe edildi.

7) Tray attk kabina STR solisyonu kuyucuklardan komple sekilde
dokiilerek bosaltildi ve yine tray ters g¢evrilerek st ucu kurutma kagidina

emdirilerek kuyucuklar igerisinde kalan bir miktar sivida uzaklagtirildi.
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8) Her bir kuyucuktaki strip tizerine bir kez 1ml RIN (Rinse Solution)
solisyonu eklenip 1 dakika calkalanarak yikandi. Daha sonra bir 6nce ki
maddede anlatildig gibi bu siv1 dokiilerek bogaltildi.

9) 1 ml daha onceden sulandinlmis (On Islemler) Conjugate
kuyucuklarda ki striplerin tizerine eklenip ve 30 dakika g¢alkalanarak inkiibe
edildi.

10) Inkiibasyondan sonra Conjugate dokiilerek bosaltildi. Her bir strip 2
kez 1 ml RIN (Rinse Solution) 1 kez de 1 ml distile su ile 1 'er dakika
calkalanarak yikandi.

11) Daha énceden 1 ml sulandiriimis Substrat (On Islemler) soliisyonu her
bir strip tizerine eklendi ve karanlik ortamda test kosullarina bagl olarak (oda
sicakligr gibi) 3 ile 20 dakika arasinda bantlarin olugsmasina gore ¢alkalamadan
inktbe edildi.

Yanlis degerlendirmelere yol acgabilecegi ig¢in ¢ok wuzun sireli
inkiibasyonlar stribin kararmasina sebep olabilecegi i¢in inkibasyon siiresi
kontrollu bir sekilde takip edilerek sonlandirildi.

12) Iki kez distile su ile striplerin yikanmasi ile bant olusma islemi
sonlandirildi.

13) Son olarak, stripler kuyucuklarn i¢inden alinarak kurutma kagidinin
arasina konularak kurutuldu ve degerlendirme agamasina geg¢ildi.

4.6 GenoType® HelicoDR sonu¢ degerlendirme

GenoType® HelicoDR testi kullanilarak elde edilen sonuglarin yorumlanip

degerlendirilebilmesi ve ¢aligmanin kabul edilebilir olmasi i¢in biitin sonuglarin
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kitin igindeki kontrol stribi ile kiyaslanmasi gerekmektedir. Pozitif strip

uzerindeki bantlar ve kiyaslamalari Sekil 8 de gortlmektedir.

Conjugate Contre!
TCC]JAmplification Control (AC!
H e He 2&ctier pytori ZHP )

gyrA Locus Control fgyrA$ _

gyrA 87 wild type probe ! Igyr87 V.T\ 1
gyrA 87 wild type probe 2 Pgn87 V.T21
gyrA 87 wilLd type probe 3 'gyr87 V.T3 1
gyrA 87 wsld type probe 4 5gyr37 V. T4
gyrA 87 mutation probe (gyrB7 MUT.
gyrA 91 wild type probe |cvr9l

gyrA 91 mutation prebe | Igyr91 M'JTI)
gyrA 91 mutation probe 2 jgyr9 1 MUT2J
gyrA 91 mutation probe 3 |gyr91 MUT3J

23S Locus Ccntrol (23S)
23S wild type probe (2:3S W-UI
23S mutation probe 1 |23S MUT1)

23S mutation probe 2 123Ss MUT2J
23S mutation probe 3 123S MUT3J

colored marker

Sekil 8.Kontrol stribi Uizerindeki bantlar

. Associated
Probe Codon Nucleotides
phenotype6
gvrS7-WTI N87 AAC FO-S
gvr87-\VT2 N87 AAT FO-S
gyr87-WT3 T87 ACC FO-S
gyr87-WT4 T87 ACT FO-S
gyr87-MUT N87K AAA FO-R
gyr91-WT DI1 GAT FO-S
gyr91-MUTI D91IN AAT FO-R
cvr91-\lUT2 D91G GGT FO-R
gvr91-MUT3 DI1Y TAT FO-R
23S-WT 2146 and 2147 AA CLA-S
235-MUT1 2146 A2146G CLA-R
23S5-MUT?2 2146 A2146C CLA-R
23S-MUTS3 2147 A2147G CLA-R

Sekil 9. Direng problar
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Konjugat kontrol (CC)

Konjugat kontrolii strip Uzerinde konjugat baglanma ve substrat
reaksiyonunun verimliligini gostermektedir. Konjugat kontrol bandinin olugmasi
gerekmektedir.

Amplifikasyon kontrol (AC)

PCR reaksiyonunun dogru sekilde caligtigini gosterir. Bandin olugsmadigi
durumlarda izolasyon ve amplifikasyon sirasinda bir hatanin oldugu ya da
ortamda PCR inhibitorlerinin  varligt  distintlmelidir. Bazi  pozitif test
sonuglarinda amplifikasyon kontrol bandi silik yada tamamen olugmayabilir. Bu
durum reaksiyon boyunca gerceklesen rekabetten kaynaklanmaktadir. Boyle
durumlarda amplifikasyon reaksiyonu dogru c¢alismig kabul edilir ve test
degerlendirmeye alinir. Negatif test sonuglarinda AC bandi mutlaka olugsmalidir
bandin olugmadigi durumlarda PCR reaksiyonu dogru ¢alismamig kabul edilir ve
test tekrarlanir

Helicobacter pylori (HP)

Bu bant Helicobacter pylori varligini gosterir. Olusan bantin yogunlugu
baglangigtaki DNA yogunluguna baglidir.

Lokus Kontrol (gyrA, 23S RNA)

Her bir lokusa ait genin varligini kontrol eder. HP bandinin varliginda
mutlaka pozitif olmalidir.

gyrA87 WT (1, 2, 3, 4)

87. Kodonda Florokinolon duyarliligint gosterir.

gyrA87 MUT
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87. Kodonda mutasyon oldugunu ve Florokinolon direncini gosterir.
gyrA91 WT

91. Kodonda Florokinolon duyarliligint gosterir.

gyrA91 MUT (1, 2, 3)

91. Kodonda mutasyon oldugunu ve Florokinolon direncini gosterir.
23S WT

23S rRNA’ da Klaritromisin duyarliligint gosterir.

23S MUT (1, 2, 3)

23S rRNA’ da mutasyon oldugunu ve Klaritromisin direncini gosterir.
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5.BULGULAR

Bu calismada, Firat Universitesi Gastroenteroloji Anabilim Dalina gelen
48 duodenal dlserli hastalardan alinan biyopsi numuneleri kullanildi. Bu
numunelerden elde edilen H. pylori bakterisinin GenoType HelicoDR ticari Kkiti
kullanilarak Klaritromisin ve Florokinolon antibiyotiklerine direncleri tespit
edilmistir.

Cahismaya alinan 48 adet hastanin 25 kadin (% 52), 23’ inlin erkek (% 48)
oldugu gozlenmistir. Hastalarin yas ortalamasi 44,45 (20 - 79) dir.

Cahismaya alinan 48 adet duodenal tlserli hastanin yas ve cinsiyete gore
dagihimi tabloda gosterilmistir (Tablo 5).

Tablo 5. H pylori’ nin yas ve cinsiyete gore dagilimi

Yas Gruplari Kadin Erkek Toplam
N % N % N %

0-20 0 0 1 21 1 2,1
21-34 3 6,2 10 20,8 13 27,1
35-44 5 10,4 4 8,3 9 18,8
45-54 7 14,6 3 6,2 10 20,8
55-64 9 18,8 3 6,2 12 25
65+ 1 2,1 2 4,2 3 6,2
Toplam 25 52,1 23 47,9 48 100
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Cahismaya alinan 48 adet duodenal ulserli hastanin GenoType HelicoDR
ticari kiti kullanilarak Klaritromisin ve Florokinolon antibiyotiklerine direngleri
dagihimi tabloda gosterilmistir (Tablo 6, 7).

Tablo 6. H pylori ilag direngleri

ilag Direngli Duyarli Toplam
N % N % N %

Florokinolon 33 68,8 15 31,2 48 100

Klaritromisin 40 833 8 16,7 48 100

Florokinolon+ Klaritromisin 32 66,7 16 33,3 48 100

Tablo 7. Gen bolgeleri

Klaritromisin n %

WT 8 16,7%

WT+MUT3 30 62,5%

WT+MUT1+MUT3 1 2,1%

WT+MUT1+MUT2+MUT3 5 10,4%

MUT3 4 8,3%

TOPLAM 48 100%

Florokinolon  Gen Bolgeleri n %
WT1 1 2,1%
WT2 3 6,3%
WT1+WT2 24 50,0%
MUT 2 4,2%

gyrA8Y WT1+MUT 1 2,1%
WT1+WT2+MUT 1 22,9%
WT1+WT2+WT3+MUT 5 10,4%
WT2+MUT 1 2,1%

TOPLAM 48 100%
MUT1 4 8,3%
MUT2 2 4,2%
WT 23 47,9%
WT+MUT1 1 2,1%

gyrA9L WT+MUT1+MUT2 3 6,3%
WT+MUT1+MUT2+MUT3 4 8,3%
WT+MUT1+MUT3 1 2,1%
WT+MUT?2 4 8,3%
WT+MUT2+MUT3 1 2,1%
WT+MUT3 5 10,4%

TOPLAM 48 100%
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GenoType HelicoDR testinde, DNA striplerinin hibridizasyon sonucu

olusan tipik goruntuleri gérilmektedir (Sekil 10).

Conjugate Control ICC)
Amplification Control (AC]

Helicobacter pylori (HP)

gyrA Locus Control IgyrA)

gyrA 87 wild type probe 1 |gyr87 WT1]
gyrA 87 wild type probe 2 tgyr87 WT2]
gyrA 87 wild type probe 3 [gyr87 WT31
gyrA 87 wild type probe 4 [gyr87 WT4]
gyrA 87 mutation probe Igyr%7 MUT]
gyrA 91 wild type probe (gyr91 WT|
gyrA 91 mutation probe 1 (gyr91 MUT1]
gyrA 91 mutation probe 2 !gyr91 MUT2)
gyrA 91 mutation probe 3 (gyr91 MUT3)

23S Locus Control 123S]

23S wild type probe i23S WT]

23S mutation probe 1 [235 MUT1i
23S mutation probe 2 [23S MUT2)
23S mutation probe 3 [23S MUT3]

Sekil 10. GenoType HelicoDR testi sonucu DNA stripleri

Sekil 10 da gortlen ilk 5 strip hasta grubuna 6. strip kontrol grubuna aittir.
Mutasyonlar, Florokinolonlar igin; 2. ve 3. striplerde gyrA 87. kodonda, 5. stripte
gyrA 91. kodonunda ve Klaritromisin icin; 23S rRNA’ da 2. 3. 4. ve 5. hastalarda
gorilmektedir. Mutasyon gerceklesen hastalarda bu antibiyotiklere direng

gelismistir.
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6. TARTISMA

Helicobacter pylori ile enfekte kisilerin % 10-15° inde semptomatik
infeksiyon olustururken, bu olgularin % 2-4’ iinde gastroduodenal patoloji seyrini
degistirerek basta adenomatoz kanserler olmak tzere ¢esitli mide kanseri ile
sonlanmaktadir (122, 123 - 125). Bununla birlikte enfekte kisilerin ¢cogu (% 80 -
90) bakteriyi hastaligin herhangi bir semptomu olmadan tagimakta ve
bulastirmaktadir. Ozellikle erken g¢ocukluk déneminde elde edilen H. pylori
enfeksiyonu uygun etmenler varligi altinda kronik donemde MALT lenfoma ve
mide kanseri riskini artirmasi nedeniyle Diinya Saglik Orgiitii tarafindan 1994
yilinda H. pylori’ yi Tip I karsinojen olarak siniflandirmistir.

Sinif 1 karsinojen olarak kabul edilen H. pylori enfeksiyonunda tani ve
diren¢ son derece onemlidir. Ayn1 zamanda secilen tanisal yontemin uygulamasi
kolay, hasta uyumu agisindan ideal ve her yag grubuna uygulanabilir olmalidir.

H. pylori hakkinda bilinenler her gegen yil artmaktadir. Ancak artan bilgi
birikimi ile birlikte bakterinin gastrointestinal sistem dig1 tutulumlari, tim
dinyadaki yayginlig, antibiyotik direnci, eradikasyonundaki basarisizliklar da her
gegen glin ayrt bir tartigma konusuna neden olmaktadir. Bu kadar yaygin goriilen
bir hastalik etkeni i¢in kolay uygulanabilir, ucuz ve toplum taramasina uygun bir
tani testinin gelistirilmesi gereklidir. Simdiye kadar yapilmis bir ¢ok ¢alisma ile
kultar, histoloji gibi invaziv testler guvenilirlik konusunda 6n planda olsa da
molekuler yontemler duyarlilik ve 6zgullik bakimindan ¢ok daha 6nemli bir yere

sahiptir.
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Son yillarda tanisinda guglik ¢ekilen bircok bakteriyel ve wviral
infeksiyonun tanisinda oldugu gibi H. pylori infeksiyonlarimin tanist ile ayni
zamanda bakteriye ait vacA, cagA ve iceA gibi virulans genleri ve antibiyotik
direncine yol agcan mutasyonlarin tespitinde PCR bazli molekiler yontemler bagar
ile uygulanmaya baglamistir. Gastrik biyopsi materyali ve gastrik sivi gibi klinik
materyalde H. pylori tanisi i¢in bakteriye ait g¢esitli gen bolgelerini hedef alan,
farkli klinik materyali o6rnek olarak kullanabilen oldukga yiiksek sensitivite ve
spesivitede PCR protokolleri gelistirilmig, bu yontemler sadece tan1 amagli degil
epidemiyolojik amagli veya virulans ile direng¢ genlerinin eg zamanli olarak tanisi
amaci ile de kullanilmistir (126 - 128).

Hindistanda bir ¢aligmada tiikiirik ve digki 6rneklerinin analizinde PCR
yontemi kullanilmig (129), ve ¢alisma PCR bazli yorumlamalarin pahali ve DNA
izolasyonlarindan kaynaklanan bazi dezavantajlari oldugu gosterilmigtir (130,
131). Bildirilen prevelanslar Japonya’ da ¢ocuklarda % 4 iken Avustralya’ daki
Afrikalt multecilerde bu oran % 82’ lere ulagmaktadir (132, 133). Avustralya
laboratuar orneklerinde, Malezya kan bagis¢ilarinda, Cin ve Japon okul cagi
cocuklarinda yapilan aragtirmalarda prevelans % 15 veya daha az olarak
bildirilmistir (134, 135 - 137). Israilli gocuk bakim merkezlerinde ise % 24 - 25
oraninda prevelans tespit edilmistir (138). Italya kirsal kesimlerinde (ortalama
yas= 59), prevelans % 58 olarak bulunurken kuzey Isveg’te benzer bir ¢alismada
(ortalama yag= 52) anlamli olarak % 34 gibi olduk¢a dusiik oranlarda tespit
edilmistir (139). Ulkemizin de aralarinda bulundugu Misir, Iran, Arnavutluk ve

Cin gibi ulkelerde ise prevelans % 60 veya daha fazla olarak bildirilmistir (140).
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H. pylori eradikasyonunun % 100 oraninda saglanamamast; H. pylori
enfeksiyonunun tedavisinde ¢oklu ila¢ rejiminin kullanilmasi, hastalarin bu
tedaviye uyum sorunu, H. pylori enfeksiyonunun tedavisinde kullanilan ilaglarin
cesitli hastaliklarda siklikla kullanilmast nedeniyle gelisen antibiyotik direnci ile
iligkili olabilir.

H. pylori enfeksiyonunun tedavisinde Klaritromisin direnci Belgika’ da %
16.6, Fransa’ da % 21, Ispanya’ da % 21.1, Almanya’ da % 22, Polonya’ da %
23.5, Portekiz’ de % 44.8, dogu Avrupa’ da % 9,5, Japonya’ da % 29, Meksika’
da % 21.6 ve Amerika’ da % 41 oraninda saptanmistir (141 - 143, 144).

Megraud ve arkadaglart H. pylori enfeksiyonunun eradikasyon oranini
Klaritromisine duyarli H. pylori suslarinda % 87.8, Klaritromisine direngli H.
pylori suglarinda % 18.3 oraninda saptamiglardir (145).

Branca ve arkadaglar1 H. pylori enfeksiyonunun tedavisinde Klaritromisin
direncini % 91 oraninda tespit etmiglerdir (146).

Shimoyama ve arkadaglart Dogu Japonya’ da H. pylori eradikasyonunda
basarisizligin major nedenin % 83.9 oranindaki Klaritromisin direnci oldugunu
bildirmislerdir (147).

Bizim ¢alismamizda Klaritromisin direnci % 83,3 olarak tespit edilmig ve
bulgularimiz literattrle uyumlu bulunmustur.

H. pylori’ de makrolid direng gelismesi antibiyotik eradikasyon tedavisinin
basarisizliginin en 6nemli nedenidir. Makrolidlere direncin mekanizmast 6zellikle
Klaritromisin direnci 23S rRNA’ da ¢ belirgin mutasyona dayanir ve

antibiyotigin bakteriyal ribozoma baglanmasindaki azalmayla sonuglanir (148).
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Ribozoma baglanan makrolid aminoasitler arasinda peptit bagt olusumunu
engeller ve bu sayede protein sentezini durdurur. Direng gelisiminde antibiyotigin
azalan baglanmasi s6z konusu oldugundan azda olsa bir protein sentezi
gergeklesebildigi bildirilmektedir. Buda sonuglardaki duyarli ve direngli suslarin
varligini agiklayabilecegi kanisina varilmigtir.

Biyopsiye dayali yontemlerden olan hizli treaz testi, histopatolojik
inceleme ve kultir H. pylori’ nin mide mukozasinda yama tarzinda dagilimi
nedeniyle digik saptama oranmina sahip yontemlerdir (149). Calismamizda
hastalardan hem antrum hem de korpus orneklerinin alinmasi H. pylori’ nin
saptanma oranini arttirmak i¢in onerilmektedir (150).

H. pylori tanisinda ¢esitli  yontemler kullanilmaktadir. Bunlardan
noninvaziv ve giivenilir bir test olarak kullanilan tire nefes testi altin standart bir
testtir. Ure nefes testinin duyarliligt % 90 - 100 ve ozgilligi % 89 - 100
arasindadir (151 - 153). Bu nedenle ¢alismamizda UNT referans yontem olarak
kullanilmis ve UNT pozitif hastalar H. pylori pozitif olarak kabul edilmistir.

Noninvaziv testler H. pylori varligt veya yoklugu konusunda bilgi
vermesine ragmen, genotipik ¢zellikler ve bakterinin antimikrobiyal direng profili
gibi bilgilert 6grenmeye olanak vermez. Gerek kiltir sonucu Tretilen
mikroorganizmaya uygulanacak duyarlilik testleri, gerekse molekiiler yontemlerle
diren¢ genlerinin saptanmasi (154) eradikasyonda uygun protokoliin seg¢iminde
klinisyene yol gosterecektir.

Testin dogrulugunu etkileyen faktorler arasinda bakteri yogunlugu,

ornegin hazirlanmasi, primer ve hedef DNA sec¢imi, PCR uygulamas: ile ilgili
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teknik konular yer almaktadir (155). Degisik protokollerin uygulandig farkli
hedef bolge ve primerlerin tercih edildigt PCR yontemlerinde duyarlilik ve
ozgilluk degigsmektedir (154).

H. pylori negatif duodenal tlserlerin olgularin ancak % 5'ini olusturdugu
ve duodenal ulser patogenezinde en onemli faktorin H. pylori oldugu kabul
edilmigtir. Literatiir gozden gecirildiginde, 6zellikle bakteri tanimlandiktan hemen
sonraki yillarda yapilan ¢aligmalarin biiytk bir ¢ogunlugunda duodenum tlserinde
H. pylori pozitifligi ¢ok yiiksek oranlarda bildirilirken, sadece Ingiltere' den 1986'
da serolojik degerlendirilmis bir ¢aligmada % 59 oraninin verildigi gorilmektedir
(156).

Kombine antibiyotik kullamimi1 ile H. pylori enfeksiyonu tedavi
edilebilmektedir. Enfeksiyonun tedavisinde sec¢ilen antimikrobiyal ajanlar:
Klaritromisin, Amoksisilin, Metronidazol, Tetrasiklin ve siprofloksasindir. H.
pylori’ de antibiyotiklere karsi gelisen yiksek direng oranlar eradikasyon
tedavisinde basarisizliga neden olmaktadir (157, 158, 159).

106 hasta tzerinde Kolombiya’ da yapilan bir ¢aligmada, PCR-RFLP ile
aragtirilan direng oranlart sirasiyla; % 1.9, % 82 ve % 3.8 olarak belirlenmis;
Klaritromisin direnci olan A2143G dort susun iiglinde, A2142G nokta mutasyonu
ise birinde saptanmustir (160).

Sezgin ve arkadaglarinin tlkemizde 2008 yilinda yaptiklart ¢aligmada,
Klaritromisin direnci H. pylori suslarinda % 40.5 (15/37) oranminda tespit edilmis
ve izolatlarin % 73.3 (11/15)inde A2144G, % 26.7 (4/15)’sinde ise A2143G

mutasyonlart belirlenmistir (161).
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Bizim ¢aligmamizda Klaritromisin direng oranlart 2146 — 2147 (WT) %
16,7, 2146 — 2147 + A2147G (WT + MUT3) % 62,5, 2146 -2147 + A2146G +
A2147G (WT + MUT1 + MUT3) % 2,1, 2146 — 2147 + A2146G + A2146C +
A2147G (WT + MUT1 + MUT2 + MUT3) % 104, A2147G (MUT3) % 8,3
olarak belirlenmigtir.

Daha az siklikla kullanilan antibiyotikler i¢in de direng oranlan
belirlenmigtir, ancak bu ¢aligmalar az sayidadir ve az sayida 6rnekle galigilmigtir.
Bu caligmalarda Florokinolonlar i¢in % 3 - 20 arasinda degisen oranlarda direng
bildirilmektedir (162, 163).

Calismamizda Florokinolon direng orani % 68,8 olarak bulundu. Gen
bolgelerinde ise gyrA87 kodonunda WT1 % 2,1, WT2 % 6,3, WT1 + WT2 % 50,
MUT % 4,2, WT1 + MUT % 2,1, WT1 + WT2 + MUT % 22,9, WT1 + WT2 +
WT3 + MUT % 10,4, WT2 + MUT % 2,1, gyrA91 kodonunda MUT1 % 8,3,
MUT2 % 4,2, WT % 47,9, WT + MUT1 % 2,1, WT + MUT1 + MUT2 % 6,3,
WT + MUT1 + MUT2 + MUT3 % 8,3, WT + MUTI + MUT3 % 2,1, WT +
MUT2 % 8,3, WT + MUT2 + MUT3 % 2,1, WT + MUT3 % 10,4 oranlar
belirlenmigtir.

Bu wveriler literatiir ile karsilastirildiginda performans ve kullanislilik
acisindan degerlendirildigi zaman GenoType HelicoDR testi diger yontemlere
gore oldukga ustiin bir yontemdir. Bu yontemle Klaritromisin ve Florokinolon
antibiyotiklerine karsi geligsen direng mekanizmasinin karakterizasyonu yaklagik 3
saat ig¢inde belirlenebilmektedir. Bu molekiler testte PCR ve hibridizasyon

uygulamalari kombine olarak kullamlmaktadir. Ilag direncinin tespiti igin
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Helicobacter pylori' nin 23S - rRNA geninin spesifik bolgesi hedef alinir.
Klaritromisin direnci i¢in 23S - rRNA bolgesinin 2146 ve 2147 pozisyonundaki
mutasyonlara bakilmistir. Florokinolon direnci i¢in en énemli mutasyon bolgeleri
ise gyrA geninin 87 ve 91. kodonlarindaki mutasyonlardir (164, 165).

Sonug¢ olarak hasta bu yontem ile kultire gerek kalmadan endoskopiye
girdigi gin i¢inde H. pylori’nin bulunup bulunmadigl, Klaritromisine ve
Florokinolona direngli olup olmadig1 ve hastaligin patojenitesi ile ilgili bilgiyi bir
tek PCR sonucu ile goriilebilecek ve hasta, biyopsi 6rnegi laboratuvara ulagtiktan
3 saat sonra bu sonuglart Ogrenebilecektir. Hizli sonug¢ alabilmek Rutin
laboratuvarlar i¢in 6nem tagimakta olup klinisyen, bu sonuglart degerlendirerek,
ayni gin i¢inde ilag recete edebilecek ve gastrik kansere kadar ilerleme olasilig
olan dispeptik yakinmalarin, gelecekteki patojenitesi ile ilgili bilgi sahibi

olacaktir.
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