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ÖZET

HELİCOBACTER PYLORİ’DE FENOTİPİK VE GENOTİPİK

YÖNTEMLERLE ANTİBİYOTİK DİRENCİNİN BELİRLENMESİ VE

GENOTİPLERLE İLİŞKİSİ

H.pylori Gram negatif, spiral şeklinde, mikroaerofil bir bakteri olup dünya

nüfusunun yarısından fazlasının midesinde kolonize olan bir patojendir. Gastrit,

gastrik ülser, duodenal ülser, midede adenokarsinoma, mukoza ile ilişkili lenfoid doku

lenfoması (MALT lenfoma) gibi gastritle ilişkili hastalıkların en önemli nedenidir.

H.pylori ile ilişkili dispeptik yakınması olan hastaların tedavisinde etkili

antibiyotik kombinasyonları ve asit sekresyonunun kontrolü ile yüksek oranlarda

klinik ve bakteriyolojik başarı elde edilmiştir. Ancak, son yıllarda özellikle ilk seçenek

antibiyotiklere karşı primer ve sekonder direnç oluşması nedeniyle tedavide başarının

düştüğü görülmüştür. Bu nedenle tedavi protokollerinin oluşturulmasında direnç tayini

önem kazanmıştır.

Gastrointestinal şikayetlerle KSÜ Tıp Fakültesi Hastanesi Gastroenteroloji

kliniğine başvuran ve endoskopi endikasyonu alan 103 hastanın biyopsi örneklerinden

izole edilen 58 suşta antibiyotik duyarlılık testi yapıldı. Amoksisilin ve tetrasiklin

dirençleri e-test, klaritromisin ve levofloksasin direnci ise e-test ve moleküler

yöntemlerle araştırıldı.

Hastalarının 64’ü (% 62.1) kadın, 39’u (% 37.9) erkek cinsiyette olup

hastalarımızın % 73.8’inde (76 hasta) H.pylori pozitifliği saptanırken % 26.2’inde (27

hasta) H.pylori negatif idi.

103 hasta içinde 58 hastada kültür üremesi gerçekleşti. Bu 58 hastanın

amoksisilin, klaritromisin, tetrasiklin ve levofloksasin için e-test ile saptanmış olan

direnç oranları sırasıyla % 1.7, %10.3, %0 ve %6.9 olarak saptandı.

Amoksisilin, klaritromisin, tetrasiklin ve levofloksasin dirençleri ile hastaların

cinsiyet ve endoskopik bulguları arasında istatistiksel olarak anlamlı bir ilişki

saptanmadı.
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ABSTRACT

DETECTİON OF ANTİBİOTİC RESİSTANCE WİTH PHENOTYPİC AND

GENOTYPİC METHODS İN HELİCOBACTER PYLORİ AND ITS

ASSOCİATİON WİTH  GENOTYPES

H.pylori is a Gram-negative, spiral shaped microaerophile pathogen which is

colonized in more than half of the world population’s stomach. It is a major cause of

gastritis associated disease like gastritis, gastric ulcer, duodenal ulcer, gastric

adenocarcinoma, mucosa associated lymphoid tissue lymphoma (MALT lymphoma).

Using combination of effective antibiotics and controlling acid secretion in the

treatment of patients with H. pylori-related dyspepsia were highly successful clinically

and bacteriologically. However in recent years, especially due to the primary and

secondary resistance against first choice antibiotics successful treatment rates were

fallen. Therfore, the determination of tratment protocols has become important in the

development of resistance.

Antibiotic susceptibility testing was performed for 58 strains which were

isolated from 103 biopsy samples with gastrointestinal complaints and endoscopy

indication referred to KSU Faculty of Medicine Hospital, gastroenterology clinic.

Amoxicillin and tetracycline resistance were determined by e-test,

clarithromycin and levofloxacin resistance was determined by the E-test and molecular

methods.

64 (62.1%) of patients were female, 39 (37.9%) were male and 73.8% of

patients (76 patients) were found H.pylori positive, 26.2% (27 patients) were found

H.pylori negative.

Cultures were grown from biopsy samples taken from 58 (out of 103) patients.

Amoxicillin, clarithromycin, tetracycline and levofloxacin resistances, determined

with the e-test method, were found to be 1.7%, 10.3% , 0% and 6.9% respectively.

There were no statistically significant relationships between patient gender,

age, endoscopic findings and Amoxicillin, clarithromycin, tetracycline and

levofloxacin resistance.
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1. GİRİŞ VE AMAÇ

Helicobacter pylori (H.pylori) konak ve doku tropizmi gösteren, insanlarda gastrik

mukozada antrum ve korpusta kolonize olan, asemptomatik taşıyıcılıktan nonülser

dispepsiye, kronik gastritten gastrik MALT (mucosa-associated lymphoid tissue)

lenfoma ve gastrik kanserlere kadar değişen spektrumda hastalık oluşturan önemli bir

infeksiyon ajanıdır. Bütün dünyada insanların en az % 50’sinin midesinde kolonize olan

H.pylori’nin prevalansı az gelişmiş ve gelişmekte olan ülkelerde % 60-85 arasında

değişmektedir. Ancak gelişmiş ülkelerde kişisel hijyene verilen önem ve yapılan başarılı

eradikasyon çalışmaları ile prevalans % 10-30’lara kadar geriletilmiştir. Benzer şekilde

insidans oranı da gelişmekte olan ülkelerde yılda % 3-10 gibi yüksek oranlarda iken,

gelişmiş ülkelerde bu oran % 0.5’lere kadar düşmüştür (1-3). Epidemiyolojik çalışmalar

asemptomatik kolonize kişilerin en az % 20’sinde, kolonizasyonu takip eden 10 yıl

içerisinde tedaviyi gerektirecek klinik bulguların ortaya çıkabileceğini, bunların da % 2-

8’inde gastrik kanserin gelişebileceğini göstermektedir (4-5). Bu oranlar, H.pylori

infeksiyonları ve komplikasyonlarının öncelikli olarak gelişmekte olan ülkelerin sorunu

olduğu gerçeğini ortaya koymaktadır.

H.pylori enfeksiyonunun eradikasyon endikasyonları ve bunun nasıl yapılacağı ilk

kez 1997 yılında Avrupa H.pylori Çalışma Grubu (EHPSG) tarafından, sonuncusu

2005’te yapılan uzlaşı toplantıları ile Maastricht III - 2005 Konsensus Raporu adıyla

yayınlanmıştır (6).

H.pylori enfeksiyonunun tedavisindeki amaç, mikroorganizmayı tamamen elimine

etmektir. Tedavide antibiyotikler ile proton pompa inhibitörü (PPI) kombinasyonu

önerilmekte ve genellikle herhangi bir duyarlılık testi yapılmaksızın ampirik olarak

başlamaktadır. H.pylori in-vitro olarak birçok antibiyotiğe duyarlı olmasına rağmen

aslında bunların bir kaçı in-vivo olarak H.pylori tedavisinde kullanılabilmektedir.

H.pylori eradikasyonu için farklı tedavi rejimleri incelenmiştir. Konsensus grubu 3’lü

tedavinin en uygun seçim olabileceğini düşünmektedir. Üçlü tedavi ilk basamak

antibiyotik olarak amoksisilin ve klaritromisin ile kombine PPI’ından oluşmaktadır.

Ancak bu rejim kullanıldığında olguların % 15-40’ında tedavi başarısızlığı rapor

edilmiştir (7-8). Persistan enfeksiyonlu hastalarda amoksisilin ya da klaritromisin yerine
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metronidazol, tetrasiklin veya levofloksasin kulanılması ve bu tedaviye bizmut kaynaklı

bir ürün eklenmesi tercih edilmektedir (9).

Son yıllarda primer ve/veya sekonder direnç gelişimi karşısında 4’lü kısa süreli

tedavi rejimleri önerilmeye başlanmıştır (PPI + bizmut + iki antibiyotik) (10).

Antibiyotik duyarlılık testlerinin pahalı olması, her hastanede bulunmaması ve

en önemlisi de sadece endoskopi sırasında alınan biyopsilerde uygulanabilmesi nedeni

ile duyarlılık testlerinin kullanımı çok kısıtlıdır (11). H.pylori izolatlarında antibiyotik

dirençlerinin belirlenmesi için Agar Dilüsyon (AD), Disk Difüzyon (DD), psilometrik

test (E-testi), Polymerase Chain Reaction (PCR), PCR-Restriction Fragment Length

Polymorphism (PCR-RFLP) yöntemleri kullanılmaktadır (12-13).

Pek çok Avrupa ülkesinde klaritromisin direnci % 2–15 oranınında bulunmuştur

(14). Türkiye’de ise klaritromisin direnci % 27’nin üzerindedir (15). Dünya çapında

amoksisilin (<%1) ve tetrasikline (<%0,5-9) dirençli H.pylori suşları ile pek

karşılaşılmamaktadır (14).

H.pylori’nin eradike edilmesi ile peptik ülserli ve gastritli hastalarda tedavi

başarısının artması ve mide kanserinin risk faktörünün ortadan kaldırılması nedeni ile

H. pylori eradikasyonun önemi gün geçtikçe artmaktadır.

H.pylori infeksiyonlarının prognozunu konak ve çevreye ait faktörlerin yanı sıra,

bakteriye ait virulans faktörleri de etkilemektedir (16-20). Bu virulans faktörleri

arasında yer alan CagA (cytotoxin associated gene), VacA (vacuolating cytotoxin), IceA

(inducible by contact with epithelium), BabA ve BabB (blood group antigen binding

adhesin) gibi toksik ve adezif proteinleri kodlayan genlerle ilgili yoğun çalışmalar

yapılmıştır. Bu çalışmalar sonucunda, duodenal ülser, gastrik atrofi ve mide kanseri gibi

ciddi patolojilerle ilişkilendirilen H.pylori izolatlarının Doğu Asya ve Batı kökenli

suşlarda genotiplerinin farklı olduğu gösterilmiştir (21-26).

Bu çalışmanın amacı dispeptik hastalardan aldığımız mide biyopsi örneklerinde

H.pylori prevalansını belirleyip, vacA ve cagA gibi allellerinin sıklığını ve bunların

antibiyotik direnci ile olan ilişkisini ortaya koyup klinik pratiğe ve literature katkı

sağlamaktır.
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2. GENEL BİLGİLER

2.1. Tarihçe

H.pylori’nin sebep olduğu gastrointestinal hastalıklara tıbbın ilgisi yazılı tıbbın

ilk günlerine kadar uzanmaktadır. Hipokrat’ın “epigastrik yanma ve şişlik” olarak

tanımladığı gastrointestinal hastalıkların etyolojisini, İbn-i Sina (980-1037) “yemek ile

gastrik ağrı” arasındaki ilişkide aramıştır. M. Donati (1586) ülserli hastalarda mide

asidine dikkat çekmiş, 1688 yılında İsveçli M. Johannes otopsiyle ilk duedonal ülseri

rapor etmiştir. Alman bakteriyolog G. Bottcher ve arkadaşı Fransız M. Letulla gastrik

ülserli alanlarda bakteriyi keşfetmiş, kültür ortamında üretemedikleri bu bakterilerin

ülsere neden olduğunu ileri sürmüşlerdir (1875) (27). Dr Jarowski W. (1889) insandan

aldığı mide yıkama suyu sedimentlerini incelemiş, sıvı içerisinde çomak şeklindeki

bakterilerin yanı sıra, spiral şekilli basillerin varlığını göstererek, bunlara “Vibrio

regula” adını vermiştir. Bu araştırıcı tarihe “spiral bakteriler gastrit etkenidir” iddiasını

ilk ileri süren araştırmacı olarak  geçmiştir (13). İtalyan araştırmacı G. Bizzozero

1892’de köpek midesinde spiral şeklindeki bakterileri ve artmış üreaz aktivitesini

göstererek, gastrit ve ülserin hem etyoloji hem de patofizyolojisi hakkında oldukça

faydalı bilgiler sunmuştur. Benzer mikroorganizmalar 1906’da insanların mide kanseri

biyopsi örneklerinde gösterilmiştir. 1938’de 242 otopsi vakasının %43’ünün midesinde

hematoksilen-eozin boyasıyla spiral şeklinde bakterilerin varlığını gösterilmiştir (2-3).

1940’da A.S. Freedberg ve L. Baron tarafından ülser ya da karsinomalı

hastaların gastrik rezeksiyon örneklerinin % 37’sinde spiroketler tespit edilmiştir (28).

H.W. Steer ve J. Colin (1975) midedeki ülseratif lezyonların % 80’inde spiral şeklindeki

bakterileri göstermişler, fakat midenin yüksek asiditesi nedeni ile bakteriyi izole edip

tanımlayamamışlardır. Sonunda R. Warren 1979’da H.pylori ile gastroduodenal

hastalıklar arasındaki ilişkiyi keşfetmiş, spiral bakterileri mide mukus tabakası altında

saptamıştır.

Mikroorganizma in-vitro şartlarda ilk defa B.J. Marshall tarafından 1982 yılında

üretilmiştir (2). B. Marshall ve R. Warren yaklaşık dört yıl süren çalışmalarını Lancet

dergisinde yayınlanan makaleleri ile Tıp Dünyasına duyurmuşlardır (28). Morfolojik

özellikleri ile kampilobakterlere benzettikleri için Campylobacter- like microorganism
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(CLO) olarak adlandırılmış, daha sonra S.C. Goodwin tarafından 1989’da yapılan

çalışmada 16S rRNA yapısı, yağ asitleri kompozisyonu, DNA zincir yapısı ve

enzimlerindeki farklılıklardan dolayı Campylobacter genusuna ait olmadığı gösterilerek

yeni bir genus ismi önerilmiştir. İn-vivo şartlardaki helikal görüntüsü ve sıklıkla

midenin pilor bölgesinden izole edilmelerinden dolayı bu bakteriye H.pylori adını

vermişlerdir (28).

H.pylori infeksiyonlarının öneminin anlaşılması üzerine, ilk olarak “Avrupa

Helicobacter pylori Çalışma Grubu” oluşturulmuştur (1987). Bakterinin gastrik kanser

ile ilişkisinin dört çalışma ile ispatlanmasından (1991) sonra da, Dünya Sağlık

Örgütü’nün (WHO - World Health Organisation) bir kolu olan Uluslararası Kanser

Araştırma Ajansı (IARC - International Agency for Research on Cancer Working

Group) mevcut verileri yeniden gözden geçirerek H.pylori’yi insanlarda birinci sınıf

karsinojen olarak ilan etmiştir (1994). Yine aynı yılda NIH (National Institute of Health)

onsensusunda H.pylori’nin peptik ülser hastalığının en önemli nedeni olduğu ve ülserli

hastaların bu mikroorganizmanın eradikasyonu için tedavi olmaları gerektiği kabul

edilmiştir. H.pylori infeksiyonunun gastrik Non-Hodgkin Lenfoma (NHL), diğer

lenfoproliferatif hastalıklar ve MALT lenfoma gelişmesiyle de ilişkisi bulunmuştur (1,

29-33).

Virulansın tespitine yönelik çalışmalarla vacA ve cagA toksinlerinin

keşfedilmesi, türler arasında virulans farklılıklarının anlaşılmasını sağlamıştır (16,34).

Marshall B.J. ve Warren R.’ye H.pylori ile ilgili çalışmaları sebebi ile 2005

yılında “Fizyoloji ve Tıp bilimleri” alanında Nobel ödülü verilmiştir (35,36).

2.2. Epidemiyoloji

H.pylori ve diğer gastrointestinal ve enterohepatik helikobakterlerin ilk

mikroorganizmalar kadar eski ve insanoğlunun evrimsel olarak ayrıma uğradığı

yıllardan çok daha önce (yaklaşık 100 Milyon yıl) ilk primatlarda ve büyük memelilerde

mide mukozasında yerleşen ve florayı oluşturan temel bakterilerden olduğu tahmin

edilmektedir. Modern dünya ile temasları olmayan Güney Amerika yerlilerinde yapılan
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mide biyopsi çalışmalarında, Asya kökenli genotipe uygun H.pylori suşlarının

gösterilmesi, bu bakterinin mide mukozasındaki kolonizasyonunun, Bering boğazından

ilk göçlerin tahmini geçmişi ile ilişkili olmak üzere, bilimsel anlamda, en azından 11–

13.000 yıllık bir geçmişe dayandığını göstermiştir. H.pylori, muhtemelen insanların

Afrika boynuzundan Asya’ya oradan da dünyaya dağıldığı ilk göçten beri, mide

mukozasında yerleşik olarak bulunduğu düşünülmektedir (37).

2.2.1. Prevalans

H.pylori halen tüm dünyada, insanların ortalama %50’sinin midesinde

kolonizasyon göstermektedir. H.pylori’nin mide mukozasındaki prevalansı ve insidansı

gelişmişlik oranlarına ve yaşa göre ülkeler arasında farklılıklar göstermektedir.

Gelişmekte olan ve az gelişmiş ülkelerde % 60–85 arasında değişen prevalans, gelişmiş

ülkelerde kişisel hijyene verilen önem ve yapılan başarılı eradikasyon çalışmaları ile %

10-30’lara kadar geriletilmiştir. Bu oran; Asya’da % 70-80, Afrika’da % 70-90, Kuzey

Amerika’da % 30-40, Güney Amerika’da % 80-90, Batı Avrupa’da % 30-50 ve Doğu

Avrupa’da % 70 olarak bildirilmiştir (11,38-39).

Ülkemizde asemptomatik ve semptomatik gruplardaki H.pylori prevalansının %

45 ile % 100 arasında değiştiği, ortalama olarak da yaklaşık % 85 olduğu bilinmektedir

(19,40-44).

H.pylori’nin yaş gruplarına göre dağılımı gelişmekte olan ülkeler ile gelişmiş

batı ülkeleri arasında farklılıklar göstermektedir. Gelişmekte olan ülkelerde infeksiyon

çocukluk çağında hızla kazanılmakta ve adölesan çağa gelmeden toplumun büyük bir

kısmı infekte olmaktadır (45-46). Batı ülkelerinde ise erişkinlerin %30-50‟si infekte

durumdayken, çocuklarda bu oran %0-5 civarındadır (47). Ülkemiz gibi gelişmekte olan

ülkelerde sosyoekonomik koşulların yetersizliği nedeniyle 5-10 yaş arasında prevalans

%60-70, yetişkinlerde ise %85-90’dır (48).

H.pylori prevalansını etkileyen başlıca nedenleri belirlemek amaçlı yapılmış

birçok çalışma mevcuttur. Bu çalışmaların sonuçlarına göre; yaş, cinsiyet, sigara

kullanımı, alkol alışkanlığı, eğitim durumu, düşük sosyoekonomik şartlar, göç hikayesi

olması, ailedeki birey sayısı, aile üyelerinin infekte olması, kişinin yatağını aile
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üyelerinden biri/birileri ile paylaşıyor olması, kirli su tüketimi, ortak bardak-kaşık-çatal

ve benzeri aletlerin kullanıyor olması gibi nedenler hastalığın yaygınlığını, reinfeksiyon

sıklığını arttırmaktadır (49-52).

Ülkemizde H.pylori prevalansı ile ilgili yapılmış birçok çalışma mevcuttur. 1992

yılında yapılmış bir çalışmada 18-24 yaş arası asemptomatik bireylerde H.pylori sıklığı

%76.8 bulunurken (53), 2003 yılında yapılan başka bir çalışmada 20-29 yaş grubunda

H.pylori sıklığı %85.9 ve 60-69 yaş grubunda ise %88.6 bulunmuştur (54).

2.2.2. İnfeksiyonun bulaşması

H.pylori infeksiyonlarında düşük sosyoekonomik şartlar, kalabalık aile ortamı,

sanitasyon yetersizliği, anne-babanın bu bakteri ile infekte olması gibi ailesel faktörlerin

etkili olduğu gösterilmiştir (46,55). H.pylori‟nin insan ve yüksek primatlar dışında

doğal kaynağı veya taşıyıcısı bulunmamaktadır, fakat Ouaglia ve ark. (arkadaşları) çiğ

sütte %34.7 oranında H.pylori phosphoglucosamine mutase (glmM) geni bulmuşlar ve

Ghil ve ark. kedilerin dışkı ve salyalarında Helicobacter spp. izole etmişlerdir (51).

H.pylori infeksiyonu sıklıkla çocukluk döneminde kazanılır. Çocuklar,

yetişkinler arasında infeksiyon için bir vektör olarak da rol oynamaktadır. Çocuklar

arasındaki infeksiyon sıklığı, özellikle diğer aile bireyleri infekteyse daha yüksektir.

İnfekte annelerin çocuklarında, infekte olmayanlara göre daha sık H.pylori infeksiyonu

görülmüştür (50,56-58). Abasıyanık ve ark. yapmış olduğu bir çalışmada düşük

sosyoekonomik koşullarda yaşayanlarda ve evli çiftlerde infeksiyon prevalansı daha

yüksek oranda izlenmişken, cinsiyet, eğitim seviyesi, sigara, NSAID (nonsteroidal anti-

inflammatory drug) kullanımı ile hastalık prevalansında anlamlı farklılık izlenmemiştir

(59).

İnsanlar arası bulaşımda fekal-oral ve oral-oral yollar önemlidir. Hijyenik

koşulların kötü olduğu ortamlarda, bakım evlerinde, kalabalık yaşam koşullarında

prevalansın yüksek olması fekal-oral yolla bulaştığını düşündürmektedir. Fekal-oral

geçişte gaita ile kontamine suların ve sebze, meyvelerin rol oynayabileceği

düşünülmektedir. Dental plaklardan, tükrükten PCR (Polymerase Chain Reaction) ile

H.pylori‟nin izole edilmesi oral-oral bulaşı desteklemektedir. H.pylori’nin cinsel yol ile

geçtiğini gösteren hiçbir epidemiyolojik veri yoktur (39,48,50,55).
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2.3 Morfolojik ve Fizyolojik Özellikleri

H.pylori; virgül, “S” veya spiral şeklinde görülebilen, 2.5-5.0 μm uzunluğunda,

0.5x1.0 μm genişliğinde, bir uçta sayıları 1-6 arasında değişen kılıflı 8 flagellaları ile

son derece hareketli, sporsuz, kapsülsüz, mikroaerofilik ve 37°C‟de üreyen gram

negatif çomaktır. H.pylori genomu, 1.67 Mb uzunluğunda ve sirküler yapıdadır (1,60).

2.3.1. Görünüm ve boyanma

H.pylori, dokuda oksintik kanalların içerisinde, epitel hücre yüzeyinde ve

lümende görülmektedir. Dokudan hazırlanan yaymalar ve besiyerindeki kolonilerden

hazırlanan preparatlar gram boyası, Hematoksilen&Eozin, Giemza veya sulu fuksin ile

boyanabilir. Ayrıca, mikroorganizmanın antibiyotikler, dezenfektanlar gibi kimyasal

olumsuzluklar ve oksijen, ısı farkı gibi fiziksel olumsuzluklarla karşılaşması halinde

tedavi başarısızlıklarından sonraki reaktivasyonlardan sorumlu olan, canlı ve metabolik

yönden aktif oldukları halde kültür ortamlarında üretilemeyen, hücre duvarları defektli

“dormant form” olarak adlandırılan kokoid formları da görülebilmektedir (61).

2.3.2. Hücre duvarı yapısı ve antijenik özellikleri

H.pylori hücre duvarı, gram negatif bakteri hücre duvarı özelliklerine sahiptir.

Yapı en dışta lipopolisakkaridden (LPS) zengin, büyüklüğü 31–80 kDa arasında değişen

dış membran, periplazmik alan ve 3 katmanlı iç membrandan oluşmaktadır.

Yüzey glikolipidlerinin çoğu kısmen fukozillenmiş, glikozillenmiş veya

galaktozillenmiş N-acetyl lactosamine (LacNAc) O-polisakkarid yan zincirler

halindedir ve insanlardaki normal hücre yüzey glikolipidler/konjugatları olan kan grubu

antijenleri ABO ile homoloji gösteren Lewis ve Bab (Blood group antigen binding)

antijenlerini oluşturmaktadırlar. Lewis antijenleri iki tiptir, Tip I’de Lewis-a (Lea),

Lewis-b (Leb) ve Tip II’de Lewis-x (Lex), Lewis-y (Ley) yer alır. Tip I gastrik epitel
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yüzeyinde yer alırken, Tip II daha derindeki hücrelerde yer almaktadır. H.pylori ile

infekte kişilerde %34 Lea, %73 Leb, %86 Lex ve %97 Ley antijenleri bulunmaktadır.

Bab-A, Bab-B ve Bab-C olmak üzere üç tip olan Bab ailesinden sadece Bab-A2

proteini, epiteldeki Lewis B kan grubu antijenlerine bağlanır. Bu antijenik benzerlik,

bakteriyi konağın immun cevabına karşı korumakta veya otoimmun cevaba yol açarak

patolojik olayları başlatmaktadır (62-64).

2.3.3. Genomik özellikler

H.pylori 26695 ve J99 suşlarının tam genom dizi analizi yapılmıştır. 26695

genomunda genomun % 91’ini oluşturan 1590 açık okuma bölgesi, J99 genomunda ise

genomun % 90.8’ini oluşturan 1495 açık okuma bölgesi bulunmaktadır.

Genomda ortalama % 39 olan G+C oranı, bakterideki genetik esnekliği, yani

çevre şartlarına uyum için gerekli mutasyon ve rekombinasyon yapabilme yeteneğini

artırmaktadır. 26695 suşunda 5 bölgede, J99 suşunda ise 9 bölgede “Patojenite adaları”

(PAI – Pathogenicity Islands) olarak adlandırılan, düşük G+C oranına (% 33-35) sahip

yabancı gen dizileri gösterilmiştir. 26695 suşundaki 40 kb uzunluğundaki R2 bölgesi

cagPAI (cag Patojenite Adası) bölgesi olup, virulans ile direkt ilişkili Tip-IV sekresyon

sistemi ve effektör protein CagA (Cytotoxin associated gene A) dahil 27 proteini

kodlamaktadır (65).

2.4. Üreme ve Kültür Özellikleri

Helicobacterler mikroaerofilik mikroorganizmalar olup, metabolizmaları için

oksijene ihtiyaç duyarlar. Süperoksit dismutaz (SOD), peroksidaz, sitokrom oksidaz ve

güçlü katalaz aktivitesine sahiplerdir. Bu sayede %5-10 CO2 (karbondioksit) varlığında

%5-20 O2 (oksijen) içeren atmosferde üreyebilirler.

H.pylori midenin asidik ortamında üreyebilmesine rağmen asidofilik bir bakteri

değildir ve invivo, invitro şartlarda üremesinde pH’ın etkisi büyüktür. Optimal üreme
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için pH 6.8-7.6 arasında olmasına karşın, pH 5-8 aralığında üremeye devam ederler

(3,61).

Mezofilik bir bakteri olan H.pylori 30°C ve 37°C ısıda ve 3-7 günlük

inkübasyon süresinde üremektedir. H.pylori küçük olan genomu ve regülatör genlerin

azlığı nedeniyle optimize edilmiş besiyerlerinde son derece yavaş ve zor üreyen bir

bakteridir.

H.pylori, % 7-10 oranında eskitilmiş at kanı, % 1 izovitaleks, % 0.25 maya

ekstraktı içeren Brusella agar, Beyin Kalp İnfüzyon agar ve Kolombiya agar, Skirrow

agar gibi zenginleştirilmiş katı besiyerlerine % 5 O2, % 75 N2 (nitrojen), % 10 H2

(hidrojen) ve % 5-10 CO2 içeren nemli atmosferde üretilebilmektedir. Besiyerlerine

vankomisin, anfoterisin-B, trimetoprim, polimiksin-B, kanamisin, sefaperazon ve

kolistin gibi antibiyotikler eklenerek izolasyon şansı arttırılmaktadır. H.pylori suşları

inkübasyon süresi sonunda besiyerinin yüzeyinde 0.3-1mm çaplı gri, non-hemolitik

koloniler şeklinde üremektedir (1,61).

2.5. Biyokimyasal Özellikleri

H.pylori laboratuvarda; oksidaz, katalaz ve güçlü üreaz aktivitesi, nitratı redükte

edememesi, sülfürlü bileşikleri kullanarak H2S oluşturabilmesi, hippuratı hidrolize

edememesi, nalidiksik aside dirençli, sefalotine duyarlı olması ile ayırt edilebilir. Bazı

H.pylori suşlarının üreaz ve katalaz bakımından negatif olduğu bildirilmişse de, bu

suşların klinik izolat olmadığı bildirilmektedir (1,16,61).

2.6. Patogenez

H.pylori‘nin neden olduğu gastroduedenal patolojide mikroorganizmaya ait çok

sayıdaki virulans faktörünün yanı sıra, konak ve çevreye ait faktörlerin de birlikte etkili

olduğu bilinmektedir. Bugüne kadar hiçbir virülans faktörü veya predispozan faktörün

tek başına spesifik bir patoloji ile ilişkisi fizyopatolojik olarak açıklanamamıştır (17,18).

Ancak mikroorganizmanın konağın immün cevabından kaçışı ve kaçışta etkili olan
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faktörlerle konak mukozası arasındaki ilişki virulansa yönelik çalışmaların temelini

oluşturmaktadır. Muhtemelen, konakta oluşan cevap, çoğu kez konağa minimal zarar

verirken, bazı olgularda uzun süreçte denge, iyice konak aleyhine bozularak, çeşitlİ

mide hastalıklarına neden olmaktadır (17-19,66,67).

2.6.1. Bakteriye ait virulans faktörleri

H.pylori’nin neden olduğu gastroduodenal patolojide mikroorganizmaya ait çok

sayıdaki virulans faktörünün yanısıra konak ve çevreye ait faktörlerin de etkili olduğu

bilinmektedir (66).

İnfeksiyonların patogenezinde; mide asit ortamına uyum sağlamasında rol alan

üreaz aktivitesi, mukus tabakasını incelten musinaz, fosfolipaz A2, fosfolipaz C gibi

proteazlar ve mukus içerisinde hareketi sağlayan flagellar yapı gibi kolonizasyon

faktörleri, gastrik hücrelere bağlanmayı kolaylaştıran hücre duvarı protein yapıları ve

LPS gibi adezyon faktörleri, sitokrom oksidaz sistemi enzimleri, demir bağlayan

proteinler, konak hücre elemanları ile antijenik homoloji gösteren Hsp (Heat shock

protein) ve Lewis antijenleri gibi konak savunmasından kaçış faktörleri ile gastrik

mukozada hasara neden olan cagA ve vacA (Vacuolating toxin A) gibi effektör

proteinleri içeren virülans faktörleri rol oynamaktadır (3,18,48,63,67).

2.6.1.1. Kolonizasyon faktörleri

Asidofilik bir bakteri olmamasına rağmen H.pylori midedeki asit sekresyonu,

hareketlilik ve kalın musin tabakasının yarattığı olumsuz şartlara rağmen mukus

içerisinde kolonize olmayı başarır. Midede kardia ve antrum ile duodenumdaki gastrik

hücre metaplazisi görülen alanlarında kolonize olan H.pylori, % 80-98 oranında

lümende ve oksintik kanallarda mukus içerisinde, % 2-20 oranında ise gastrik hücrelerin

üzerinde yerleşirler. Mikroorganizma mide mukozasında epitel hücreler dışında

nöroendokrin hücreler ve nötrofillere karşı da tropizm gösterir (66).
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2.6.1.1.1. Hareket

Midede lümen ve mukoza arasında viskoelastik bir mukus tabakası yer

almaktadır. H.pylori’nin bu mukus tabakası içindeki hareketi, bir tarafında bulunan

kılıflı flagellaları sayesinde son derece hızlı bir şekilde olmaktadır. Spiral yapı da

hareketini son derece kolaylaştırmaktadır. Bu üstün hareket kabiliyeti sayesinde asidik

bir ortam olan lümenden, nötr bir ortam olan mukus tabakasına hızlı bir şekilde

ulaşmasını sağlar. H.pylori’nin hareketliliği en önemli virulans faktörü olarak kabul

edilmektedir. Domuzlarda yapılan çalışmalarda en virulan suşların en hareketli suşlar

olduğu, flagellar mutant suşların infeksiyon yeteneğinin kaybolduğu gösterilmiştir

(67,68).

2.6.1.1.2. Üreaz

H.pylori’nin tüm proteinlerinin yaklaşık olarak % 6’sını oluşturan ve yapısında

nikel bulunduran bir metalloenzim olan üreaz, bakterinin midenin asidik ortamında

yaşaması için gereklidir. Üreaz enziminin eksprese edilebilmesi için kofaktör olarak

nikele ihtiyaç duyulur.

Üreaz enzimi mide hücrelerinden salınan üreyi parçalar. Ürenin parçalanması

esnasında açığa çıkan CO2 ve NH3’ün (amonyak), bakteriyi koruduğu ve mide

epitelinde hasar yarattığı gösterilmiştir. Üreaz aktivitesi ile üreden oluşturulan NH3 ve

CO2 invivo şartlarda bakterinin yaşaması için gereklidir (60,61).

2.6.1.2. Adezyon

H.pylori’nin mide epiteline spesifik olarak yapışmasında Lewis ve Bab

antijenlerinden özellikle Lewis-b ve Bab-A2’nin etkili olduğu gösterilmiştir. Bab-A

proteini, epiteldeki Lewis B kan grubu antijenlerine bağlanmaktadır (48,60,62).
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Bu iki temel adezin dışında, N-asetil-nörominil-laktoz yapıda fibriler

hemaglutinin, hücreye bağlanmada etkili sialize epitoplar, yüzey-lokalize ısı şok

proteini Hsp-Z ve A1pA/A1pB genleri tanımlanmıştır (62-63).

2.6.1.3. Konak savunmasından korunma faktörleri

H.pylori; midede kolonizasyonu engelleyici faktörlere karşı koyabilecek birçok

yapı elemanları, enzim ve toksinlere sahiptir. Bu elemanlar; flagellalarla sağlanan güçlü

hareket yeteneği, üreaz enzimi, bağlanmadan sorumlu proteinler (adezinler), musinaz

gibi suda çözünür extraselüler mediyatör proteinler, katalaz enzimi, proliferasyonu

inhibe eden proteinler, vacA ve cagA toksini ile Thioredoxin (11;18)’dir (68,69).

2.6.1.3.1. Katalaz ve superoksid dismutaz

H.pylori’nin kendini savunma amacı ile geliştirdiği uyum mekanizmalarından en

önemlisi, SOD ve katalaz üretmesidir. Bu iki enzim, H.pylori’nin nötrofillerin fagositik

vakuolünde yok edilmesini önlemektedir. SOD, süperoksiti H2O2’ye (hidrojen proksit)

dönüştürmekte ve katalaz da H2O2’yi, oksijen ve suya parçalamaktadır (65).

2.6.1.3.2. Thioredoxin (CD59)

H.pylori suşları proteinlerin disülfit bağlarını keserek denatüre edebilen

Thioredoxin (CD59) enzimine sahiptir. Bu enzim sayesinde mukus tabakasındaki

musinleri ve daha da önemlisi konak tarafından sekrete edilen nonspesifik ve spesifik

IgA, IgG ve IgM gibi immunoglobulinleri denatüre edip vücut savunmasından

korunurlar (70,71).

2.6.1.4. Doku hasarı oluşturan virulans faktörleri
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H.pylori’nin mide kolonizasyonu sıklıkla asemptomatik seyretmekte,

taşıyıcıların ancak % 15-20’sinde hayatın herhangi bir döneminde gastroduodenal

patoloji şekillenmektedir. Bu düşük insidans H.pylori ile gastroduodenal hastalıklar

arasındaki etiyolojik ilişkiyi kuşkulu hale getirse de, insanlarda yapılan geniş

epidemiyolojik çalışmalar ve eradikasyon tedavisinin klinik sonuçlarının yanı sıra,

Pigtail macaque ve Rhesus maymunları ile yapılan deneysel çalışmalarda H.pylori’nin

yüzeyel gastrite yol açtığı ispatlanmıştır (17,65,66,72). Rhesus maymunlarında H.pylori

infeksiyonu ile yaratılan gastritin H.pylori eradikasyonu ile iyileşme sürecine girdiği de

gösterilmiştir (65). H.pylori patogenezi ile ilgili çok sayıda iddia bulunmakla birlikte,

bakteriye ait güçlü antijenik özelliğe sahip toksin, enzim ve yapısal elemanların yarattığı

kronik inflamasyonun midedeki doku hasarından sorumlu olduğu ispatlanmıştır (72).

İmmunopatogenez dışında, H.pylori infeksiyonu esnasında 4-4.5’a kadar yükselen mide

pH’ı, midede adi bakteriler ve metabolitlerinin artışına izin vermektedir. Bu metabolitler

içerisinde bulunan nitrat ve nitritler çeşitli gıdalar veya ilaçlarla alınan aminler ve

amidlerle birleşerek karsinojen nitrozo aminler ve nitrik oksid radikalleri (NOS) gibi N-

nitrozo bileşiklerini oluşturmaktadır. Kronik inflamasyonda yer alan polimorf nüveli

lokositler, lenfositler ve makrofajların yarattığı oksijen ve nitrik oksit radikalleri de

NOS’lar gibi mukozal hücrelerde hasarı ve neoplastik transformasyonu

tetikleyebilmektedir. Diğer taraftan H.pylori ile infekte hastalarda mukozal askorbik asit

miktarının düştüğü ve lipid peroksidasyonunun arttığı gösterilmiştir (72). Bu

metabolitlerdeki değişim de karsinogenezi tetiklemektedir. Bu olaylar sonucunda

H.pylori ile kolonize kişilerin % 2-4’ünde, kronik aktif gastritle başlayan gastrik

kolonizasyon yaklaşık 10 yıllık bir süre içerisinde mukoza hücrelerindeki hasara bağlı

olarak diffüz veya intestinal tip adenokarsinoma ile sonlanabilmektedir. Nitekim

H.pylori pozitif kişilerde mide kanseri gelişme riski, negatif hastalara göre en az 20 kat

fazla bulunmuştur (72).

H.pylori’nin genetik yapısındaki rekombinasyon yeteneği ve gen esnekliği

özelliği bu bakteriye ait virulans genlerinin de önemini tartışılır hale getirmektedir.

Mesela, mide kanseri insidansının yılda 235.000 olgu veya % 0.4 gibi oldukça yüksek

oranda görüldüğü Japonya ve Çin gibi ülke izolatlarında virulansla ilişkilendirilemeyen

cagA ve vacA gibi bazı genler Batı dünyasında gastrik adenokarsinoma ve peptik ülser

için prediktif değer taşımaktadır. Bu nedenle, virulansa etki eden bu genlerdeki
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mutasyonel değişimler ve allelik farklılıkların önemini ortaya koyan ve daha geniş vaka

gruplarını içine alan moleküler düzeyde çalışmalara ihtiyaç vardır (72).

Bakterinin virülans özellikleri içerisinde en önemlileri; cagA, vacA toksinleri,

dış inflamatuar protein Oip-A (Outer Inflammatory Protein-A) ve epitel ile temasla

indüklenen protein ice-A’dır (73,74).

2.6.1.4.1. Cag patojenite adası (CagPAI)

CagPAI, 40 kb büyüklüğünde ve cagA, cagE, cagG, cagH, cagI, cagL, cagM ve

virB11 gibi 27’den fazla genden oluşan bir ORF (open reading frame) bölgesidir. Bu

gen adası, bakterinin ortama adaptasyonu ile ilgili, özellikle Tip-IV sekresyon siteminde

rol alan agresif proteinleri kodlar. Ancak bakterinin konağa uyum çabasının bir sonucu

olarak cagPAI’de cagA’nın da dahil olduğu genlerde yüksek oranda delesyonel

mutasyonlar görülmektedir (38). CagPAI taşıyan suşlar tip I suşlar olarak tanımlanırlar

ve ülser, mide kanserleri gibi klinik tablolarla ilişkilendirilirler. CagPAI taşımayan

suşlar ise tip II suşlar olarak tanımlanırlar ve daha çok non-ülser dispepsi gibi benign

gastrointestinal rahatsızlığı olan hastalardan izole edilirler (72).

Hücre içerisine gönderilen cagA, konak hücre intrasitoplazmik sensörü olan

Nod-I (nucleotide-binding oligomerization domain-I) tarafından algılanır. Bu sensörde

nükleer faktör kappa-B’yi (NF-κB) aktive ederek proinflamatuvar sitokinlerin (IL-1β,

IL-6 ve IL-8) sekresyonunu başlatır. Özellikle IL–8 (interlökin-8) kronik aktif gastritin

en önemli histopatolojik bulgusu olan inflamasyondan sorumludur. Diğer taraftan

cagPAI, EGF (Epitelyal Growth Factor) üzerinden MMP-1‟i (Matrix Metalloprotease-1)

aktive ederek mide epitelinde hücreler arasındaki desmozomları parçalamakta ve

mukoza bütünlüğünü bozmaktadır (72,75).

2.6.1.4.1.1. cagA geni

Bu gen, Tip I suşlarında, 128 kDa (120-140 kDa) molekül ağırlığında, 1147-

1181 amino asit uzunluğunda, güçlü immunojen ve sitotoksin olan, cagA olarak

tanımlanan, bir dış membran proteinini kodlar. cagA proteini etnik, bölgesel ve klinik

farklılıklar göstermekle birlikte H.pylori suşlarının % 50-100’ünde üretilmektedir (76-
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79). Ülkemizde cagA ile ilgili yapılan çalışmalarda farklı cagA pozitiflik oranları

gösterilmişse de en sık gastrik ve duodenal ülserli, gastrik kanserli hastalarda pozitif

bulunmuştur (77-79).

cagA’nın 5’ ucu son derece konservatif iken 3’ ucunda farklı sayı ve büyüklükte

tekrarlayan diziler yer alır. Bu diziler içerisinde Tirozin’in yer aldığı EPİYA (Glu-Pro-

Ile-Tyr-Ala) motiflerini kodlarlar ve bu sebeple de EPIYA gen kaseti olarak da

adlandırılırlar. Konak hücrenin hücre sinyal sistemini tirozin fosforilasyonu yolu ile

bozan bu kasetlerin büyüklükleri ve bölgesel olarak 0 ila 6 arasında değişebilen sayıları

virulansla ilişkilidir. Mesela Hindistan ve Asya kökenli suşlarda 900-950 bp kadar

büyük olan kaset Avrupa kökenli suşlarda 825 bp kadardır. Bu fark Asya kökenli

suşlardaki kasetin kodladığı proteinin yaklaşık olarak 10-12 aminoasit daha büyük

olmasına yol açmaktadır. Çok sayıdaki çalışmada immünojenik aktiviteyi artıran bu

büyüklük farkının Asya ülkelerinde sık görülen mide kanseri ile ilişkili olduğu ileri

sürülmüştür (80-86).

Buna karşılık, gastrik adenokarsinoma, duodenal ülser, mide ülseri, non-ülser

dispepsi ve asemptomatik gruplardan izole edilen Avrupa ve Asya kökeni suşların

karşılaştırıldığı çok sayıdaki çalışmada ise cagA geneotiplerinin ileri sürüldüğü gibi

prognozu etkilemediği gösterilmiştir (23,26,86,87).

Hücre sitozolü içerisindeki cagA, özellikle antral ve fundik mukoza

hücrelerinde, PAK-1 (p21-activating kinase-1) ve MAPK (Mitogen-ActivatedProtein

Kinase) kinazları aktive etmektedir. MAP kinazların aktivasyonu ile NF-κB indüklenir

ve NF-κB’nın uyarılması ile TNF-α (Tumor Necrosis Factor-alpha), IL-8, GRO-α

(Growth Regulated Oncogene-alpha), VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor)

ekspresyonunda artış görülmektedir. Ayrıca, CagA’nın Ras/MAPK üzerinden NF-κB’yı

aktive etmesi ile IL-8 üretimi sağlanmaktadır 44. İnflamasyon bölgesinde biriken

PMNL (polimorfonükleer lökositler), monositler, B ve T lenfositler gibi inflamatuvar

hücrelerin antjenler ile ilişkisi sonucu aktive olan Th (T-helper) ve Tc (T-cytotoxic)

lenfositler; IL-12, IL-18 ve IFN-γ’nın (interferon-gama) etkisi ile bölünerek çoğalmaya

başlarlar. İnfeksiyonun kronikleşmesi ile antijen sunan hücrelerde IL-12 üretimi başlar.

IL-12, NK (natural killer) tarafından IFN-γ sekresyonuna sebep olur. Bu sitokinin

sekresyonu ile dolaşımdaki Th hücre profili değişirerek Th2 ve T0 sayısı azalır. Buna

karşılık Th1 sayısı artar. Sonuç olarak doku yıkımı ile karakterize hücresel immunite

yani patolojik otoimmun cevap başlamaktadır (72,88). Böylece bir taraftan hücresel
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hasar artarken diğer taraftan da T hücreler tarafından uyarılmış B-lenfositlerin

plazmositlere proliferasyonu sonucu, B hücre bazlı foliküler gastrit başlar (72).

Bu ülserleşmiş veya foliküler yapıdaki primer lezyonlar MALT lenfoma veya

mide kanseri için prekürsör lezyonlardır. cagA tarafından uyarılan ERK-1 ve ERK-2

(extracellular signal-related kinase), MAP kinazlar hücrede Bcl ailesinden olan anti-

apopitotik (Bcl-2, Mcl-1 ve Bclx) ve pro-apopitotik (Bax, Bak ve Bad) proteinlerin

ekspresyonunu etkileyerek, özellikle Bcl-2 üretimini azaltır, bax üretimini artırır. Bcl-2

mitokondriaya bağlı caspas-3’ü inaktive ederek vakuolizasyon ve apopitozu engeller.

Bu engelleme hatalı hücre proliferasyonunun apopitozis yolu ile temizlenmesinin önünü

keser ve neoplastik hücrelerin transformasyonunu artırır. Bütün bu verilere dayanarak

cagA’nın bir onkoprotein olduğu söylenebilmektedir (72).

2.6.1.4.2. vacA (vacuolating cytotoxin) geni

VacA geni, 3933 bp büyüklüğünde bir ORF’dir ve 87-93 kDa ağırlığında vacA

proteinini kodlamaktadır. H.pylori suşlarının tamamında bu gen bölgesi bulunmasına

karşılık, suşların yaklaşık olarak % 40-60’ında gen inaktif ya da düşük aktiviteye

sahiptir (89,90).

vacA geni memeli hücrelerinde vakuolizasyona yol açan 87–93 kDa ağırlığında

vacA proteinini kodlar. VacA geninde bir işaret – sinyal bölgesi “s” ve bir de yüksek

toksisite ile ilgili olan proteinin kodlandığı “m” bölgesi yer almaktadır. VacA geninin 4

farklı “s” (s1a, s1b, s1c ve s2) sinyal dizisi ile 3 farklı “m” (m1a, m1b ve m2) bölge

dizisi allelleri bulunmaktadır. VacA-s1a alleli, s1b’ ye oranla daha aktiftir ve VacA-s1

allelleri, özellikle s1/m1 kombinasyonu, s2 allellerine göre daha fazla toksin

üretmektedir (21,23,25,91).

cagA/vacA birlikteliği sadece vacAs1 alleline sahip suşlarda görülür. Kuzey

Avrupa, İngiltere, İrlanda ve İskoçya gibi Avrupa kökenli suşların çoğunda s1a, Merkezi

ve Güney Afrika kökenli suşlarda s1b allellerinin kombinasyonları görülürken, Asya

kökenli suşların % 80’inden fazlasında s1c allelinin hakim olduğu gösterilmiştir. Klinik

izolatlarda yapılan çalışmalarda vacAs1/m1cagA pozitif suşlar, peptik ülser ve gastrik

adenokarsinoma ile ilişkili suşlarda daha yüksek prevalansta bulunmuştur. Buna
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karşılık, s2/m2 allel kombinasyonu non-toksijenik suşlarda, s1/m2 kombinasyonu ise

nispeten düşük toksisite ile iyi huylu hastalıklarla ilişkili suşlarda bulunmuştur. vacA m2

alleline sahip suşların da MALT lenfomalı hastalarda predominant alt tip olduğu ileri

sürülmüştür. Asya kökenli suşlar arasında ise m1 allelinin gerek çocuklarda, gerekse

yetişkinlerde görülen duodenal ülserle ilişkili suşlarda daha yüksek prevalansta

bulunmuştur (21-26,80,92).

2.6.1.4.3. iceA geni (Inducible by Contact with Epithelium Gene)

H.pylori’nin önemli virulans faktörlerinden birisi de, mide epitel hücresi ile

temas sonrası uyarılan iceA genidir. Batı toplumlarından izole edilen suşlarda iceA1

varlığı peptik ülser için bir risk faktörü olarak gösterilirken, görülme sıklığı giderek

artan iceA2 ise, daha çok non-ülser dispepsili hastalardan izole edilen suşlarda

görülmektedir (93). Ancak, Asya ve Amerika kökenli suşlarda iceA allellerinin spesifik

bir patoloji ile ilişkisi gösterilememiştir (23,74,94,95). Brezilya’da yapılmış olan

çalışmalarda, iceA’nın klinik fark gözetmeksizin izolatların %90’ından fazlasında

bulunduğu bildirilmiştir (74,95).

2.6.1.4.4. Diğer gen bölgeleri

Mide kanserli hastalardan izole edilen suşlarda esnek bölge - plasticity region

olarak tanımlanan ve H.pylori genomundaki en değişken bölgeyi oluşturan yeni bir

ORF bölgesi gösterilmiştir (96). Büyüklüğü suşlar arasında değişkenlik gösteren (J99

suşunda 45 kb ve 26695 suşunda ise 68 kb) bu bölgelerde, mide kanseri oluşumu ile

ilişkili olduğu düşünülen genler (JHP940 ve JHP947) ile gastritle ilişkili olduğu

düşünülen ve sadece 26695 suşunda gösterilen bir gen (HP986) yer almaktadır(96,97).

Santos A ve ark.; mide kanseri, ülser ve gastritli hastalardan izole ettikleri 200 suş ile

yaptıkları PCR bazlı çalışmada, sadece JHP947 genine sahip suşların kanser ve ülser ile

ilişkili olduklarını, diğer iki genin ise hastalığın prognozuna etkisinin olmadığını

göstermişlerdir. Ancak, bu araştırmacılar JHP947 geninin cagA ile birlikteliğine dikkat



18

çekmiş ve bu yeni genin vacA ve cagA ile birlikte önemli bir virulans faktörü

olabileceği ileri sürmüşlerdir (97).

2.7. H.pylori İlişkili Hastalıklar

H.pylori’nin sebep olduğu klinik patolojileri gastrointestinal sistem hastalıkları

ve gastrointestinal sistem dışı hastalıklar olarak iki ana başlığa ayırmak mümkündür.

2.7.1 Gastrointestinal sistem ile iİlişkili hastalıklar

H.pylori insanlarda gastrik kolonizasyonuna bağlı olarak asemptomatik

taşıyıcılıktan ülsersiz dispepsiye, aktif kronik gastrit ve kronik gastritten, atrofik

gastrite, peptik ülserden MALT lenfoma ve gastrik karsinomaya kadar değişen

spektrumda gastroduodenal patolojilerden sorumlu bulunmuştur. Ayrıca, fundusdaki

lokalizasyonları ile mide-özefagus reflü ve üst gastrointestinal sistem karsinomaları ile

de ilişkisi gösterilmiştir (65).

2.7.1.1. Akut enfeksiyon

Akut H.pylori infeksiyonu gastrointestinal huzursuzluk, mide bulantısı, üst

kadranda ağrı, karında şişkinlik, nadiren de kusma, ateşe sebep olabilir

(105,126,183,184). Belirtiler 3 ile 14 gün arasında kaybolur. Genellikle bir haftadan az

sürer. Besin zehirlenmesi ile karışabilir. Özellikle çocuklarda diyare de bulunabilir

(183,184).



19

2.7.1.2. Kronik aktif gastrit

H.pylori ile enfekte bireylerde hayat boyu devam eden ve genellikle

asemptomatik seyreden kronik yüzeyel aktif bir gastrit oluşmaktadır. H.pylori ile

enfekte kişilerin yaklaşık % 20’sinde klinik bir hastalık gelişmektedir. Kronik gastrit,

mide kanserinin gelişiminde en iyi bilinen risk faktörüdür (105). Antral gastritte,

duedonum ülseri gelişimi daha sık görülürken, korpus gastritinde mide ülseri, mukozal

atrofi ve intestinal metaplazi gelişme ihtimali daha yüksektir (105,185).

Sydney Klasifikasyon Sistemi (1990) ile gastrit etyopatogenezinde H.pylori'nin

varlığı dikkate alınmış ve gastrik patolojiler, histopatolojik ve üst GİS endoskopik

olarak iki ayrı grupta toplanmıştır. H.pylori'nin gastrik dokuda yaptığı hasara ilişkin

immunolojik ve patolojik deliller mevcuttur. H.pylori; ya çesitli sitotoksinler ve üreaz

gibi enzimlerle direkt olarak veya otoimmun cevabı başlatarak indirekt yollarla gastrit

mukozada hasara yol açmaktadır (186). H.pylori’nin gastrik mukozada dağılımı

homojen olmayıp genellikle yamalı bohça tarzında yerleşim göstermektedir. Mide

biyopsi örneklerinde sıklıkla mukozal hücrelerde normal yapının kaybolduğu,

hücrelerin düzensiz olarak dizildiği ve mukus içeriğinin azaldığı, bununla birlikte

lamina propria’nın kronik inflamasyonu karakterize eden hücreler ile infiltre olduğu

gözlenmektedir (187,188).

2.7.1.3. Peptik ülser

H.pylori ile ilişkisi en güçlü şekilde gösterilmiş olan hastalık peptik ülserdir (PU)

(118,188). Duodenal ülserlerin (DU) % 95’i ve gastrik ülserlerin (GU) % 70’i H.pylori

infeksiyonu ilişkilidir (108). Duodenal ülser; aspirin, NSAII kullanımı veya Zollinger-

Ellison Sendromu nedeniyle oluşan ülserlerin dışında, genellikle H.pylori

kolonizasyonuna bağlıdır (66,183). Pek çok kohort çalışma göstermiştir ki, H.pylori

pozitif bir kişinin, H.pylori negatif bir kişiye oranla, yaşam boyu peptik ülser geliştirme

riski 3-10 kat daha fazladır (189). H.pylori sadece mide epitelinde yaşayabilmektedir.
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Bu nedenle duodenum epitelinde yaşamadan önce burada gastrik metaplazi olması

gerekmektedir. H.pylori duodenumda aktif duodenit sonucu oluşan gastrik metaplazi

alanlarında kolonize olabilir. Bu da ülserasyonun öncül lezyonudur (65,183).

H.pylori ile enfekte bir kişide yaşam boyu peptik ülser gelişme riski ABD’de %

3, Japonya’da % 25 olarak bildirilmiştir (65,98). 3-10 yıl boyunca süren bir diğer

progressif vaka kontrollü çalışmalarda, H.pylori ile enfekte kişilerde duodenal veya

gastrik ülser gelişme riski 4 ila 13 kat artmaktadır (98). İstatistiksel risk verilerine

rağmen H.pylori ile peptik ülser arasındaki ilişkiye ait en güçlü delil eradikasyon

tedavisi sonrası tekrar infeksiyon oranlarındaki anlamlı düşüştür. Duodenal ülseri olan

hastaların % 95’inden fazlasında H.pylori gastriti mevcutken H.pylori negatif hastalarda

DU hastalığı son derece nadirdir. Yüksek asit yüküne sahip hastalarda diffüz antral

gastrit ve duodenal ülser gelişme sıklığı artmıştır. Düşük asit yüküne sahip hastalarda

ise korpus gastriti ve multifokal atrofi ve bunların yatkınlık oluşturduğu gastrik ülser

gelişmesi daha sık olmaktadır. Duodenal mukoza ve muskularis mukozayı içine alan

lokalize doku kaybı olan ülser, sık nüks görülen kronik bir hastalıktır.

H.pylori, GU hastaların % 70'inden fazlasında gastrik mukozada pozitif

bulunmuştur. GU’lerin geri kalan % 25’inde non-steroidal antiinflamatuar ilaç

kullanımı, % 3’ünde Zollinger-Ellison sendromu ile % 2 vakada çeşitli faktörler

suçlanmıştır. H.pylori eradikasyonu ile hem GU hem de DU tekrarlama riskleri anlamlı

şekilde azalmaktadır (118,190). Başarılı eradikasyon sonrası DU’de rekürens oranı% 3-

21 iken halen H.pylori pozitifliğinin devam ettiği grupta bu oran % 55-86’dır (191-193).

GU rekürrensi incelendiğinde, H.pylori halen pozitif olan grupta % 46-71 olarak

saptanırken H.pylori’nin başarı ile eradike edildiği grupta bu oran ≤% 10 olarak

saptanmıştır (194-196). H.pylori / NSAII etkileşiminin uzun süre NSAII kullanan tüm

hastalarda H.pylori’nin test edilmesi ve infeksiyon bulunduğunda tedavi verilmesi

gerektiği Maastricht 2-2000 ve 3-2005 konsensus raporunda bildirilmiştir (6,11).
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2.7.1.4. Mide kanseri

30 yıl kadar önce Correa ve arkadaşları tarafından gastritin gastrik kansere

ilerleyebileceği gösterildi (197). Kronik olarak H.pylori ile ilişkili inflamasyonun,

gastrik bezlerin yerine intestinal metaplazinin geçmesi nedeniyle, normal gastrik

mukozal mimarinin sıklıkla kaybına neden olur. Bu atrofik gastrit ve intestinal

metaplazi durumları H.pylori ile kronik olarak kolonize kişilerin yaklaşık yarısında

gelişir (118). Her H.pylori ile enfekte kişide gastrik kanser gelişmez. Etkileyen pek çok

faktör tanımlanmıştır. Temel faktörler, mutasyonlara neden olabilecek oksidatif stres ve

çevresel faktörlerdir. Diyet, bakteriyel faktörler, DNA hasarı ve oksidatif strese yön

verebilecek konak yanıtını düzenleyen genler de önemlidir (198). Konaktaki IL-1’i

kontrol eden gen bölgesinde polimorfizm olanlarda hipoklorhidri ve gastrik kanser

insidansı artmıştır (199-200). Atrofinin şiddeti ve yaygınlığına göre gastrik kanser riski

5-90 kat artmıştır (201). H.pylori kolonizasyonunda gastrik kanser riski 10 kat artmıştır

(202), bu nedenle de Dünya Sağlık Örgütü (WHO) tarafından sınıf 1 karsinojen olarak

tanımlanmıştır. Gastrik kanser riski sadece cagA pozitif bireylerde beklenmez, ayrıca

kronik H.pylori kolonizasyonuna karşı IL-1’i daha yüksek oranda üretebilme yanıtını

gösteren bireylerde de gastrik kanser riski artmıştır (199). Gelişmiş ülkelerde gastrik

kanserin % 60-80’inde uzun dönemde H.pylori’ye maruziyet vardır. İlginç olarak son 10

yılda Batı toplumlarında H.pylori prevelansının düşmesi ile orantılı gastrik kanser

vakalarında azalma mevcuttur. Ancak halen gastrik kanser dünya genelinde en sık

görülme 4. kanserdir. Doğu Asya ve Güney Amerika’da halen gastrik kanser insidansı

yüksektir (203). H.pylori ile enfekte kişilerde artmış gastrik kanser riski vardır ve

gastrik kanserli hastaların % 50’sinde H.pylori pozitifliği bulunmaktadır (204).

Prospektif çalışmalarla H.pylori kronik gastritinin, intestinal metaplazi ve atrofik

gastrite doğru ilerlediği gözlenmiştir (205) ve bu tür patolojik lezyonlar gastrik

karsinomanın öncülü olarak kabul edilmektedir (118). Düşük asit yükü ve kronik

H.pylori infeksiyonu olan kişilerde intestinal metaplazi ve displazi görülme sıklığı

artmaktadır. Mide kanserinin malign hastalıklar arasından görülme sıklığı toplumlara ve

cinsiyete göre değişmekle birlikte dünyada 4. sırada, ülkemizde ise 3. sırada yer

almaktadır. H.pylori infeksiyonunun arttırdığı doku yanıtı “kronik gastrit” olarak

adlandırılır. Kronik gastritin mide kanseri gelişiminde önemli bir risk faktörü olduğu

bilinmektedir. Ayrıca H.pylori infeksiyonunda görülen intestinal metaplazi ve atrofik
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gastrit mide kanseri gelişimine sebep olur (118). H.pylori infeksiyonunun prevalansının

yüksek olduğu ülkelerde mide kanseri oranı da yüksektir. Bu ilişki mide antrum, korpus

adenokarsinomlarının intestinal ve diffüz tiplerinin her ikisinde de görülür.

Adenokarsinom gelişim mekanizmasında kabul edilen görüş: H. pylori’nin indüklediği

doku yanıtının (yangı) kronikleşmesi ile atrofik ve metaplastik histolojiye değişimdir.

Konağa ve bakteriye ait faktörler de kanser gelişiminde önemli rol oynar (118,183).

Günümüzde bilim adamaları artık gastrik kanseri önlemek için hem atrofik gastrit veya

intestinal metaplazi gibi kanser öncülü lezyonları olan hem de H.pylori ile enfekte olan

genel toplumda H.pylori eradikasyonu üzerine odaklanmışlardır. Pek çok plasebo

kontrollü randomize çalışmada H.pylori eradikasyonu ile atrofide bir miktar gerileme

sağlanabilmiştir (206,207). Bu çalışmalarda, eradikasyon verilen ve plasebo grubu

karşılaştırılmış, iki grup arasında, tedavinin ilk yıllarında, 4-12 yıllık izlem itibariyle

gastrik kanser insidansında istatiksel olarak anlamlı fark saptanmamıştır (208).

Eradikasyon tedavisinden sonra da görülebilen bu gastrik kanserler, bu hastaların daha

önceden zeminde atrofik gastrit ve intestinal metaplazi gibi kanser gelişimi için geri

dönüşümsüz bir noktada olmalarına bağlı olabilir. Bu durum, H.pylori için uygulanacak

etkin eradikasyonun gastrik kanseri önleyici etkisinin atrofik gastrit veya intestinal

metaplazi gibi kanser öncülü lezyonların olmadığı durumlar için söz konusu olduğu

anlamına gelebilir. Bir başka çalışmaya göre de H.pylori ile enfekte olan bireylerde

gastrik kanser gelişme riski yaklaşık olarak 5-6 kat daha fazladır (126). Yakın zamanda

Japonya’da geniş kapsamlı, 123576 hastanın 1990-2004 yıllarında prospektif kohort

olarak izlendiği bir çalışmada, 511 gastrik kanser vakası 511 kontrol grubu ile

karşılaştırılmış. Burada H.pylori’ye atfedilen gastrik kanser riski oranı 5.1 saptanırken,

H.pylori yanı sıra CagA pozitifliği de olan bireylerde bu oran 12.5 olarak saptanmıştır

(209).

2.7.1.5. Mide lenfoması

Mide lenfoması B lenfositlerden köken alır ve mukoza ilişkili lenfoid doku

lenfoması (MALToma) olarak adlandırılır. H.pylori enfeksionu gastrik MALT lenfoma

riskini anlamlı derecede arttırmaktadır. Epidemiyolojik çalışmalara göre, hemen tüm

MALT lenfomalı hastaların H.pylori pozitiftir (23,65). H.pylori pozitif hastalarda
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MALT lenfoma gelişimi için anlamlı risk artışı mevcuttur (211). Gastrit adenokarsinoma

göre mide lenfoması daha az oranda görülür (118,212,213). MALT lenfoma, H.pylori

pozitif bireylerin <% 1’inde görülür (214). MALT lenfomalı hastaların yaklaşık olarak

% 60-80’inde başarılı eradikasyon tedavisi sonrasında tam remisyon gözlenir. % 10

hastada minimal rezidüel hastalık izlenirken, kalan grupta da eradikasyona hiç yanıt

alınmaz. Tam remisyon yanıtı alınan hastaların da uzun dönem takipleri sırasında % 30-

35 oranında rekürens izlenmektedir. Bu nedenle bu MALT lenfomalı hastaların uzun

dönem takipleri yapılmalıdır (215,216). Eradikayon tedavisine yanıtı belirleyen hastada

t(11:18) (q21:q21) translokasyonunun bulunup bulunmadığıdır. Bu translokasyon, API2-

MALT1 füzyonu ile ilişkilendirilmiştir ve apoptozis olayının gelişmesini

baskılamaktadır. Kabul gören mekanizma, H.pylori’nin neden olduğu kronik antijenik

stimulasyonun poliklonal lenfoid yanıtın indüklediği ve bir klonun proliferasyonu

sonucunda neoplastik transformasyona uğradığı şeklindedir (183,184). Pek çok

çalışmada MALT lenfomalı hastalarda bu translokasyon olduğunda erdikasyon

tedavisine ya hiç yanıt alınamamıştır ya da çok nadiren yanıt alınmıştır (217,218).

2.7.1.6. Ülsersiz (non-ulcer) dispepsi

Dispepsi; GÖRH, PU hastalığı ve ilaç kullanımı gibi nedenlerle oluşabilir (117).

Ülsersiz dispepsi varlığı etiyolojisi çok iyi bilinmediğinden tanımlanması yetersizdir.

Birçok randomize klinik çalışmalarda ülsersiz dispepside H.Pylori için antibiyotiklerin

etkisi değerlendirilmiştir. Genel olarak, antibiyotik tedavisi ile hastaların % 20-25’inde

semptomatik düzelme görülür (126). Bu grup hastalarda bir hastada kür sağlanması için

12-15 hastanın tedavi edilmesi gerektiği ifade edilmektedir (6).

2.7.1.7. Gastroözofageal reflü hastalığı (GÖRH)

H.pylori infeksiyonu ve GÖRH arasındaki ilişkiyi inceleyen retrospektif ve

prospektif birçok araştırma yayınlanmıştır. Bu çalışmaların bir kısmında H.pylori
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infeksiyonunun GÖRH'e karşı koruyucu bir rolü olmadığı gösterilirken (219) bir

kısmında da bu organizmaya bağlı infeksiyonun reflü hastalığını ortaya çıkarabileceği

veya daha önce var olan reflü hastalığını alevlendirebileceği vurgulanmıştır (220). Batı

toplumunda H.pylori infeksiyonu sıklığındaki azalmayla birlikte GÖRH insidansının

artması, H.pylori infeksiyonunu GÖRH gelişimine karşı koruyucu rol oynayabileceği

şeklinde bir düşüncenin ortaya çıkmasına yol açmıştır. EHPSG’nin 2005 yılı uzlaşı

raporuna göre H.pylori eradikasyonun GÖRH neden olmadığı kabul edilmektedir (6).

Reflü hastalarında rutin olarak H.pylori için test önerilmemektedir. Ancak uzun süre

proton pompa inhibitörü (PPI) kullanacağı ön görülen hastalar için H.pylori

eradikasyonun faydalı olacağı ifade edilmiştir. PPI’lar ile derin asit baskılanması

sağlandığında özellikle korpus baskın gastriti olan bireylerde gastrit bezlerdeki

hasarlanmanın artabileceği, atrofik gastrit ve potansiyel olarak gastrit kansere neden

olabileceği nedeniyle reflü özofajiti tanısıyla uzun dönem PPI alacağı düşünülen

hastalar için inflamasyonu gerilemek amacıyla öncesinde H.pylori için eradikasyon

verilmesi faydalı olacaktır (6,221). Bugün için genelde kabul gören bir görüş GÖRH'ün

şiddeti ile H.pylori varlığı arasında tersine bir ilişki olduğu seklindedir. Çalışmalara

göre Asya toplumlarındaki GÖRH ile H.pylori prevelansı arasında negatif bir ilişki

olduğu söylenebilirse de bu ilişkinin doğası açıklanamamaktadır (6).

2.7.2 Gastrointestinal sistem dışı hastalıklar

Son yıllarda H.pylori ile kardiyovasküler sistem, solunum yolları, merkezi sinir

sistemi, deri yumuşak doku ve otoimmun hastalıklar arasında ilişki olduğunu ima eden

çok sayıda çalışmaya ait sonuç yayınlanmıştır (222). Bakterinin bu hastalıklardaki rolü

kesinlik kazanmamakla birlikte elde edilen sonuçlar klinisyenlerin eradikasyon

tedavilerine ilgisini artırmıştır (223). Bu bağlamda; iskemik kalp hastalarında yüksek

oranlarda H.pylori infeksiyon prevalansı bildirilmiş. Behçet, Sjögren sendromu gibi

bazı otoimmün hastalıklarla H.pylori arasında bir ilişki olduğu ileri sürülmüştür. Ayrıca,

karaciğer ve safra yolu hastalıkları, inflamatuvar barsak hastalığı, ürtiker, akne rozasea

gibi deri hastalıklar, ITP, demir eksikliği anemisi, magaloblastik anemi gibi hematolojik

hastalıklarla ve romatoid hastalıklar arasında da muhtemel bir ilişkinin varlığından söz
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edilmiştir (224). 2006’da Japonya’dan yayınlanan ITP ve H.pylori ilişkisini araştıran bir

çalışmada, 37 ITP hastasından 26’sında H.pylori pozitif 11’nde H.pylori negatif

saptanmıştır. Bu iki grup hastaya da eradikasyon tedavisi verilmiş, pozitifliği

gösterilmiş grupta % 62 oranında yanıt alınmışken H.pylori negatif grupta beklendiği

üzere herhangi bir değişiklik izlenmemiştir (226). Bir başka çalışmada H.pylori pozitif

ve ITP’si olan 43 hastaya eradikasyon tedavisi verilmiş, bu 43 hastadan 41’nde

eradikasyon sağlanmış (% 95) ve bu grup hastalardan 20’sinde (% 49) kalıcı trombosit

yanıtı izlenmiştir (225). Ancak elde edilen veriler, bu hastalıklarla H.pylori infeksiyonu

arasında ke-in bir ilişki olduğunu söylemek için yeterli olmayıp, geniş kapsamlı

çalışmalara gerek vardır.

2.8. H.pylori İnfeksiyonlarında Tanı

H.pylori ile ilişkili gastroduodenal hastalıkların tanısı, klinik ve laboratuar

bulgulara dayanmaktadır. İnfeksiyonunun tanısına yardımcı olabilecek birçok test

yöntemi geliştirilmiştir. Bu testler, direkt yani invazif testler ve indirekt testler yani non-

invaziv testler olarak iki kategoriye ayrılmaktadır. H.pylori’nin tespitinde altın standart

araştırıcının deneyimine göre kültür, PCR veya histopatolojik inceleme olarak

tanımlanabilir. Tanıyı optimize etmek için genellikle birkaç testin birlikte kullanılması

önerilmektedir.

Kullanılacak olan testin seçimi, yöntemin uygulanabilirliği, testin sensitivite ve

spesivitesi, ulaşım imkanları, maliyeti ve hasta tarafından tolere edilebilirliği ve

hastanın klinik yakınmaları ve fizik bulgular dikkate alınarak yapılır. Çeşitli tanı

testlerin genel özellikleri tablo 2.1’de tanımlanmıştır (106,107).
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Tablo 2.1: H.pylori tanısında kullanılan testlerin özellikleri

TEST SENSİTİVİTE
(%)

SPESİVİTE
(%)

MAALİYET İNVAZİV
İŞLEM

ÖZELLİK

Histoloji 90-95 95-99 +++ +

Yamasal dağılımdan etkilenir.

Enflamsyonun şiddeti belirlenebilir

(gastrit, atrofi vb.)

Kültür 75-90 100 ++ +

Laboratuvarın deneyimi önemli.

Antibiyogram için gerekli

HÜT 85-95 90-95 + +

Hızlı sonuç verir. Yamasal dağılımdan

etkilenir. Ab. ve PPI’dan etkilenir.

GB-PCR 95 100 +++ +
İleri laboratuvar şartları gereklidir.

13C ÜNT 95 98-100 ++ -

Çocuklar ve hamilelerde kullanılabilir.

Tedavinin takibinde yararlıdır.

14C ÜNT 95 90-100 ++ -

Düşük doz radyasyon. Tedavinin

takibinde yararlıdır.

Seroloji 80-90 85-95 + -

Eepidemiyolojik amaçlı olabilir.

Tedavi takibinde önerilmez.

Dışkı HP
Antijeni 94 97 ++ -

Tedavi öncesi ve sonrası aktif

infeksiyonu takip etmeye uygundur.

HÜT, hızlı üreaz testi; ÜNT,üre nefes testi; GB-PCR, gastrik biyopsi PCR;

H.pylori’nin varlığını göstermeye yönelik pek çok yöntem mevcuttur. Tanı için

hangi yöntemin kullanılacağı ise amaca, laboratuvarın alt yapısına, maliyete ve uzman

varlığına göre değişir (100-102).

2.8.1. İnvaziv yöntemler

2.8.1.1. Hızlı üreaz testi

Mide biyopsi örneklerinden H.pylori’nin dolaylı olarak saptanmasında

bakterinin fazla miktarda üreaz salgılama yeteneğinden yararlanılır. Üreaz temelli

testlerin duyarlılığı midedeki bakteri yoğunluğu ile ilişkilidir (103). Üre içeren katı,

yarıkatı veya sıvı ortamlar mevcuttur. H.pylori üreazı ortamdaki üreyi amonyak ve

bikarbonata parçalar. Amonyum ile pH artar ve pH indikatörü ile ortamın rengi değişir

(104,105). Ticari veya laboratuarda hazırlanan üreaz testleri bulunmaktadır. “CLO test”,

“HUT test” ve “Hp fast” agar içeren ticari kitlere örnektirler. Konsantre (% 10’luk) üre

içeren laboratuvarda hazırlanan üreaz testi 15 dakikada, hızlı sonuç verir (104).
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Gastrit ve duodenal mukozada H.pylori yamasal dağılım gösterebileceği için tanı

için alınan örnek sayısının artması ile HÜT’ün tanı değerinin artar. Gastrik biyopsi

örnek sayısının artması ile de testin duyarlılığının arttığı bilinmektedir. Normal

koşullarda H.pylori varlığında HÜT testinin 24 saat içinde pozitifleşir. Biyopsi örnek

sayısının artması ile testin takip süresi kısalır (106).

2.8.1.2. Histopatolojik inceleme

H.pylori infeksiyonlarında histolojik tanı dokudaki inflamasyonun ve varsa

prekarsinojen değişimlerin şiddetini belirlemek amacı ile yaygın olarak

kullanılmaktadır. Bu testlerin duyarlılık ve özgüllüğü çeşitli faktörlerin etkisi altında

olmakla beraber sırası ile <% 90 ve >% 95’dir. Bu oranlar biyopsi ve araştırmacıya ait

faktörler tarafından değişir. Muhtemel örnekleme hataları mikroorganizmanın farklı

kolonizasyon yoğunluğuna bağlı olabilir. İnfekte midede pilorun küçük kurvatüründen

alınan örneklerde pozitif bulma şansı % 90’ın üzerine çıkmaktadır. Duyarlılık antrum ve

gövdeden en az iki örnek alınması ile arttırılabilir. Kullanılan boyama yöntemi de

sonuçları etkiler. Sıklıkla, modifiye Giemsa, Warthin-Stary, modifiye McMullen ve

Gimenez gibi histokimyasal veya IFAT (İmmün Floresan Antikor Testi) ve IP (İmmün

Peroksidaz) gibi immunohistokimyasal boyalar kullanılmaktadır. İmmunohistokimyasal

boyalar histolojik muayenede en duyarlı ve özgül metodlar olup altın standarttır

(102,107).

2.8.1.3. Kültürde izolasyon

H.pylori tanısında kültür altın standart yöntemlerden biridir. Antimikrobiyal

duyarlılık testlerine olanak sağlar ve kültürle elde edilen suş tiplendirme yöntemlerinde,

ileri araştırmalarda kullanılabilir (108,109). Ancak H.pylori’nin inkubasyon periyodu

uzundur (3-12 gün). Diğer bakteriler gibi, kültürde üreyebilmesi için canlı olması

gerekmektedir. Örnek toplama ve laboratuvara ulaştırma da bakterinin kültürde

üreyebilmesi için önemli basamaklardır. Bakteri genelde antrumda kolonize

olduğundan, biyopsi örnekleri antrumdan alınır. Düzensiz dağılımı nedeniyle alınan
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biyopsi örneğinde bakteriye rastlanmayabilir. Kültür için iki biyopsi örneğinin alınması

ve taze hazırlanmış besiyerine ekilmesi tavsiye edilmektedir. H.pylori tedavisi

bakterinin midedeki dağılımını değiştirebilir. Bu yüzden tedavi sonrası kontrol biyopsisi

alınacaksa veya hasta anti-sekretuvar ilaç kullanmışsa fundustan da biyopsi alınmalıdır.

Biyopsi örneği hızla laboratuvara ulaştırılmalıdır. En uygun transport ısısı 10ºC’nin

altıdır, bakteri oksijene duyarlıdır. 4ºC’de tuzlu su veya % 20’lik glikoz çözeltisinde 4

saatten az saklanabilir. Daha uzun (24 saat) saklanacaksa Stuart, Portagerm pylori

(bioMérieux, France) gibi transport ortamları kullanılmalı ve 4ºC’de saklanmalıdır.

Biyopsi örneği 24 saatten uzun süre saklanacaksa –70ºC veya sıvı nitrojen

kullanılmalıdır (109). H.pylori’yi kültürde üretebilmek için çeşitli seçici ve seçici

olmayan besiyerleri mevcuttur. At kanı, at serumu veya koyun kanı eklenmiş beyin kalp

infüzyon agar, brucella agar, Tryptone Soya agar, Columbia agar veya Skirrow's agar

kültürde kullanılan besiyerleridir (61,110,111). Besiyerine, diğer mikroorganizmaların

üremesini engellemek için H.pylori suşlarının birçoğunun doğal dirençli olduğu

antibiyotiklerden vankomisin, trimetoprim, amfoterisin B, sefsulodin, polimiksin

eklenebilir.

2.8.1.4. Moleküler tanı yöntemleri

Son yıllarda moleküler biyolojik tanı yöntemleri H.pylori biyolojisi,

infeksiyonlarının tanısı, spesifik virulans faktörlerinin tayini, konakta ortaya çıkan

cevabın genetik temeli, antibiyotik direncinin belirlenmesi, eradikasyon tedavisinden

sonraki tekrarlayan infeksiyonların nedeninin tespit edilmesi ve kültürde üretilemeyen

kokoid formların tanımlanması gibi amaçlar için yoğun olarak kullanılmıştır. Ancak

nükleik asit amplifikasyon bazlı teknikler, canlı ve ölü bakteri ayırımını yapamadıkları

için yalancı pozitif sonuçlar verebileceklerinden eradikasyon tedavisinin takibinde

önerilmemiştir. H.pylori izolatlarında moleküler tanı yöntemleri kullanılarak belirlenen

gen mutasyonları, suşların coğrafi ve etnik dağılımlarının yanı sıra kolonize

toplulukların etnik geçmişlerini tayinde de önemli bilgiler üretmiştir. Moleküler

yöntemlerle, kültür ortamlarında üretilen bakterilerin yanı sıra, tükrük ve diş plakları,
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mide sıvısı ve biyopsi örnekleri ile dışkı gibi örneklerde de H.pylori suşlarına ait

spesifik nükleik asit dizilerini direkt olarak araştırmak mümkündür (107).

2.8.1.4.1. Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)

Moleküler yöntemler, özellikle PCR H.pylori’nin mide biyopsi, tükürük, dental

plak, dışkı gibi klinik örneklerden tanısında kullanılır (104,112-113). Moleküler testlerin

muhtemel klinik kullanım alanları; tedavi sonrası nüksü, reinfeksiyondan ayırma,

bakteri sayısının az olduğu dental plak, dışkı gibi örneklerden tanımlama ve klinik

önemi olan DNA mutasyonlarını saptamadır. Ayrıca cagA, vacA, iceA gibi virulans

faktörlerinin saptanabilmesi ve canlı bakteriye gereksinim duyulmaması önemli

avantajlarıdır.

2.8.1.4.2. Real time polimeraz zincir tepkimesi ( RT-PCR)

“Real-time” PCR yeni bir teknik olup TaqMan yöntemi gastrik mukozadaki

bakteri miktarını saptamada kullanılmıştır. “Real-time PCR”ın diğer bir kullanım alanı

da 23S rRNA’nın peptidiltransferaz bölgesinde bulunan A2142C, A2142G ve A2143G

nokta mutasyonlarıyla oluşan Klaritromisin direncinin direk olarak ve kısa sürede

saptanmasıdır (114-116).

2.8.1.4.3. Floresan in situ hibridizasyon (FISH)

H.pylori ribozomal RNA’sının çoklu kopyaları ile oligonükleotidlerinin

tanımlanmasının spesifik DNA-DNA hibridizasyonuna bağlıdır. Floresan boyalarla

işaretli oligonükleotidler, bakteriyel hücreye penetre olur ve hedef sekansa bağlanır. Bu
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teknik ile H.pylori, hayvan modellerinde ya da H.pylori ile enfekte bireylerin gastrik

biyopsi örneklerinde floresan mikroskobisi ile saptanabilmektedir.

2.8.1.4.4. DNA enzim ımmun assay

DNA enzim immun assay; amplifiye örneklerin solid faz immobilizasyonu için

spesifik biyotinlenmiş probları kullanan bir tekniktir.

2.8.1.4.5. Moleküler tiplendirme yöntemleri

Tıbbi olarak önemli birçok bakteri türü gibi H.pylori de biyokimyasal testler

(biyotiplendirme), yüzey yapısal özellikleri (serotiplendirme) veya moleküler parmakizi

analizlerine göre alt gruplara ayrılır.

2.8.2. Non-Invaziv tanı testleri

2.8.2.1. Üre nefes testi (ÜNT)

ÜNT, birçok çalışmada altın standart yöntemlerden biridir. Ağız yoluyla alınan

13C veya 14C işaretli üre, H.pylori ile enfekte kişilerde bakterinin üreaz enzimi ile

parçalanır. Oluşan işaretli CO2’in solunum havasında tespit edilmesi esasına dayanır.

Duyarlılığı ve özgüllüğü oldukça yüksek tanı testi olmasının yanı sıra; eradikasyon

tedavisinin izleminde de kullanılmaktadır. Diğer bir gastrik Helicobacter olan H.

heilmannii yalancı olumlu sonuçlara neden olabilir. Antibiyotik tedavisi, bizmut

tuzlarının kullanımı, H2 reseptör blokeri veya proton pompa inhibitörlerinin kullanımı

ise yalancı olumsuz sonuçlara neden olabilir (104).
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2.8.2.2. Serolojik yöntemler

Serolojik testler ilk uygulanan non-invaziv testlerdir. Hastaların serumunda,

plazmasında ve sekresyonlarında IgG antikorlarının tespiti için geliştirilmiştir. Bu testler

mikroorganizma ile teması işaret eder, ancak hali hazırda devam etmekte olan bir

infeksiyonu göstermezler. H.pylori antikorları tedavi edilen hastalarda bile en az bir yıl

kanda ölçülebilir seviyelerde kalmaya devam eder. Buna karşılık, testlerdeki antijen

kalitesi ve uygulama farklılığı gibi sebeplerle özellikle de çocuklarda serolojik testlerle

olguların % 20-30’una yalancı negatif tanı konur. H.pylori tanısında ilk kullanılan

serolojik test ELISA’dır (Enzyme Linked Immunosorbent Assay). Onaltı farklı ticari

ELISA kiti kullanılarak yapılmış 21 çalışmaya ait metaanaliz sonuçları; bu testlerin

duyarlılığının % 85, özgüllüğünün de % 79 olduğunu göstermiştir. Testlerin doğruluk

oranı da % 78 (68-82) olarak bulunmuştur. Duyarlılık ve özgüllüğü artırmaya yönelik

çabalar sonucu vacA ve cagA gibi klinik ve patolojik önemi olan spesifik proteinlere

karşı antikor cevabını ölçebilen ELISA, Rekombinant IB ve Western Blot (WB) gibi

yeni serolojik yöntemler geliştirilmiştir (102,107).

2.8.2.3. Dışkıda antijen arayan testler (H.pylori Stool Antigen Tests)

Dışkıda H.pylori antijenlerini tespite yönelik testler non-invaziv testler arasında

yer alan ÜNT’ye en iyi alternatif olarak görülmektedir. Dışkıda H.pylori antijenlerini

tespit amacı ile kullanılan ve ticari olarak geliştirilmiş iki temel sistem bulunmaktadır.

Bunlardan ilki tavşanlardan elde edilen poliklonal antikorların kullanıldığı “Premier

Platinum HpSA” (Meridian Diagnostics, Inc., Cincinnati, Ohio) olup, poliklonal

antikorlar kullanılmaktadır. Bu testin, yüksek özgüllük göstermesine karşılık, özellikle

bakteri yoğunluğunun düşük olduğu örneklerde duyarlılığı genellikle düşük

bulunmuştur. Bir diğer test ise monoklonal antikor karışımının kullanıldığı “FemtoLab

H.pylori” (Connex GmbH, Martinsried, Germany) test kitidir. FemtoLab H.pylori

HpSA’dan daha duyarlı ve benzer özgüllükte bulunmuştur. Bu testlerin duyarlılıkları lot

bağımlı değişmekte ve kullanılan antijenler bilinmemektedir. 260 kDa ağırlığındaki

H.pylori katalaz enziminin antijen olarak kabul eden monoklonal antikorun kullanıldığı
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yeni bir antijen testi daha geliştirilmiştir. Katalaz antijeninin tüm hastaların dışkısında

görülen 3 antijenden birisi olması nedeni ile bu testin duyarlılık ve özgüllüğünün

oldukça yüksek olduğu bildirilmiştir (102,107).

2.9. H.pylori’nin Tedavisi

20. yüzyılın basından beri, peptik ülser patogenezinde “no acid, no ulcer”

kavramı, H.pylori’nin ülser patogenezindeki önemli yerinin tanımlanması ile

geçerliliğini yitirdi. Asit varlığı ülserde hala önemli olsa da, H.pylori infeksiyonunun

sağaltımı ülser tedavisi için gereklidir (117). Peptik ülser tedavisinde asit baskılayıcı

tedavinin yanında eğer H.pylori mevcutsa mutlaka tedavi yapılmalıdır (6,118).

H.pylori infeksiyonu eradikasyonunda infeksiyonun tekrarlama oranı çok

düşüktür (105). Birçok tedavi rejimi klinik olarak basit ve başarılı olmasına rağmen,

tedavi basarısızlığı gözlenebilmektedir. Bu nedenle H.pylori infeksiyonunun kolaylıkla

eradike edilemediği ve çoklu ilaç tedavisine gereksinim duyulduğu bildirilmektedir

(117).

İdeal tedavi; ucuz, yüksek oranda basarı, uygulama basitliği, iyi tolere edebilme

ve çok az yan etki gözlenmesi gibi özelliklere sahip olmalıdır. Tüm bu kriterlere sahip

olan tedavi rejimi olmamasına rağmen, tedavilerin çoğu iyi tolere edilebilir ve etkilidir

(117).

Hiçbir eradikasyon tedavisi %100 etkili değildir. Tedavi başarısı % 80 civarında

olmalıdır. Bu da hastanın uyumuna, tedavinin süresine ve bakterinin antibiyotiklere

direnç durumlarına bağlı olarak değişmektedir (119). H.pylori eradikasyonu güç olan bir

mikroorganizmadır. İn vitro olarak pek çok antibiyotiğe duyarlı olmasına rağmen, in-

vivo olarak tek ilaç ile eradikasyon pek mümkün değildir. Bunun sebepleri;

• Dirençli hatta birden fazla ilaca dirençli suşların bulunabilmesi

• Midenin boşalması ile ilaçların midede kalış sürelerinin kısalması

• Mukusun lümen ve epitel tarafındaki pH farklılıkları

• Özellikle asit pH’larda stabilitenin sağlanamaması

• Bakterinin mukusun derin tabakalarına yerleşmesi

Çalışmaların bir kısmında H.pylori infeksiyonunun GÖRH'e karşı koruyucu bir

rolü olmadığı gösterilirken (120), bir kısmında da bu organizmaya bağlı infeksiyonun
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reflü hastalığını ortaya çıkarabileceği veya daha önce var olan reflü hastalığını

alevlendirebileceği vurgulanmıştır (121). Batı toplumunda H.pylori infeksiyonu

sıklığındaki azalmayla birlikte GÖRH insidansının artması, H.pylori infeksiyonunu

GÖRH gelişimine karşı koruyucu rol oynayabileceği şeklinde bir düşüncenin ortaya

çıkmasına yol açmıştır. EHPSG’nin 2005 yılı uzlaşı raporuna göre H.pylori

eradikasyonun gastroözofageal reflüye neden olmadığı kabul edilmektedir. Reflü

hastalarında rutin olarak H.pylori için test önerilmemektedir. Ancak uzun süre proton

pompa inhibitörü (PPI) kullanacağı ön görülen hastalar için H.pylori eradikasyonun

faydalı olacağı ifade edilmiştir. PPI’lar ile derin asit baskılanması sağlandığında

özellikle korpus baskın gastriti olan bireylerde gastrik bezlerdeki hasarlanmanın

artabileceği, atrofik gastrit ve potansiyel olarak gastrit kansere neden olabileceği

nedeniyle reflü özofajiti tanısıyla uzun dönem PPI alacağı düşünülen hastalar için

inflamasyonu gerilemek amacıyla öncesinde H.pylori için eradikasyon verilmesi faydalı

olacaktır (6). Bugün için kabul gören bir görüş GÖRH'ün şiddeti ile H.pylori varlığı

arasında tersine bir ilişki olduğu şeklindedir. Çalışmalara göre Asya toplumlarındaki

GÖRH ile H.pylori prevelansı arasında negatif bir ilişki olduğu söylenebilirse de bu

ilişkinin doğası açıklanamamaktadır (6).

H.pylori’nin tedavisinde EHPSG, eradikasyon tedavisi için endikasyonlarını

belirlemiştir (Tablo 2.2).

Tablo 2.2: Maastrich 3-2005 Konsensüs raporuna göre, H.pylori eradikasyon tedavisi

vereceğimiz endikasyonlar

Tavsiye Edilen Endikasyonlar Bilimsel Delil Seviyesi

1. DÜ veya GÜ (aktif veya komplikasyon içermeyen) 1

2. MALT Lenfoma ( midede) 2

3. Atrofik Gastritis 2

4. Dispepsili Hastalar 2

5. NSAİİ 1-2

6. Birinci Derecede Ailesinde Mide Kanseri Olanlar 3

7. GÖRH 3

8. Daha Önce Mide Ameliyatı Olanlar 3

9. Hasta Bizzat Kendisi İçin Tedavi Arzu ediyorsa 4

10. Açıklanamayan Demir Eksikliği Anemisi 3-4
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2.9.1. H.pylori tedavisinde kullanılan ajanlar

H.pylori enfeksiyonun tedavisindeki amaç mikroorganizmayı tamamen elimine

etmektir. Bu nedenle günümüzde H.pylori’ye etkili antibiyotiklerin yanı sıra mide asit

sekresyonunu inhibe eden ajanlarda kullanılmaktadır.

2.9.1.1. Anti-sekretuvar ajanlar

Anti-sekretuvar ajanlar etiyolojisine bakılmaksızın ülserin iyilesmesini

hızlandırır. Asit gidericiler gibi ülserle iliskili rahatsızlıkları azaltır ve oldukça güvenilir

ajanlardır (117). H2-reseptör blokerleri geniş kullanımı olan anti-sekretuvar ajanlardır.

Parietal hücrelerde H2 reseptöründe histaminin geri dönüşümlü inhibitörleridir. H2-

reseptör blokerleri H.pylori’ye karşı antibakteriyal aktivite göstermezler (117). Proton

pompa inhibitörleri, gastrik parietal hücrelerin lümeninde hidrojen potasyum ATPaz

pompasında asit sekresyonunu geri dönüşümsüz olarak bloke eder. Bu pompa, hidrojen

iyonlarının gastrik lümene salınması ve gastrik salgının düşük pH çevresel

karakteristigini yaratarak parietal hücre mikrovillus membranında karşılıklı hidrojen ve

potasyum değişimini sağlar. PPI bağlanır ve lümen içi gastrik pH’yı arttırarak ATPazı

inhibe eder. PPI’ler, H2-reseptör blokerlerinden daha iyi pH kontrolü yapabilen en etkili

anti-sekretuvar ajanlardır (117). İn vitro çalışmalarda omeprazol, lansoprazol ve

pantoprazolün H.pylori üzerine bakteriyostatik etkili oldukları gösterilmiştir. Ancak etki

mekanizmaları çok açık değildir.

2.9.1.2. Antimikrobiyal ajanlar

H.pylori infeksiyonu tedavisinin temelini bakterinin duyarlı olduğu

antimikrobiyal ajanlar oluşturur. Antibiyotiklerin etkinlikleri, mide asiditesi ile

azaldığından bunların asit baskılayıcı bir ilaçla birlikte verilmesi gerekmektedir. İki ya
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da daha fazla antibiyotigin birlikte kullanılması, eradikasyon başarı oranını arttırır ve

dirençli suşların oluşma riskini azaltır (105).

· 2.9.1.2.1. Klaritromisin

H.pylori’ ye karsı in vitro olarak en iyi antimikrobiyal etkiye sahip ajanlardan

biridir. Bakteriyal ribozomlara baglanarak protein sentezini bozan ve bakteriyal hücre

ölümüne neden olan, aside en dayanıklı ve en düsük minimal inhibisyon

konsantrasyonununa (MIC) sahip bir makroliddir (117). Klaritromisin gastrik mukozada

yüksek konsantrasyonlarda bulunur, pH düşüşünden etkilenmez ve H.pylori için düşük

MIC değerine sahiptir. H.pylori ribosomuna yüksek derecede bağlanması açısından

önemli bir makroliddir.

· 2.9.1.2.2. Amoksisilin

In vivo olarak baktesidal etkili asit dayanıklı semisentetik penisilindir.

Amoksisilinle, ampisilinin 2 katı kadar yüksek kan konsantrasyonu sağlanır. Bunlar tek

başına kullanılırlarsa eradikasyon %20’yi geçmez. Amoksisilinin antimikrobiyal

aktivitesi pH bağımlıdır, pH artarsa MIC azalır. Amoksisilin konsantrasyonu antral

mukozada en yüksektir, korpus mukozasında ve mukus tabakasında daha düşük düzeyde

bulunur (117).

2.9.1.2.3. Nitroimidazoller

H.pylori tedavisi için en çok metronidazol ve tinidazol kullanılır. Metronidazole

direnç oranları giderek artmaktadır. Jinekolojik ve paraziter infeksiyonların tedavisinde

yaygın kullanılmaları, direnç oranlarının beklenenden de yüksek olabileceğini
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düşündürmektedir (122). Metronidazol, mikroaerofilik mikroorganizmalara seçici

olarak toksik etkili bir nitroimidazoldür. Metronidazol bir ön ilaçtır ve

mikroorganizmanın yıkımı ve sitotoksik ürünlerin üretimine neden olan ilaçların

kimyasal olarak reaktif indirgenmiş bir formudur. Metronidazol aktivitesi pH

bağımsızdır (117).

·          2.9.1.2.4. Tetrasiklin

Tetrasiklin aktivitesi gastrik asiditeden bağımsızdır. H.pylori eradikasyonunda

tetrasiklin için dünya genelinde <% 1 direnç oranı bildirilmektedir (117). Sıklıkla 2.

basamak tedavide 4’lü tedavi kapsamında kullanılırken, klaritromisin direncinin yüksek

olduğu bölgelerde 1. basamak tedavide de kullanılabilmektedir.

2.9.1.2.5. Kinolonlar

Tek başlarına kullanıldıklarında % 10 etkilidirler ancak üçlü tedavide başarı

oranını artırırlar (122). Bu amaçla kinolon olarak siprofloksasin, levofloksasin,

gatifloksasinin kullanıldığı çalışmalar mevcuttur. 9-16 saatlik yarılanma ömrü, renal

atılımı, günde tek doz kullanım kolaylığı ve düşük yan etki profili nedeniyle sıklıkla

levofloksasin tercih edilmektedir (123,124). Levofloksasin direnciyle ilgili farklı ülke

ve bölgelerden farklı sonuçlar alınmıştır. Levofloksasin içeren tedavi rejimleri sıklıkla

2. ve 3. basmak tedavide kullanırlarsa da 1. basamak tedavide kullanıldığı çalışmalar da

mevcuttur.

·         2.9.1.2.6. Bizmut

H.pylori’ye karşı direk olarak bakterisidal etkili topikal bir ajandır. Bizmut

organizmanın üreaz aktivitesi inhibe eder ve bakterinin gastrik epitelyal hücrelerde hızla
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yakalanmasına yol açabilir ve hızla bizmut tuzları ile kaplanan bakterinin lizisine neden

olur (125,126). Bizmut tuzlarına karşı herhangi bir direnç gelişimi yoktur (127,128).

2.9.2. Tedavinin düzenlenmesi

H.pylori infeksiyonu tedavisi için uygun rejimin seçilmesi için ilgili ilaçlar için,

maaliyetinin, kullanım şartlarının, etkinliğinin, yan etkilerinin, toplumdaki antibiyotik

direncinin, dozunun, kullanım süresinin ve pH bağımlı olup olmadığının bilinmesi

gereklidir.

Günümüzde peptik ülser hastalarında H.pylori’nin uzun dönem eradikasyonu

çeşitli antibiyotik kombinasyonları ile sağlanabilmektedir. Anti-sekretuar ilaçlara

dirençli gastrik ve duodenal ülserde infeksiyonun tedavisiyle ülserin iyileşmesi

hızlanmakta, gastrik asit süpresyonuna gereksinimi azalmakta ve en önemlisi

rekürrenslere ve ülser gelişimine karşı koruma sağlanmaktadır. H.pylori, başarılı bir

sekilde eradike edildiğinde gastrik ve duodenal ülser rekürrensi 1 yıl içerisinde % 10’un

altına düşmektedir (129). 1994 yılında “US National Institutes of Health Consensus

Conference”, “Avrupa Çalısma Grubu” ve “Avrupa Gastroenteroloji Primer Tedavi

Birliği” tarafından H.pylori ile enfekte tüm ülserli hastaların antimikrobiyallerle

tedavisini önermiştir ve bunun maliyet etkinliği yönünden oldukça faydalı olduğu

tanımlanmıştır. Bununla birlikte birçok ülkede ulusal tedavi rehberleri hazırlanmamıştır.

İlk olarak 1997 yılında Maastricht konsensus raporuyla çeşitli öneriler getirilmiş ve bu

öneriler Maastricht 2-2000 konsensus raporuyla yeniden düzenlenmiş ve

güncellenmiştir. Bu rehberlerde kimlerin nasıl tedavi edileceği tanımlanmaktadır (11).

Maastricht 3-2005 konsensus raporuyla günümüzdeki son düzenleme yapılmıştır (6).

Hastaların tedavisi için önerilen anahtar strateji “test et, tedavi et” yaklaşımıdır ve bu

yaklaşım, alarm semptomu olmayan, NSAII kullanmamış, persistan dispepsisi olan 45

yaş altı hastalarda önerilmektedir. Bu yaş, bölgesel gastrik kanser görülme yaşına göre

değişebilmektedir. Bununla birlikte fonksiyonel dispepsisi olan hastalarda H.pylori’nin

rolü ve tedavi ile ilgili tartışmalar hala devam etmektedir. Bu grup hastalarda ılımlı

bazen de önemli yarar sağlanabileceği ifade edilmiştir. İnfeksiyonun eradikasyonu ile

uzun dönem semptomların sürmesinin önlenebileceği gibi peptik ülser, atrofik gastrit ve

gastrik kanser gelişim riski de azalmış olacaktır (6). H.pylori prevelansının düşük
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olduğu (<% 20) bölgeler için PPI ile ampirik tedavi ya da “test et ve tedavi et” seçeneği

geçerlidir, eşit etkinlikte olduğu ifade edilmiştir (6).

2.9.2.1. Birinci basamak tedavi

H.pylori’nin gastrik mukoza ve mukus tabakasına yerleşimi nedeniyle

tedavisinde çesitli zorluklarla karşılaşılmaktadır. Birçok antibiyotik gastrik mukozadan

çok zayıf sekrete edilmekte veya midenin asit pH’sında inaktive olmaktadır. Bu nedenle

in-vitrodaki aktivite bazı durumlarda in-vivo’da görülmemektedir. Son 15 yıl boyunca

antibiyotik, PPI ve bizmut içeren çesitli ilaçların birçok kombinasyonu denenmiştir.

Birçok durumda da olduğu gibi ideal tedavinin, uygulaması kolay, ucuz, minimum yan

etkiye ve yüksek eradikasyon oranına sahip olması arzu edilmektedir. Bu kriterlere

dayanarak Maastricht 3-2005 konsensus raporunda antibiyotiklerle beraber PPI’ın

kullanıldığı çeşitli kombinasyon tedavileri önerilmiştir (6).

Standart doz PPI (2x1) + amoksisilin (2x1000mg) veya Metronidazol (2x400-

500mg) + Klaritromisin (2x500mg) 10-14 günlük tedavi rejimidir. Ancak bu tedavinin,

Klaritromisin direncinin % 15-20’den az olduğu toplumlarda kullanılması

önerilmektedir. Metronidazol direncinin % 40’ın altında olduğu toplumlarda PPI +

Klaritromisin + Metronidazol de (daha çok penisilin alerjisi olanlarda önerilebilir)

kullanılabilir.

Ancak, direnç sorunu nedeniyle pek çok ülkede ve bölgede direnç profili ve

etkinlik ile ilgili çalışmalar halen sürmektedir. İdeal alternatif tedavi rejimleri

oluşturulmaya çalışılmaktadır. Bizmut bazlı dörtlü tedavi rejimi de birinci sıra tedavi

olarak kullanılabilir. Bizmut subsalisilat (4x525mg) + Metronidazol (4x250-500mg) +

Tetrasiklin (4x500mg) + standart doz PPI (2x1) 10-14 gün süreyle kullanılabilir. Bu

durum ülkemiz için de geçerlidir.

Bir meta-analizin sonuçlarına, ilk konsensus raporlarında 7 gün olarak belirlenen

tedavi rejimini süresinin artık 14 gün olarak belirlenmesiyle eradikasyon oranında

yaklaşık olarak % 12’lik bir artış elde edilebilmektedir (130).

Eradikasyon başarısının giderek düşmesi ve dünya genelinde karşılaşılan

antibiyotik direnci problemi nedeniyle ardışık tedavi rejimleri gündeme gelmiştir.

Ardışık tedavide standart doz PPI (2x1) + amoksisilin (2x1000mg) 5 gün süreyle

verildikten sonra standart doz PPI (2x1) + klaritromisin (2x500mg) + tinidazol
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(2x500mg) olarak verilmektedir (131). Bu ardışık tedavi ile klaritromisin yerine

levofloksasinin (2x250mg) kullanıldığı tedavi rejimleri de mevcuttur. Yapılan bazı

çalışmalarda levofloksasin içeren ardışık tedavinin eradikasyon oranının klaritromisin

içeren tedavinin eradikasyon oranına göre daha üstün olduğu gösterilmiştir (131,132).

Üçlü standart birinci basamak tedavi ile hastaların yaklaşık % 50’sinde yan

etkiler gözlenmiştir ancak % 10’dan azında yan etkiler nedeniyle ilacın kesilmesi

gündeme gelmiştir (133). En sık karşılaşılan yan etkiler sıklıkla tat duyusunda

farklılaşma ve diyaredir. Amoksisilin, sıklıkla cilt döküntüsü ile birlikte olabilen allerjik

reaksiyona ve diyareye neden olabilir. Klaritromisin, tat duyusunda değişiklik yapmanın

yanı sıra, bulantı, kusma, karın ağrısı ve nadiren de QT uzaması durumuna neden

olabilir (134). Metronidazol ile nöbet, periferal nöropati, etanol ile gelişen disülfram

reaksiyonu gelişebilir. Metronidazol ile antikoagülan, lityum ve fenitoin gibi ilaçların

kan düzeylerinin artabileceği bilinmelidir (134).

Retrospektif olarak 3637 hastanın dahil edildiği ülke genelindeki bir çalışmada

1996 ile 2005 yılları arasında eradikasyon oranları % 79.4, % 83.7, % 81, % 81, % 75,

% 61, % 65, % 65, % 55 ve % 61 olarak saptanmıştır. Bu dönemdeki eradikasyon

süreleri 7-10-14 gündür. Genel popülasyonda tedavi süresinin eradikasyon başarısı

üzerinde belirgin etkili olmadığı sonucuna varılmış; ancak 14 günlük tedavinin

kullanıldığı dönemler 2003-2005 arasındadır. 14 günlük tedaviler, daha çok eradikasyon

başarısının düştüğü son yıllarda yapılmıştır. Subgrup analizinde son yıllar içinde 14

günlük ve 7 günlük tedavi rejimleri karşılaştırıldığında eradikasyon oranları sırasıyla %

62.5 ile % 47.7’dir. Eradikasyon sırasında kullanılan PPI’ın (omeprazol, lansoprazol,

pantoprazol, esomeprazol kullanılmış) ya da eradikasyon gerekçesinin eradikasyon

başarısında etkin olmadığı görülmektedir. Bu 10 yıllık epidemiyolojik verilerinin

derlenmesi sonucunda 2000 yılından sonra Türkiye’de eradikasyon başarısının ciddi

şekilde düştüğü gözlenmektedir (135).

Alternatif tedavi olarak pek çok tedavi yaklaşımı denenmiştir. Çin’de 1926 hasta

üzerinde, 11 klinik araştırmanın verileri incelendiğinde birinci sıra tedavide

klaritromisin yerine levofloksasin verilmiş. Levofloksasin içeren rejimin daha üstün

olduğu, etkin ve güvenli olduğu gösterilmiştir (136,137). Moksifloksasin’in kullanıldığı

birinci basamak tedavi ile klaritromisinin kullanıldığı tedavi rejimleri

karşılaştırıldığında moksifloksasin kullanan grupta eradikasyon başarısı % 84 iken

klaritromisin içeren grupta bu oran % 73.6 olarak saptanmıştır. Furazolidonlar ise

birinci tedavi için ucuz ve etkin bir seçenektir. Furazolidonlar, standart 3’lü tedavi ile
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karşılaştırıldığında eradikasyon başarısı oranları sırasıyla % 81.4 ile % 71.7 olara

saptanmıştır. Ancak bu nitrofuran türevine ulaşmak her zaman mümkün değildir (138).

Daha çok İtalya’dan gelen çalışmalar doğrultusunda 10 günlük ardışık tedavinin

standart 3’lü tedaviye üstün olduğu gösterilmişse de bunun doğruluğunun diğer

toplumlarda da gösterilmesi için daha fazla çalışmaya ihtiyaç vardır (139-141). Bizmut

içeren 4’lü rejimin standart tedaviden daha üstün ama ardışık tedaviden daha az etkin

olduğu söylenebilir (142,143).

Fluorokinolonların in vitro ortamda H.pylori’nin büyümesini etkin şekilde inhibe

ettiği gösterilmiştir. Levofloksasin içeren tedavi rejimlerinin birinci sıra tedavide

kullanıldığı pek çok çalışma vardır. H.pylori eradikasyonunda kullanılabilen diğer

fluorokinolonlar ise garenoksasin, gatifloksasin, moksifloksasin, trovafloksasin gibi

ajanlardır (144,145).

2009’da Taiwan’da 432 hasta üzerinde yapılan 7 günlük levofloksasin ve 7

günlük klaritromisin içeren tedavilerin etkinliklerinin karşılaştırıldığı bir randomize

çalışmada eradikasyon başarı oranları sırasıyla % 74 ve % 83 saptanırken, bu tedavi

rejimleri 2.basamak tedavi olarak kullanıldıklarında bu oranlar sırasıyla % 76 ve % 60

olarak saptanmıştır (146). 2007-2008’de Hong Kong’da 300 hasta üzerinde yapılan bir

çalışmada 7 günlük klaritromisin içeren üçlü tedavi ile levofloksasin içeren üçlü tedavi

karşılaştırılmış, bu çalışmada levofloksasin 1x500 mg dozunda kullanılmış sırasıyla

eradikasyon başarı oranları sırasıyla % 92 ve % 85 olarak saptanmıştır (147). İtalya’da

2008-2009’da yapılan 375 hasta üzerinde yapılan bir başka çalışmada levofloksasin

içeren ardışık tedavi rejiminin başarısı 250 mg levofloksasin ve 500 mg levofloksasin

ile sırasıyla %96 ve 98 olarak saptanmıştır (131). 2010’ da Zagreb, Hırvatistan’da 150

H.pylori pozitif hastaya birinci basamak tedavi olarak moksifloksasin içeren 3’lü tedavi

7 ve 10 günlük rejim planıyla verilmiş, 138 hasta çalışmayı tamamlamış. Eradikasyon

başarıları sırasıyla % 84 ve % 90 olarak saptanmıştır. Bu çalışmada primer

moksifloksasin direnci % 6 olarak saptanmıştır (148).

2008’de Türkiye’de Ege Bölgesinde 63 hasta üzerinde yapılan bir çalışmada

Levofloksasin içeren 14 günlük ardışık tedavi rejimi ile eradikasyon oranı  % 82 olarak

saptanmıştır (149). 2010 yılında Türkiye’den yayınlanan, Ankara’da 91 hasta üzerinde

yapılan bir çalışmada birinci basamak tedavi için levofloksasin içeren üçlü tedavi 7 ve

14 olmak üzere hastalara verilmiş, eradikasyon başarı oranları sırasıyla % 34 ve % 72

olarak saptanmıştır (150). Levofloksasin içeren üçlü tedavinin daha çok birinci
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basamakta başarısızlık olması durumunda kullanılmasını öneren çalışmalar da

mevcuttur (146).

2.9.2.2. İkinci basamak tedavi

Şu anki etkin tedavi rejimlerine rağmen hastaların % 20-30’unda H.pylori

eradikasyonu başarısız olmaktadır. Başarısızlık genellikle bakteriyel direnç veya

hastanın tedaviye zayıf uyumu nedeniyle olmaktadır. Birinci basamak tedavinin

başarısız olduğu durumlarda kullanılacak tedavi şekli şu an kesinlik kazanmamıştır.

Fakat Maastricht 3-2005 raporunda, PPI ve bizmut, metronidazol ve tetrasiklin içeren

4’lü tedavi önerilmektedir (6). Hem klaritromisin hem de metronidazole direnç varlığı

ikincil tedavideki en büyük sorundur. Metronidazole karşı gösterilebilen in vitro

direncin sıklıkla in vivo direnci yansıtmayacağı unutulmamalıdır. Bu nedenle

klaritromisin için geçerli olabilen tedavi öncesi metronidazol direnci bakılması

önerilmemektedir. Bizmutun pek çok ülkede bulunamıyor olması sorunun başka bir

boyutudur. Bu durumda bizmutun kullanılmadığı PPI (2x1) + Tetrasiklin (4x500) +

Metronidazol (4x250-500mg) kullanılabilir.

2.9.2.3. Üçüncü basamak (kurtarma) tedavisi

Kurtarma tedavileri antibiyotik direnç profillerine göre belirlenmelidir.

Öncelikle levofloksasin olmak üzere fluorokinolonların, furozolidin, rifabutinin veya

rifampisinin kullanıldığı tedavi rejimleri mevcuttur. Burada, bir anti-tüberkükoz

etkinliği olan rifabutinin, tüberkülozun yaygın olduğu bölgelerde öncelikle tercih

edilmemesi, kullanılacaksa dikkatli olunması vurgulanmaktadır. Levofloksasin ile ilgili

iyi eradikasyon oranları bildirilse de (151,152) daha sonra levofloksasin ile yapılan bazı

çalışmalarda levofloksasin direncinin % 20’lere ulaştığını göstermiştir. Probiyotiklerin

H.pylori tedavisine alternatif olarak kullanıldığı birçok çalışma yapılmış fakat yeterli

düzeyde başarılı bulunmamıştır (153).
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Tablo 2.3 : Helicobacter pylori için önerilen tedavi rejimleri

BİRİNCİ BASAMAK TEDAVİ

Standart doz PPI (2x1)

Amoksisilin (2x1000mg) veya Metronidazol (2x400-500mg)

Klaritromisin (2x500 mg)

10-14 gün

Ardışık Tedavi (Birinci Sırada Alternatif)

Standart doz PPI (2x1) + Amoksisilin (2x1000 mg) 5 gün süreyle

Ardından standart doz PPI (2x1) + Klaritromisin (2x500mg) + Tinidazol

(2x500mg) 5 gün süreyle.

İKİNCİ BASAMAK TEDAVİ**

Bizmut subsalisilat (4x525mg)

Metronidazol (4x250-500mg)

Tetrasiklin (4x500mg)

Standart doz PPI (2x1)

10-14 gün süreyle

Üçüncü Basamak Tedavi (Kurtarma Tedavisi)

Antibiyotik duyarlılık testleri sonrasında belirlenmesi uygundur *

2.10. Antimikrobiyal Direnç

H.pylori, glikopeptidlere, cefsulidine, polimiksinlere, nalidiksik aside,

trimetoprime, sulfonomidlere, nistatine, amfoterisin B’ye, sikloheksimide doğal olarak

dirençliyken sefsulidin dışı beta laktamlara, fosfomisine, makrolidlere,

aminoglikozidlere, tetrasikline, kloramfenikole, rifampisine, fluorokinolonlara, 5-

nitroimidazollere duyarlıdır (154).

Avrupa Helicobacter Çalışma Grubu’nun 1997’de önerdiği eradikasyon rejimi

ile başlangıçta % 80-90 olan eradikasyon başarısı artık günümüzde % 70-80’lere, hatta

bazı ülkelerde ve bölgelerde % 60 düzeyine dek inmiştir (135,155).

Diğer infeksiyonlar için de sık kullanılan, klaritromisin ve metronidazol başta

olmak üzere antibiyotikler için gelişen direnç sorunu eradikasyon başarısının

azalmasındaki en büyük etkendir. Eradikasyon başarısını azaltan diğer nedenler ise;
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hasta uyumsuzluğu, yetersiz süre ve dozda ilaç kullanımıdır. H.pylori’nin antibiyotik

duyarlılığı genellikle E-test, agar dilüsyon ve disk difüzyon gibi kültür temelli metotlar

ile antibiyotiklerin MIC düzeylerinin saptanmasında kullanılmaktadır. Ancak zaman

alıcıdır ve sonuçlar değişkenlik gösterir. Hücre geçirgenliği, inokülasyon miktarı,

inkübasyon şartları ve büyüme ortamı gibi faktörler sonucu etkileyebilir. Moleküler

temelli metodlar bu faktörlerden bağımsızdır ve alternatif yöntemlerdir. Bu testler

tekrarlanabilir sonuçlar verir ve kolaylıkla standardize edilir. Ayrıca, kültür temelli

testlerden daha hızlıdır ve gastrik biyopsi örneklerine direk olarak uygulandığı zaman,

sonuç üst GİS endoskopinin yapıldığı gün elde edilebilir (154). H.pylori’de antibiyotik

direnci oldukça yaygındır, prevalansı ülkelere, bölgelere göre faklılık gösterirken,

direnç oranları artış göstermektedir.

Metronidazol direnci H.pylori’de en yaygın antimikrobiyal dirençtir. Gelişmekte

olan ülkelerde H.pylori’de metronidazol direnç oranı yüksek olmasına karşın,

endüstrileşmiş ülkelerde H.pylori suşlarının yaklaşık %35’i metronidazol dirençlidir ve

bazı bölgelerde ise çoğu H.pylori suşları metronidazol dirençlidir. Bu jinekolojik, dental

ve paraziter hastalıklarda nitroimidazol ve Metronidazolün yaygın kullanımıyla

ilişkilidir (154,156). Makrolidlerin toplumda yaygın olarak kullanılıyor olması direnç

gelişimi için kolaylaştırıcı bir faktördür. Japonya’da 1993-2000 yılları arasında

eritromisin kullanımında 4 kat artış bildirilirken eş zamanlı H.pylori direncinin de bu

yıllarda 4 kat kadar arttığı bilinmektedir. Levofloksasin direnci de klaritromisin gibi o

bölgenin ilaç kulanım alışkanlıklarından, farklılıklardan etkilenir. Burada DNA gyraz A

genindeki mutasyonların direncin ana nedeni olduğu düşünülmektedir(65).

H.pylori’de klaritromisin direncinin prevalansı Metronidazol direncine göre

düşüktür. Endüstrileşmiş ülkelerde, H.pylori suşlarının yaklaşık % 10’u klaritromisin

dirençlidir. Gelişmekte olan ülkelerde, klaritromisine karşı direnç oranı daha yüksektir

ve % 25-50 arasında değişmektedir (154). Klaritromisin direnci Amerika’da % 5-14,

Avrupa’da % 10’un üzerinde bildirilmektedir (117,157). Son yıllarda ülkemizde bu

direnç oranı, bir çalışmada % 16.8, diğer çalışmalarda ise % 52-56 olarak bildirilmiştir

(158-160).

Taiwan’da 2007 yılında yapılan bir çalışmada primer amoksisilin, klaritromisin

ve metronidazol dirençleri çalışılmış ve sırasıyla % 36.1, % 13.5 ve % 51.9 olarak

saptanmıştır (161). Metronidazol direnci Avrupa genelinde % 15-40 arasında iken

USA’da % 20-35, Meksika’da % 76, Brezilya’da % 53, Japonya’da % 9-12 ve Kore’de

% 40 düzeyindedir (163-171). Dünya genelinde amoksisilin ve tetrasiklin direnci %
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1’den azdır (163-171). H.pylori’de amoksisilin direnci ve tetrasiklin direncinin 20.

yüzyılın sonlarına kadar olmadığı ya da çok ender olduğu bildirilmiştir. H.pylori’de

amoksisilin ve tetrasiklin direncinin insidansının özellikle bu antibiyotiklerin reçetesiz

elde edilebildiği belli coğrafik bölgelerde arttığı görülmektedir. 2006’da, 65 hastanın

biyopsi örneklerinde primer antibiyotik dirençlerinin incelendiği Kore’de yapılan bir

çalışmada amoksisilin direnci % 18.5, klaritromisin direnci % 13.8, tetrasiklin direnci %

12.3, siprofloksasin direnci % 33, levoloksasin direnci % 21.5, moksifloksasin direnci

%21 olarak saptanmıştır (192). Belçika’da, Fransa’da, İtalya’da ve Almanya’da primer

siprofloksasin ve levofloksasin direnci % 16.8-23 arasında bulunmuştur

(61,111,173,174). 2010’da İran’ın Kuzey bölgesinde 132 hastanın biyopsi örnekleri

incelenmiş, klaritromisin direnci % 30, amoksisilin direnci % 6.8, tetrasiklin direnci ise

% 9 olarak saptanmıştır (175). Çin’de 2000-2009 yılları arasında 293 izolatın

incelendiği bir çalışmada; klaritromisin (% 8.6, % 9 ve % 20.7) ve levofloksasin

(%10.3, % 24, %32.5) için giderek artan dirence dikkat çekilmiştir (176).

2.10.1 Türkiye’de antimikrobiyal direnç durumu

Türkiye’de ise H.pylori’nin epidemiyolojik özellikleri ve direnç durumları ile

ilgili yapılan bir çalışmada H.pylori’nin daha çok erken yaşlarda kazanıldığı, erişkin

nüfusun yaklaşık olarak % 70-80’inde H.pylori infeksiyonun olduğu bildirilirken 1999-

2001’de e-test yöntemiyle 66 H.pylori izolatında klaritomisin direnci % 24

saptanmışken 2001 yılından sonraki dönemde bu oranın % 37’ye yükseldiği

gösterilmiştir (58,177). 1997-2005 yılları arasında bir başka çalışmada klaritromisin

direnci % 8.8.-24.2 olarak saptanmıştır (177). Ege Bölgesi’nde yapılan bir çalışmada

2005 yılında Real-time PCR (RT-PCR) ile klaritromisin direnci % 35 olarak saptanırken

bu çalışmada standart eradikasyon tedavisi ile eradikasyon başarısı oranı % 81.3 olarak

saptanmıştır (178). Yine Ege Bölgesinde RT-PCR ile 110 hasta üzerinde klaritromisin

direnci % 48.2 olarak saptanmıştır (179). 2009’da Bursa’da yapılan bir çalışmada 31

H.pylori suşuna ait antibiyotik direnç profili incelenmiş, amoksisilin, klaritromisin,

tetrasiklin ve siprofloksasin için direnç durumu sırasıyla %3.2, %41, % 3.2 ve % 45

olarak saptanmıştır (180). 2005-2006 arasında Mersin’de 37 H.pylori izolatından PCR

yöntemi ile klaritromisin direnci çalışılmış ve % 40.5 olarak saptanmıştır (181).
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. Hastalar

Çalışmaya alınan hastalar, Sütçü İmam Üniversitesi Tıp Fakültesi Hastanesi

Gastroenteroloji Bilim Dalı polikliniğine Ocak 2013 - Haziran 2013 tarihleri arasındaki

6 aylık süre içerisinde dispeptik yakınmalar ile başvuran hastalardan, daha önce

H.pylori için eradikasyon tedavisi almamış, üst GİS endoskopi gerekliliğine karar

verilmiş hastalar arasından dahil edilme ve dışlanma kriterlerine uygun olarak seçildi.

Çalışmaya, KSÜTF etik kurul onayı alındıktan sonra başlandı. Çalışmaya alınan

tüm hastalardan bilgilendirilmiş onam formu alındı.

Çalışmaya dahil edilme kriterleri aşağıdaki gibidir:

· Dispepsi nedeniyle üst GİS endoskopisi planlanan

· Erişkin yaştaki (>17yaş),
· Daha önce H.pylori için eradikasyon tedavisi almamış hastalar

Çalışmadan dışlanma kriterleri aşağıdaki gibidir:

· Üst gastrointestinal sistem kanaması bulunan,

· Gebelik ya da emzirme döneminde olan,

· Gastroduodenal cerrahi öyküsü olan

· H.pylori eradikasyonunda kullanılması planlanan antibiyotiklerden

herhangi birine karşı alerji öyküsü bulunan,

· Çalışmadan 12 hafta öncesine kadar antibiyotik ve/veya proton pompa

inhibitörü (PPI) kullanmış olan ve daha önce H.pylori eradikasyonu

uygulanmış olan hastalar.

3.2. Endoskopi İşlemi, Biyopsi Örneklerinin Alınması ve Taşınması

Çalışmaya alınan hastaların üst GİS endoskopileri yapıldı. Her işlemden önce

fiberoptik endoskop ve biyopsi forsepsleri %2 lik gluteraldehit solusyonunda 5-20 dk.
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süreyle dezenfekte edildi. Gluteraldehit H.pylori’nin canlılığını yitirmesine neden

olabileceğinden endoskop ve forseps iyice distile su ile yıkanarak gluteraldehitten

arındırıldı. Üst GİS endoskopi bulguları not edildikten sonra, hastalardan kültür ve

duyarlılık testi için midenin antrum ve korpus bölgesinden birer örnek alınırken, PCR

için de birer örnek alındı. Ayrıca HPL inceleme amacıyla da bir olmak üzere toplamda 5

adet biyopsi alındı.

Biyopsi örnekleri % 3 gliserin içeren Beyin Kalp İnfüzyon Buyyonu (BHIB)

içerisine alınarak en geç 2 saatte laboratuvara ulaştırıldı ve H.pylori genotiplemesi için

kullanılmak üzere ekstrakte edilene kadar -20 oC’de saklandı.

3.2.1. Beyin kalp infüzyon buyyonu

Biyopsi örneklerinin laboratuvara taşınması amacı ile kullanıldı (Oxoid,

Basingstoke, Hampshire, England). Hazır toz besiyerinden 37 gram alınıp 1000 ml

distile suda çözülerek, otoklavda 121 ºC’de 15 dakikada steril edildi. Üzerine otoklavda

steril edilmiş gliserinin alt fazından son konsantrasyonu % 3 olacak şekilde eklenerek

karıştırıldıktan sonra tüplere ikişer ml döküldü.

3.3. Biyopsi örneklerinin Mikrobiyolojik Açıdan İncelenmesi

3.3.1. Fenotipik inceleme

Antrum ve korpus örneklerinden birer tanesi H.pylori’nin kültür ortamında

izolasyonu ve antibiyotik duyarlılık tespiti için kullanılırken, ikinci örneklerden ekstrakte

edilen DNA genotipik incelemede kullanılmak üzere -20 oC’de saklandı.

3.3.1.1. Kültür ortamında H.pylori izolasyonu

Fenotipik inceleme için ayırdığımız biyopsi örnekleri steril cam baget yardımı ile

mekanik olarak parçalandıktan sonra H.pylori izolasyonu için, %7 at kanı, Helicobacter
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pylori selective supplement “Dent” (Oxoid, Hampshire, England) ve Vitox supplement

(Oxoid, Hampshire, England) içeren modifiye Columbia Agar (HIMEDIA, India)

besiyerlerine ekildi. Besiyerleri % 80 N, % 15 CO2 ve % 5 O2 içeren mikroaerofilik

atmosfer sağlayan GasPak Campy container system (Becton, Dickinson and Company,

USA) ilaveli kavanozda 37 oC’de 4-7 gün süre ile inkübe edildi. İnkübasyon periodu

sonunda, besiyerlerinde üreyen 0.3-0.5 mm çaplı, gri, opak, non-hemolitik, S tipi koloni

oluşturan gram negatif vibriolar oksidaz ve üreaz enzim aktiviteleri yönünden araştırılarak

H.pylori tanısına gidildi.

3.3.1.2. Antibiyotik duyarlılık tespiti

Kültürde izole edilen H.pylori suşlarına bir antibiyotik duyarlılık testi olan E-

test yapıldı. E-test, üzerine konduğu agara içerdiği antibiyotik konsantrasyonunun hızlı,

düzenli ve stabil olarak difüze olmasını sağlayan bir striptir. Striplerin üzerinde

antibiyotik konsantrasyonunu gösteren bir çizelge bulunur. İnkübasyon süresi sonunda

oluşan inhibisyon zonunun, E-test stripini kestiği noktada çizelge üzerinde yazan

konsantrasyon değeri, MIK değerini gösterir.

Çalışmamızda amoksisilin, klaritromisin, tetrasiklin ve levofloksasin E-test

stripleri kullanıldı. Saf olarak elde edilen H.pylori kültürlerinden alınan kolonilerle

Brucella sıvı besiyeri içinde McFarland 3 bulanıklığına göre hazırlanan bakteri

süspansiyonundan %7 at kanlı Mueller Hinton Agar yüzeyine steril eküvyonla

sürülerek ekim yapıldı. Test edilen dört antibiyotik için ayrı birer plak kullanıldı.

Steril penset yardımıyla alınan E-test stripleri plaklara yerleştirildi. Bütün işlemler

bakteri süspansiyonu hazırlandıktan sonra 15 dakika içinde tamamlandı. Plaklar

mikroaerofilik ortamın (% 5 O2, % 10 CO2, % 85 N2) CampyGen ile sağlandığı,

jarlara konularak 37˚C’de 3-5 gün inkübe edildi. Kontaminasyon içeren plaklar

çalışmadan çıkartıldı. İnkübasyon sonunda elips şeklindeki inhibisyon zonunun E-test

stribi ile kesiştiği noktaya karşılık gelen antibiyotik konsantrasyonu MIK değeri

olarak kabul edildi. E-test yöntemi henüz standardize edilememiştir. Bu çalışmada

British Society for Antimicrobial Chemotherapy’ nın (BSAC) 2013 yılında belirlediği

direnç sınırları kabul edildi (tablo 3.1).
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Tablo 3.1: Kullanılan antibiyotikler ile ilgili referans alınan MIC değerleri

Antimikrobiyal Ajan Duyarlı (S) Orta Derecede

Duyarlı (I)

Dirençli (R)

AMOX. 0.12 - 0.12
CLA. 0.5 0.5 0.25

LEVO. 1 - 1
TETR. 1 - 1

AMOX, amoksisilin; CLA, Klaritromisin; LEVO, Levofloksasin; TETR, tetrasiklin.
(BSAC 2013’ e göre)

3.3.2. Genotipik inceleme

Mide biyopsi örneklerinden DNA ekstraksiyonu yapıldı ve bu ekstraktlar önce

glmM gen dizisinin tespiti yönünden spesifik primerler yardımı ile PCR yöntemi ile

incelendi. glmM geni pozitif bulunan örnekler H.pylori pozitif kabul edilerek, onların

DNA ekstraktları genotip tayini yönünden cagA ve vacA genlerinin tespiti için PCR,

klaritromisin direncinin tespiti için PCR-RFLP, levofloksasin direncinin tespiti için de

DNA Dizi Analizi yöntemleri ile değerlendirildi.

3.3.2.1. Biyopsi örneklerinden DNA ekstraksiyonu

Bu çalışmada biyopsi örneklerinden H.pylori DNA’sının ekstraksiyonu için
QIAamp DNA Mini Kit (Qiagen, Hilden, Germany) doku ekstraksiyon kiti kullanıldı.

3.3.2.1.1. Uygulama

1. Yaklaşık 25 mg doku örnekleri 1.5 ml’lik eppendorf tüplerine alındı. Bunların
üzerlerine 180 μl ATL buffer (doku lizis tamponu) ve 20 μl pK (proteinaz K)
eklenip vortekslendi ve 56 oC’de bir gece bekletilerek tam olarak erimesi
sağlandı.
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2. İnkübasyondan sonra kısaca santrifüj (short spin) edildi (kapakta sıvı kalmaması
için). Üzerine 200 μl AL buffer (guanidine hydrochloride + guanidine tuzları)
eklenip 15 sn pulse vorteks yapıldı ve 70 oC’de 10 dk bekletildi. Kısaca santrifüj
(short spin) edildi.

3. Üzerine 200 μl etanol (% 96-100) eklenip 15 sn pulse vorteks yapıldı. Kısaca
santrifüj (short spin) edildi.

4. Karışım 2 ml’lik toplama tüpü içindeki QIAamp spin kolonlara kenarlarını
ıslatmadan boşaltıldı ve 6000 x G’de 1 dk santrifüj edildi (HERAEUS Biofuge
Primo R). Spin kolon yeni bir toplama tüpüne aktarıldı, içi sıvı dolu olan tüp
atıldı.

5. Filtrenin üzerine kenarlarını ıslatmadan 500 μl AW1 buffer (yıkama solusyonu:
guanidium isothiocyanate + ethanol) eklenip 6000 x G’de 1 dk santrifüj edildi.
Spin kolon yeni bir toplama tüpüne aktarıldı, içi sıvı dolu olan tüp atıldı.

6. Filtrenin üzerine kenarlarını ıslatmadan 500 μl AW2 buffer (yıkama solusyonu:
yüksek konsantrasyonda tuz + ethanol + sodium azide) eklenip 20000 x G’de 3
dk santrifüj edildi (Eğer istenirse, spin kolon yeni bir toplama tüpüne aktarılır,
içi sıvı dolu olan tüp atılır ve bu aşama tekrar edilir).

7. Spin kolon yeni temiz bir 1.5 ml’lik eppendorf tüpüne aktarıldı. Üzerine 200 μl
AE buffer veya distile su eklendi ve oda ısısında 1 dk bekletilip, 6000 x G’de 1
dk santrifüj edildi. Spin kolon atıldı ve tüpteki sıvıda DNA kaldı (İstenirse, bu
aşama da tekrarlanabilir).

Ekstrakte edilmiş DNA içeren tüpler, Optimum-One UV-VIS spektrofotometre

(Chebios, Rome, Italy) ile 260 nm dalga boyunda DNA yoğunluğu yönünden incelendi

ve yoğunluklarının amplifikasyonlar için yeterli olduğu (>3 μg/ml) tespit edildi. Daha

sonra bu tüpler araştırılacak olan gen bölgelerinin amplifikasyonları tamamlanıncaya

kadar -20 oC’de saklandı.

3.3.2.2. PCR yöntemi ile H. pylori ve genotip tespiti

3.3.2.2.1. Amplifikasyon

Amplifikasyon aşamalarının gerçekleştirilmesi için Thermal Cycler 2720

(Applied Biosystems, CA, USA 2720 Termal Cycler) kullanıldı.
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3.3.2.2.1.1. H.pylori glmM geninin amplifikasyonu

glmM geninin varlığını PCR ile göstermek için bu gene ait 294 bp

uzunluğundaki fragmenti hedef alan glmM1-F (5’-AAG CTT TTA GGG GTG TTA

GGG GTT T-3’) ve glmM2-R (5’-AAG CTT ACT TTC TAA CAC TAA CGC-3’)

primerleri kullanıldı (Tablo 3.2). Amplifikasyon 10 mM Tris-HCl [pH 8.3], 50 mM

KCl, 1.5 mM MgCl2, herbir dNTP’den 200 μM, herbir primerden 25 pmol, 2.5 U Taq

polymerase ve 5 mikrolitre kalıp DNA içeren toplam 50 mikrolitre PCR karışımında

gerçekleştirildi. Amplifikasyon aşamaları aşağıdaki şekilde tamamlandı:

1. 94 oC’de 4 dak. - ilk denaturasyon

2. 93 oC’de 1 dak. - denaturasyon

55 oC’de 1 dak. - bağlanma (annealing)          35 döngü

72 oC’de 1 dak. - uzama (extension)

3. 72 oC’de 7 dak. - son uzama (extension)

Amplifikasyon ürünleri etidyum bromürlü % 2’lik agaroz jel elektroforezi ile

incelendi ve glmM geni pozitif bulunan örnekler H. pylori pozitif kabul edilerek

genotipik incelemelerde kullanıldı.

3.3.2.2.1.2. cagA geninin amplifikasyonu

cagA varlığını PCR ile göstermek için bu gene ait 349 bp uzunluğundaki gen

bölgesini hedef alan cagA-F1 (5’-GAT AAC AGG CAA GCT TTT GAG G-3’) ve

cagA-B1 (5’-CTG CAA AAG ATT GTT TGG CAG A-3’) primerleri kullanıldı (Tablo

…). Amplifikasyon 10 mM Tris-HCl [pH 8.3], 50 mM KCl, 1.5 mM MgCl2, herbir

dNTP’den 200 μM, herbir primerden 25 pmol, 2.5 U Taq polymerase ve 5 mikrolitre

kalıp DNA içeren toplam 50 mikrolitre PCR karışımında gerçekleştirildi.

Amplifikasyon aşamaları aşağıdaki şekilde tamamlandı:

1. 95 oC’de 4 dak. - ilk denaturasyon

2. 94 oC’de 1 dak. - denaturasyon

55 oC’de 1 dak. - bağlanma (annealing)          35 döngü

72 oC’de 1 dak. - uzama (extension)

3. 72 oC’de 7 dak. - son uzama (extension)
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3.3.2.2.1.3. vacA geninin amplifikasyonu

vacA varlığını PCR ile göstermek amacı ile bu gene ait 259 bp veya 286 bp

uzunluğundaki gen bölgesini hedef alan ve bu gen için son derece spesifik olan

VacAva1-F (5’-ATG GAA ATA CAA CAA ACA CAC-3’) ve VacAva1-R (5’-CTG

CTT GAA TGC GCC AAA C-3’) primerleri kullanıldı (Tablo …). Amplifikasyon 10

mM Tris-HCl [pH 8.3], 50 mM KCl, 1.5 mM MgCl2, herbir dNTP’den 200 μM, herbir

primerden 25 pmol, 2.5 U Taq polymerase ve 5 mikrolitre kalıp DNA içeren toplam 50

mikrolitre PCR karışımında gerçekleştirildi. Amplifikasyon aşamaları aşağıdaki şekilde

tamamlandı:

1. 95 oC’de 4 dak. - ilk denaturasyon

2. 94 oC’de 1 dak. - denaturasyon

52 oC’de 1 dak. - bağlanma (annealing)          35 döngü

72 oC’de 1 dak. - uzama (extension)

3. 72 oC’de 7 dak. - son uzama (extension)

Tablo 3.2. Çalışmamızda kullanılan primerler.
Gen Primer Primer Dizisi a

(5’ – 3’ yönünde)

PCR Ürününün

Boyutu (Konum)

glmM glmM1-F

glmM2-
R

AAG CTT TTA GGG GTG TTA GGG GTT
T

AAG CTT ACT TTC TAA CAC TAA CGC

294 bp

(784-1077)

cagA CagA-F1

CagA-B1

GAT AAC AGG CAA GCT TTT GAG G

CTG CAA AAG ATT GTT TGG CAG A

349 bp

(1228-1576)

vacA VA1-F

VA1-R

ATG GAA ATA CAA CAA ACA CAC

CTG CTT GAA TGC GCC AAA C

259 bp

(797-1055)

286 bp

(284-569)

23S
rRNA

CRF-4 F

CRR-1 R

AGTGGAGGTGAAAATTCC

TAAGAGCCAAAGCCCTTAC

135 bp (2108-2242)

gyrA gyrA-F

gyrA-R

TTTRGCTTATTCMATGAGCGT

GCAGACGGCTTGGTARAATA

428 bp (75-502)
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3.3.2.2.2. Agaroz jel elektroforezi

Amplifikasyon ürünleri etidyum bromürlü % 2’lik agaroz jel elektroforezi ile

araştırıldı. Hem tank tamponu olarak, hem de agaroz jelinin hazırlanmasında TBE

tamponu kullanıldı. TBE (Tris, Borik asit, EDTA) konsantre şeklinde (10xTBE) stok

solusyon olarak hazırlandı ve gerektikçe, 1xTBE olacak şekilde sulandırıldı.

3.3.2.2.2.1. 10xTBE tamponunun hazırlanması

108 gr            Tris-Base

55 gr              Borik asit

8.3 gr             EDTA

eritilip distile su ile 1000 ml’ye tamamlandı (pH: 8.8).

3.3.2.2.2.2. Uygulama

1. 10xTBE 1xTBE şeklinde sulandırıldı.

2. Eridiğinde % 2’lik jel oluşturacak şekilde agaroz tartılıp bir balon içerisine
konuldu.

3. Üzerine 1xTBE tamponu (% 2’lik jel oluşturacak hacimde) ilave edilerek
mikrodalga fırında eritildi.

4. Bir süre bekleterek (60 oC’nin altına düşmeyecek şekilde) soğutuldu.

5. İçerisine etidyum bromid (30 ml’lik jel için 3-4 µl (10 mg/ml’lik stok) yeterlidir)
eklenerek karıştırıldı.

6. Önceden hazırlanmış ve tarakları uygun olarak yerleştirilmiş jel kalıp tepsisinin
üzerine yavaşça döküldü.

7. Oda sıcaklığında 20-30 dk bekletilerek katılaşması sağlandı.

8. Jel kalıbı tanka (OWL Separation Systems Model B2 Mini Gel Electrophoresis
System) yerleştirilerek taraklar yavaşça çıkarıldı.

9. Örneklerden 5’er µl alınarak parafilm üzerinde 3 µl yükleme tamponu (% 20
sükroz, % 0.25 brom fenol mavisi (1xTBE ile hazırlanmış)) ile karıştırılarak,
açılan her kuyuya bir örnek olacak şekilde konuldu (İlk kuyuya DNA markeri
yüklenir).

10. Tankın güç kaynağı (LABNET International Power Station 300) (Şekil 3.1)
çalıştırılarak 80 mA – 120 V akım verildi.

11. Brom fenol mavisinin migrasyonu takip edilerek jelin 2/3’lik kısmına
ulaştığında elektroforez durduruldu.
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12. Jel tanktan çıkarıldı ve Jel Logic 1500 Imaging System (Kodak, New) jel

görüntüleme sistemi ile görüntülenerek incelendi.

3.3.2.3. Klaritromisin direncinin PCR-RFLP yöntemi ile tespiti

Klaritromisin direncinden sorumlu tutulan nokta mutasyonlarını PCR-RFLP

yöntemi ile belirlemek için, H. pylori pozitif DNA örnekleri önce 23S rRNA gen

bölgesine özgül oligonükleotid primerlerle amplifiye edildikten sonra MboII and Eco31I

restriksiyon enzimleri ile kesildi ve bant profiline göre değerlendirildi.

3.3.2.3.1. H.pylori 23S rRNA gen bölgesinin amplifikasyonu

Klaritromisin direncinden sorumlu tutulan nokta mutasyonlarını PCR-RFLP

yöntemi ile belirlemek için önce 23S rRNA gen bölgesinde 135 bp uzunluğundaki bir

kısmı hedef alan CRF-4 F (5′-AGTGGAGGTGAAAATTCC-3′) ve CRR-1 R (5′-

TAAGAGCCAAAGCCCTTAC-3′) primerleri kullanılarak daha önce tanımlandığı

şekilde amplifikasyon yapıldı. Amplifikasyon 10 mM Tris-HCl [pH 8.3], 50 mM KCl,

1.5 mM MgCl2, herbir dNTP’den 200 μM, herbir primerden 50 pmol, 2.5 U Taq

polymerase ve 5 mikrolitre kalıp DNA içeren toplam 50 mikrolitre PCR karışımında

gerçekleştirildi. Amplifikasyon aşamaları aşağıdaki şekilde tamamlandı:

4. 95 oC’de 5 dak. - ilk denaturasyon

5. 94 oC’de 1 dak. - denaturasyon

53 oC’de 1 dak. - bağlanma (annealing)          40 döngü

72 oC’de 1 dak. - uzama (extension)

6. 72 oC’de 7 dak. - son uzama (extension)
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3.3.2.3.2. Restriksiyon enzimleri ile muamele

Amplifikasyon ürünleri etidyum bromürlü % 2’lik agaroz jel elektroforezi ile

incelendikten sonra A2142G and A2143G nokta mutasyonlarını tespit etmek için

sırasıyla MboII and Eco31I restriksiyon enzimleri (Fermentas, USA) ile muamele

edildi. MboII enzimi A2142G mutasyonuna sahip PCR ürünlerini 51 ve 84 bp’lik,

Eco31I ise A2143G mutasyonuna sahip PCR ürünlerini 34 ve 101 bp’lik iki parçaya

kesmek amacı ile kullanıldı. Restriksiyon ürünleri etidyum bromürlü % 3.5’lik agaroz

jel elektroforezi ile incelendi.

3.3.2.4. Levofloxasin direncinin DNA dizi analizi yöntemi ile tespiti

Fenotipik olarak levofloxasin direnci tespit edilen ve glmM-PCR ile pozitif

bulunan DNA örnekleri (antrum ve korpus) ile fenotipik olarak levofloxasin direnci

tespit edilemeyen ve glmM-PCR ile pozitif bulunan DNA örnekleri (antrum ve korpus)

levofloxasin direncinden sorumlu tutulan nokta mutasyonlarını tespit amacı ile DNA

Dizi Analizi Yöntemi ile incelendi.

3.3.2.4.1. H.pylori gyrA gen bölgesinin amplifikasyonu

H. pylori gyrA genine ait 428 bp uzunluğundaki fragmenti hedef alan gyrA-F

(5’-TTT RGC TTA TTC MAT GAG CGT-3’) ve gyrA-R (5’-GCA GAC GGC TTG

GTA RAA TA-3’) primerleri kullanıldı. Amplifikasyon 10 mM Tris-HCl [pH 8.3], 50

mM KCl, 1.5 mM MgCl2, herbir dNTP’den 200 μM, herbir primerden 25 pmol, 2.5 U

Taq polymerase ve 5 mikrolitre kalıp DNA içeren toplam 50 mikrolitre PCR

karışımında gerçekleştirildi. Amplifikasyon aşamaları aşağıdaki şekilde tamamlandı:

7. 94 oC’de 4 dak. - ilk denaturasyon

8. 93 oC’de 1 dak. - denaturasyon

54 oC’de 1 dak. - bağlanma (annealing)          35 döngü

72 oC’de 1 dak. - uzama (extension)

9. 72 oC’de 7 dak. - son uzama (extension)
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3.3.2.4.2. PCR ürünlerinin saflaştırılması

PCR ürünlerinin saflaştırılmasında, dizi analizi tepkimelerini etkileyen, ortamda

kullanılmayan nükleotit ve primerlerin uzaklaştırılması amaçlanmıştır. GyrA-PCR

ürünleri etidyum bromürlü % 2’lik agaroz jel elektroforezi ile doğrulandıktan sonra

“SentroPure® PCR ürünü saflaştırma & jelden DNA ekstraksiyon Kiti” (Sentromer)

saflaştırma sistemi ile protokol’de önerildiği şekilde saflaştırıldı.

1. Steril 1,5 ml tüp içerisine, her 1µl PCR ürünü için 4µl SG solüsyonu (DNA

immobilizasyonunu sağlar, pH 6,6) eklendi ve 15 saniye vortekslendi.

2. Karışım SentroSpin kolonuna (Arıtma filtresi içeren ve toplama tüpünün içine

yerleşen kolon) aktarıldı, MiniSpin Plus (Eppendorf AG, Hamburg, Germany)

cihazında 13000 rpm’de 1 dakika santrifüj edildi ve toplama tüpünde toplanan sıvı

döküldü.

3. Sentrospin kolonuna 500µl Solüsyon SW (DNA`nın arıtılmasını sağlar, pH

7,5) eklendi, 13000 rpm’de 1 dakika santrifüj edildi ve toplama tüpünde toplanan sıvı

döküldü. İşlem tekrarlandı.

4. Arıtma işleminden sonra SentroSpin kolonu 13000 rpm`de 1 dakika boş

olarak santrifüj edilerek kalan etanol uzaklaştırıldı.

5. Sentrospin kolonu 1,5 ml`lik temiz bir mikrosantrifüj tüpüne yerleştirilerek

başlangıç PCR ürünü miktarı kadar Solüsyon SE (DNA`nın toplanmasını sağlar, pH

8,5) eklendi. SE solüsyonu kolonun tam ortasına eklendi. Oda sıcaklığında 3 dakika

bekletildi ve 13000 rpm`de 1 dakika santrifüj edilerek saf DNA toplandı.

Bu saflaştırılmış DNA örnekleri spektrofotometrede 260 nm dalga boyunda

DNA kantitasyonu (3-10 ng) yapıldıktan sonra dizi analizi çalışmalarında kullanılıncaya

kadar -20°C`de saklandı.

3.3.2.4.3. Dizi analizi çalışmaları

Burada örneklerin, “ABI Prism 310 Genetic Analyzer” (Applied Biosystems,

Foster City, CA, USA) otomatize sistemi kullanılarak, “F.Sanger’in dideoksi zincir

sonlandırma yöntemi” prensiplerine göre dizi analizi yapıldı.
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3.3.2.4.3.1. F. Sanger’in dideoksi zincir sonlandırma yöntemi

Bu yöntemde dizisi belirlenecek olan DNA ipliği yeni sentezlenecek iplik için

kalıp olarak kullanılır. DNA`nın çoğaltılmasında Taq DNA polimeraz, ters transkriptaz

veya sequenaz enzimlerinden birisi kullanılabilir.

Yöntemin temeli DNA polimerazın dNTP’lerin (deoksiribonükleozit trifosfat)

yanısıra deoksiribozun 3’ pozisyonunda OH grubu taşımayan ddNTP’leri de

(dideoksiribonükleozit trifosfat) substrat olarak kullanabilmesine dayanır. ddNTP’ler 3’

uçlarında hidroksil grubu yerine H atomu içerdiğinden DNA polimerazın aktivitesinin

durmasına neden olur ve buda hibridizasyon sırasında zincir uzamasının durmasına yol

açar.

Otomatize DNA dizi analizi şu aşamalardan oluşmaktadır:

1. Özgül primerin dizi analizi yapılacak hedef DNA kalıbına tutunması

2. Floresan boyalı ddNTP ve dNTP’lerin karışıma ilave edilerek DNA
polimeraz aktivitesiyle yeni kalıp DNA`ya komplementer DNA zincirinin sentezi

3. Yeni sentezlenen DNA iplikçiği’nin sekans-spesifik bir ddNTP ile
sonlanması

4. Oluşan ürünlerin kapiller elktroforezde yürütülmesi

Zincir sonlandırma yöntemine dayanan otomatize DNA dizi analizinde PCR ile

çoğaltılan saf haldeki hedef DNA ve bu DNA kalıbına tutunacak bir primer (5 pmol/µl

olacak şekilde sulandırılmış olan forward veya reverse primer) kullanılmaktadır. DNA

polimeraz enzimi bu karışıma eklendiğinde primerin tutunduğu kalıp deoksinükleotid

trifosfat (dNTP) varlığında sentez reaksiyonunu başlatır. Reaksiyon tüpünde ayrıca

herbiri farklı floresan boyalarla işaretlenmiş ddNTP`ler bulunmaktadır. Hibridizasyon

sırasında ddNTP`ler yeni sentezlenen iplikçiğe eklendiğinde sentez duracağından DNA

zincirinin daha fazla uzaması engellenir. Sekans spesifik olarak sonlandırılan DNA

dizileri kapiller elektroforez ile yürütülür. Bu işlem sırasında sonlanan her bir dizide

bulunan ddNTP’lerin yaydığı farklı dalga boyundaki floresanslar sistemde bulunan

dedektör tarafından kaydedilerek bilgisayar ortamında DNA dizilerine çevrilir.
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3.3.2.4.4. Dizi Analizi sonuçlarının değerlendirilmesi

Dizi analizi ile elde edilen veriler, GenBank erişim numarası AE000511.1 olan

H.pylori 26695 suşunun ilgili bölgesi ile karşılaştırıldı

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/6626253?from=752512&to=754995&sat=4&sat

_key=72127904&report=gbwithparts).

3.4. Doku Örneklerinin Mikroskobik İncelemesi

Biyopsi örneklerinden Giemsa boyama yöntemi ile H.pylori araştırmak için iki

adet temiz lamda ezilerek preparat hazırlandı. Preparatlar 2-3 dak. metil alkolde tespit

edilerek Giemsa ile boyandı. Boyalı preparatlar mikroskopta 100x büyütmede

incelendi. H. pylori koyu mavi boyanmış, spiral, martı kanadı veya S şeklindeki kıvrık

bakteriler şeklinde görüldü.

3.8. İstatistiksel Analizler

Yaş ortalamalarının karşılaştırılmasında student-T testi uygulandı. Cinsiyet,

endoskopik ve genotipik bulguların dağılımının karşılaştırılmasında ki-kare testi

uygulandı. İstatistiki değerlendirmeler, SPSS 21.0 paket programı ile yapıldı. P değeri,

0.05’in altındaki değerler anlamlı kabul edildi.

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/6626253?from=752512&to=754995&sat=4&sat_key=72127904&report=gbwithparts
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/6626253?from=752512&to=754995&sat=4&sat_key=72127904&report=gbwithparts
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4. BULGULAR

H.pylori genotiplerinin antibiyotik direnci ile ilişkisini belirlemeyi amaçlayan

çalışmamızda Sütçü İmam Üniversitesi Tıp Fakültesi Hastanesi Gastroenteroloji Bilim

Dalı polikliniğine Ocak 2013 - Haziran 2013 tarihleri arasındaki 6 aylık süre içerisinde

dispeptik yakınmalar ile başvuran 64’ü (% 62.1) kadın, 39’u (% 37.9) erkek olmak

üzere toplam 103 hastanın mide antrum ve korpusundan alınan biyopsi örnekleri

değerlendirildi (Tablo 4.1). Hastaların yaşları 18 ile 77 arasında değişmekte olup yaş

ortalaması 47.7 ± 15.9 olarak saptanmıştır. Erkek hastaların yaş ortalaması 50.9

kadınların yaş ortalaması 44.4 idi.

Çalışmaya dahil olan hastalardan alınan biyopsi örneklerinin kültür yöntemiyle

incelenmesi sonucunda 103 hastanın 58’inde (% 56.3) antrum ve/veya korpus örneğinde

H.pylori pozitifliği saptandı.

H.pylori glmM genini (294 bp uzunluğundaki spesifik fragmentini) hedefleyen

PCR testi ile 47’sı (% 73.4) kadın, 29’u (% 74.3) erkek olmak üzere toplam 76 (% 73.8)

olguda örneklerin en az birinde H.pylori’nin mide kolonizasyonunu gösteren PCR

pozitifliği tespit edildi.

H.pylori saptanmasında PCR duyarlılığı daha yüksek olduğu için istatistiksel

değerlendirmeler PCR sonuçlarına göre yapıldı. Cinsiyet yönünden H.pylori pozitif ve

H.pylori negatif gruplar arasında istatistiksel fark saptanmadı. (p>0,05)  (Tablo 4.2).
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Kadın
62%

Erkek
38%

Tablo 4.1: Hastaların Cinsiyete Göre Dağılımı

58

4. BULGULAR

H.pylori genotiplerinin antibiyotik direnci ile ilişkisini belirlemeyi amaçlayan

çalışmamızda Sütçü İmam Üniversitesi Tıp Fakültesi Hastanesi Gastroenteroloji Bilim

Dalı polikliniğine Ocak 2013 - Haziran 2013 tarihleri arasındaki 6 aylık süre içerisinde

dispeptik yakınmalar ile başvuran 64’ü (% 62.1) kadın, 39’u (% 37.9) erkek olmak

üzere toplam 103 hastanın mide antrum ve korpusundan alınan biyopsi örnekleri

değerlendirildi (Tablo 4.1). Hastaların yaşları 18 ile 77 arasında değişmekte olup yaş

ortalaması 47.7 ± 15.9 olarak saptanmıştır. Erkek hastaların yaş ortalaması 50.9

kadınların yaş ortalaması 44.4 idi.

Çalışmaya dahil olan hastalardan alınan biyopsi örneklerinin kültür yöntemiyle

incelenmesi sonucunda 103 hastanın 58’inde (% 56.3) antrum ve/veya korpus örneğinde

H.pylori pozitifliği saptandı.

H.pylori glmM genini (294 bp uzunluğundaki spesifik fragmentini) hedefleyen

PCR testi ile 47’sı (% 73.4) kadın, 29’u (% 74.3) erkek olmak üzere toplam 76 (% 73.8)

olguda örneklerin en az birinde H.pylori’nin mide kolonizasyonunu gösteren PCR

pozitifliği tespit edildi.

H.pylori saptanmasında PCR duyarlılığı daha yüksek olduğu için istatistiksel

değerlendirmeler PCR sonuçlarına göre yapıldı. Cinsiyet yönünden H.pylori pozitif ve

H.pylori negatif gruplar arasında istatistiksel fark saptanmadı. (p>0,05)  (Tablo 4.2).



59

Tablo 4.2: Kadın ve erkek hastaların mide biyopsisi örneklerinden en az birinde glmM
genini hedefleyen PCR testi ile H.pylori dağılımı.

Cinsiyet

glmM-PCR(+) glmM-PCR(-)

ToplamSayı (%) Sayı (%)

Kadın 47 (73.4) 17 (26.6) 64

Erkek 29 (74.3) 10 (25.7) 39

Toplam 76 (73.8) 27 (26.2) 103

Kültür yöntemi ile 44 (% 42.7) hastanın antrum örneğinden H.pylori izole

edilirken, glmM genini hedefleyen PCR testi ile 65 (% 63.1) antrum örneğinde H.pylori

için özgül DNA dizilerinin varlığı tespit edildi. Kültür ile antrum örneklerinde pozitiflik

tespit edilen hastaların tamamında PCR da pozitif olarak bulundu ve sonuçta antrum

örneklerlerinde kültür ve PCR ile H.pylori tespiti arasında istatiksel olarak anlamlı fark

saptandı (p<0.001). Korpus biyopsi örneklerinde ise kültür yöntemi ile 40 (% 38.8),

glmM PCR testi ile 63 (% 61.2) hastada H.pylori pozitifliği elde edildi (tablo 4.3).

İki yöntem arasında antrum örneklerinde de olduğu gibi H.pylori pozitifliği için

anlamlı fark saptandı (p<0.001).

Hastaların Endoskopik Bulgularının Değerlendirilmesi

Endoskopik olarak örnek alınan hastaların çoğunda birden fazla endoskopik tanı

bir aradaydı (Örneğin; pangastrit + bulbit + gastrik ülser + özofajit, gibi). Bu durumda

istatistiksel olarak karmaşa oluşmaması için endoskopik tanılar lokalizasyon ve

Tablo 4.3: Antrum ve korpus biyopsi örneklerinde kültür ve glmM-PCR ile saptanan H.pylori
pozitifliğinin dağılımı

Kültür (+) GlmM-PCR (+) p değeri

Sayı % Sayı %

Antrum 44 42.7 65 63.1 p<0.001

Korpus 40 38.8 63 61.2
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yaygınlığına göre 2 ana başlık üzerinden değerlendirildi. Gastrik-duodenal ülser veya

gastrik-duodenal mukozal hasarı olan hastalar (Grup A), herhangi bir gastroduodenal

mukozal lezyonu olmayan sağlam mukozalı hastalar (Grup B). Araştırma bu tanı

grupları üzerinden karşılaştırılmalı olarak yapıldı.

Endoskopik olarak incelenen 103 hastanın 40’ı (% 38.9) Grup A, 63’ü (% 61.1)

ise Grup B olarak belirlendi. Genel olarak değerlendirildiğinde endoskopik bulguları

Grup A olarak saptanan 40 hastanın 30’unda (% 75.0) H.pylori pozitif olarak,  Grup B

endoskopik bulguları olan 63 hastanın 46’sında (% 73.1) H.pylori pozitif olarak

saptandı. Toplamda ise 103 hastanın 76’sında (% 73.7) H.pylori pozitifliği saptandı.

(Tablo 4.4). Endoskopik bulgular ile H.pylori pozitifliği arasında istatiksel olarak

anlamlı fark saptanmadı (p>0.05).

Tablo 4.4: H.pylori pozitif ve negatif hastaların endoskopik tanılar yönünden dağılımları

Endoskopik Tanılar
H.pylori Toplam

n (%)
pPozitif

n (%)
Negatif
n (%)

Grup A 30 (%75.0) 10 (%25.0) 40 (%100)
p>0.05

Grup B 46 (%73.1) 17 (%26.9) 63 (%100)

*Grup A; Gastrik-duodenal ülser veya gastrik duodenal mukozal hasarı olan hastalar
*Grup B; Herhangi bir gastroduodenal lezyonu olmayan sağlam mukozalı hastalar

Genotipik dağılım

Genotip dağılımı, alınan mide antrum ve/veya korpus biyopsilerinden PCR’da

H.pylori pozitif saptanan hastalar üzerinden değerlendirildi. Bu hastalar cagA ve vacA

pozitif veya negatif olmasına göre değerlendirildi.
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Mide biyopsisi örneklerinden en az birinde glmM-PCR pozitif olan toplam 76

hastadan 73’ünde (% 96.0) vacA için spesifik olan 349 bp uzunluğundaki DNA

fragmenti, 46 hastada (% 60.5) ise cagA için spesifik olan 259 bp veya 286 bp

uzunluğundaki DNA fragmenti PCR testi ile biyopsi örneklerinden en az birinde pozitif

olarak bulundu. Çalışmaya alınan hastaların 46’sında ise hem cagA hemde vacA birlikte

pozitif saptandı. cagA pozitif tüm olgularda vacA pozitifliği tespit edildi (tablo 4.5).

Tablo 4.5: PCR ile H.pylori pozitif saptanan olgularda virülans faktörleri

Virulans Faktörleri Pozitif

n (%)

cagA 46 (60.5)

vacA 73 (96.0)

cagA + vacA 46 (60.5)

H.pylori suşlarının 46’sının (% 60,5) cagA geni taşımakta olan Tip I genotipinde

(cagA+, vacA+) yer aldıkları, 24’ünde vacA+cagA- suşların, 6’sında da cagA ve vacA

negatif suşların kolonize olduklarını göstermektedir. Toplamda 30 hastanın (% 39.5) Tip

II genotipinde (cagA- ve vacA+/-) yer aldığı belirlendi.

H.pylori pozitif olarak saptanan 30 Grup A endoskopik bulgulu hastadan 21’inde

(% 70.0) cagA ve 29’unda (% 96.6) ise vacA örneklerden en az birinde pozitif iken,

H.pylori pozitif 46 Grup B endoskopik bulgulu hastadan 25’inde  (% 54.3) cagA ve

44’ünün (% 95.6) vacA yönünden örneklerden en az birinde pozitif olduğu görüldü

(Tablo 4.6). Endoskopik bulgularla virulans faktörleri arasında istatiksel olarak anlamlı

fark saptanmadı (p>0.05).
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Tablo 4.6: Endoskopik bulgularla virulans faktörleri arasındaki ilişki

*Grup A; Gastrik-duodenal ülser veya gastrik duodenal mukozal hasarı olan hastalar
*Grup B; Herhangi bir gastroduodenal lezyonu olmayan sağlam mukozalı hastalar

Histopatolojik Verilerin Değerlendirilmesi

Patolojiye gönderilen 103 hastanın örneklerinden  histolojik olarak H.pylori 75

(%72.8) hastada pozitif olarak gösterilirken, 26 hastada (%27.2) gösterilemedi (tablo

4.7).

Tablo 4.7: Patolojik inceleme sonucu H.pylori sıklığı

n %

H.pylori + 75 72.8

H.pylori - 28 27.2

Toplam 103 100

HPL örnekleme için hastaların lezyonlarından alınan biyopsiler incelendiğinde

akut gastrit 7 hastada (%6.8), kronik gastrit 44 hastada (%42.7), kronik aktif gastrit 43

hastada (%41.7) saptanırken 9 hastanın (%8.7) patolojik incelemesi benign olarak

bulundu (tablo 4.8).

cagA vacA

Sayı (%) Sayı (%)

Grup A 21 70.0 29 96.6

Grup B 25 54.3 44 95.6
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HPL inceleme yapılan hastaların tanıları ile H.pylori varlığı araştırıldığında

istatistiksel olarak H. pylori varlığı açısından anlamlı fark saptanmadı (p>0.05) (tablo

4.9).

Tablo 4.9: Histopatolojide belirtilen alt tiplere göre H.pylori sıklığının dağılımı

Patolojik Tanı H.pylori

Pozitif

H.pylori Negatif Toplam

Antral Gastrit 5 (%4.9) 2 (%1.9) 7  (%6.8)

Kronik Gastrit 31 (%30.0) 13 (%12.8) 44 (%42.8)

Kronik Aktif Gastrit 38 (%37.0) 5 (%4.7) 43 (%41.7)

Benign 1 (%0.9) 8 (%7.8) 9  (%8.7)

Toplam 75 (%72.8) 28 (%27.2) 103 (%100)
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Tablo 4.8: Hastaların Patolojik Tanıları
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Çeşitli Yöntemlere Göre H.pylori Saptanma Sıklığı

Endoskopik biyopsi alınan 103 hastanın histopatolojik incelemesinde 75 hastada

(%72.8) hafif, orta veya yoğun  şiddette H.pylori saptandı. Kültür ile 58 hastada %56.3 ve

PCR ile 76 hastada %73.8 oranında H.pylori mevcudiyeti saptandı (Tablo 4.10).

glmM-PCR pozitifliği tespit edilen 76 hastanın 58’inde kültür; 67’sinde ise

histopatolojik inceleme pozitif bulunmuştur. H. pylori suşları için son derece özgül ve

duyarlı olduğu bilinen glmM-PCR sonuçları altın standart olarak kabul edildiğinde

kullanılan yöntemlerin duyarlılık ve özgüllükleri sırasıyla, kültür için % 89.2 ve % 52.6;

histopatoloji için % 90.5 ve % 68.9 olarak hesaplanmıştır.

Kültür ve Antibiyogram Duyarlılık Testi Sonuçlarının Değerlendirilmesi

Çalışmaya alınan 103 hastanın 58’inde antrum ve korpustan alınan biyopsilerden

en az birinde H.pylori kültür pozitifliği saptandı (%56.3). Kültürde H.pylori saptanan

hastalarda antibiyogram ile amoksisilin, klaritromisin, levofloksasin ve tetrasiklin

0

Kültür

HPL

PCR

Tablo 4.10: Farklı Yöntemlerle Elde Edilen H.pylori Pozitiflik Sıklığı
(n=103).
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direnci bakıldı. Elde edilen H.pylori suşları ile yapılan antibiyotik duyarlılık çalışması

sonucunda bulunan değerler tablo 4.11’de gösterilmiştir.

Tablo 4.11: Çalışmada elde edilen H. pylori suşları ile yapılan antibiyotik duyarlılık testi
sonuçları

İlaçlar

Duyarlı Dirençli

Sayı % Sayı %

Amoksisilin 57 98.3 1 1.7

Klaritromisin 52 89.7 6 10.3

Tetrasiklin 58 100 0 0

Levofloksasin 54 93.1 4 6.9

Bu çalışma sonuçlarına göre direnç oranları sınıflandırıldığında; tetrasikline

direnç saptanamamışken, amoksisiline %1.7, klaritromisine %10.3 ve levofloksasine

%6.9 oranında antibiyotik direnci saptanmıştır.

E-test yöntemiyle antibiyotik direnci çalışılan bu 58 hastanın 22’si (%37.9)

erkek iken, 36’sı (%62.1) kadındı. Hastaların cinsiyetleri ile antibiyotik direnci arasında

anlamlı fark bulunmadı (p>0.05). Cinsiyete göre antibiyotik direnç oranları tablo

4.12’dedir.

Tablo 4.12: Cinsiyete göre antibiyotik direnç oranları

Cinsiyet Amoksisilin Klaritromisin Tetrasiklin Levofloksasin p

Sayı % Sayı % Sayı % Sayı %

Kadın (n=36) 0 0 3 8.3 0 0 2 5.5

p>0.05Erkek (n=22) 1 4.5 3 13.6 0 0 2 9.0

Toplam(n=58) 1 1.7 6 10.3 0 0 4 6.9

Antibiyotik duyarlılık testi yapılan 58 hastanın 23’ü Grup A, 35’i Grup B

şeklindeydi. Hastaların endoskopik tanıları ile ilaçlara karşı geliştirdikleri direnç

arasında anlamlı fark saptanmadı (p>0.05). Grup A ve Grup B’ye göre antibiyotik

dirençleri tablo 4.13’te verilmiştir.
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Tablo 4.13: Endoskopik bulgulara göre antibiyotik dirençleri

Amoksisilin Klaritromisin Tetrasiklin Levofloksasin

Sayı % Sayı % Sayı % Sayı %

Grup A
n=23

0 0 2 8.6 0 0 1 4.3

Grup B
n=35

1 2.8 4 11.4 0 0 3 8.5

Toplam

n=58

1 1.7 6 10.3 0 0 4 6.9

*Grup A; Gastrik-duodenal ülser veya gastrik duodenal mukozal hasarı olan hastalar
*Grup B; Herhangi bir gastroduodenal lezyonu olmayan sağlam mukozalı hastalar

Virulans Faktörleri ile Antibiyotik Direnci İlişkisi

Virülans faktörlerinin antibiyotik direnci üzerine olan etkisini belirlemek amacı

ile amoksisilin, klaritromisin, tetrasiklin ve levofloksasin direnci virülans faktörleri ile

değerlendirildi. CagA pozitif yani Tip1 genotipte olan hastalarda amoksisilin direnci 1

hastada (%2.2), klaritromisin direnci 4 hastada (%8.6) ve levofloksasin direnci ise 3

hastada (%6.5) saptandı.  cagA’nın negatif olduğu yani Tip 2 genotipteki hastalarda ise

amoksisilin direnci saptanmazken, klaritromisin direnci 2 hastada (%3.5), levofloksasin

direnci ise 1 hastada (%1.7) bulunmuştur. Genotiplerle antibiyotik direnci arasındaki

ilişki incelendiğinde aralarında istatiksel olarak anlamlı fark bulunamamıştır (p>0.05)

(tablo 4.14, tablo 4.15).

Tablo 4.14: Antibiyotik Duyarlılığı ile Virülans Faktörlerinin İlişkisi

Virulans Faktörü

Amoksisilin Klaritromisin Levofloksasin

Duyarlı Dirençli Duyarlı Dirençli Duyarlı Dirençli

cagA Negatif 57 (%100) 0 (%0) 55 (%96.5) 2 (%3.5) 56 (%98.3) 1 (%1.7)

Pozitif 45 (%97.8) 1 (%2.2) 42 (%91.4) 4 (%8.6) 43 (%93.5) 3 (%6.5)

vacA Negatif 30 (%100) 0 (%0) 30 (%100) 0 (%0) 30 (%100) 0 (%0)

Pozitif 72 (%98.7) 1 (%1.3) 67 (%91.8) 6 (%8.2) 69 (%94.6) 4 (%5.4)
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Tablo 4.15: Genotiplerle Antibiyotik Direnci Arasındaki İlişki

Tip 1 (n=46) Tip 2 (n=30)

Sayı % Sayı %

Amoksisilin 1 2.2 0 0

Klaritromisin 4 8.6 2 6.7

Tetrasiklin 0 0 0 0

Levofloksasin 3 6.5 1 1.7

Genotipik Yöntemlerle Antibiyotik Direnç Oranları

PCR yöntemi ile antrum ve/veya corpus örneklerinde H.pylori pozitif saptanan

76 hastada RFLP yöntemiyle klaritromisin direnci araştırılmıştır. Antrum örnekleri

incelendiğinde glmM-PCR pozitif 65 (%63,1) suştan 6’sında (%9,23), corpus

örneklerinin incelenmesi sonucunda da glmM-PCR pozitif 63 (%61,1) suştan 7’sinde

(%11,1) klaritromisine karşı nokta mutasyon saptanmıştır. Antrum veya corpus

örneklerinden herhangi biri glmM-PCR ile pozitif saptanan 76 suşun ise toplam 7’sinde

(%9,20) mutasyon saptanmıştır.

Nokta mutasyonlar incelendiğinde A2142G ve A2143G olmak üzere iki şekilde

saptanmıştır. A2142G mutasyonu bir hastanın hem antrum hem de corpus örneğinde

saptanmışken bir hastanın ise sadece corpus örneğinde saptanmıştır. A2143G

mutasyonu ise beş hastanın hem antrum hem de corpus örneğinde saptanmıştır.

Sonuç olarak PCR-RFLP yöntemiyle klaritromisin dirençli saptanan 7 suşun

5’inde (%71,4) A2143G mutasyonu, 2’sinde (%28,6) ise A2142G nokta mutasyonu

saptanmıştır (Tablo 4.16).
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Tablo 4.16: Klaritromisin Nokta Mutasyon Sıklığı

Klaritromisin mutasyonları

Antrum ± Corpus PCR RFLP

Sayı %

A2142G 2 28,6

A2143G 5 71,4

Toplam 7 100

Antibiyogram ile antrum ve corpus örneklerinde klaritromisin direnci saptanan 4

hastada RFLP metoduyla da nokta mutasyon bulundu. Bir hastada sadece antibiyogram

ile direnç saptanabilirken, 2 hastada ise kültürde saf koloniler elde edilemediği için

RFLP yöntemiyle klaritromisin direnci saptandı.

Levofloksasin direncinin moleküler yollarla belirlenmesi amacıyla e-test

metoduyla dirençli saptanan 4 hasta ve  farklı MIC değerlerinden olan 10 hasta olmak

üzere toplam 14 hastanın örneklerinde gyrA nokta mutasyonu araştırıldı.

İncelenen 4 hastanın örneğinde nokta mutasyon saptandı. Mutasyon saptanan

hastaların hepsinde e-test ile de levofloksasin direnci saptanmıştı. Saptanan

mutasyonlara bakıldığında 3 hastada Asp-91, 1 hastada ise Asn-87 nokta mutasyonu

belirlendi.

E- test ile MIC değeri ≥ 1mg/lt olan örneklerde levofloksasin direnci olduğu

kabul edildi. Moleküler yöntemlerle levofloksasin direnci bulunan 4 örneğin tamamı da

e-test ile direnç saptanan hastalarda bulundu.
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5. TARTIŞMA

H.pylori, insanlar ve primatlarda mide mukozasına kolonize olarak,

asemptomatik taşıyıcılıktan peptik ülsere, atrofik gastritten gastrik karsinomalara kadar

değişen patolojilere sebep olan gram negatif, mikroaerofilik bir mikroorganizmadır.

Dünya nüfusunun yaklaşık olarak % 50’sinden fazlasını infekte eden H.pylori, infekte

kişilerin % 10-15’inde semptomatik infeksiyon oluştururken, bu olguların % 2-4’ünde

gastroduodenal patoloji intestinal veya diffuz tip mide kanseri ile sonlanmaktadır

(3,29,65). H.pylori infeksiyonlarının prognozunu mikroorganizma ve konağa ait çok

sayıda faktörün etkilediği ileri sürülmüştür (65). Patojenitenin mekanizmasını tespite

yönelik olarak yapılan moleküler bazlı çalışmalarda, mide mukozasındaki doku

hasarından, konak mide mukozasında kronik ve güçlü inflamatuvar cevap oluşturan,

özellikle cagA ve vacA gibi mikrobiyal ürünler ile konağın mikroorganizmanın antijenik

özellikteki ürünlerine karşı verdiği güçlü ancak bakteri eradikasyonunu sağlamak için

yeterli olmayan immun cevabının sorumlu olduğu ileri sürülmüştür (24,72). Bu sebeple,

etkili antimikrobiyallerin kullanılmaması halinde, H.pylori infekte ettiği mide

mukozasında ömür boyu kolonize olabilmektedir. Ancak, 1990’lı yıllarda bir proton

pompa inhibitörü (PPI) ile kombine edilerek kullanılan antibiyotik kombinasyonları %

98-100 oranında klinik ve bakteriyolojik kürü sağlarken, son yıllarda özellikle H.pylori

infeksiyonlarının epidemik seyrettiği gelişmekte olan ülkelerde ilk seçenek

antibiyotiklere karşı gelişen direnç sebebi ile eradikasyon tedavilerinde başarı

oranlarının % 40-60’lara kadar gerilediği bildirilmektedir (5,65). Bu sebeple, H.pylori

ile ilişkili çalışmalar bir taraftan patogenezi aydınlatmaya yönelik olarak devam

ederken, diğer taraftan bu mikroorganizmanın antibiyotik direnci ve dirence yol açan

mutasyonların tespiti konusunda yoğunlaşarak devam etmektedir. Biz, bu çalışmada

dispeptik semptomlarla gelen hastalara yapılan endoskopik muayene ile H.pylori’nin

gastrik kolonizasyon sıklığını, cinsiyet faktörünün kolonizasyona olan etkisini,

histolojik lokalizasyonun ve kolonize suşların cagA ve vacA genleri sıklığının klinik

prognoza etkisini, bölgemizde H.pylori’ye olan antibiyotik direncini araştırdık.

H. pylori’nin antibiyotiklere karşı duyarlılık derecesinin bilinmesi önemlidir. İn-

vitro şartlarda çok sayıda antibiyotik bakteriye etkili bulunmuştur ancak gastrik

mukozaya penetrasyonun zor olması ve ortam pH’sının düşük olması antibiyotiklerin

klinik etkilerini sınırlamaktadır. H.pylori zor ve yavaş üreyen bir mikroorganizma oluşu
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nedeniyle, tedavide kullanılacak antibiyotikleri daha da seçici yapmaktadır.

Antibiyotikler tek kullanıldıklarında etkilerini tam gösteremezler ve direnç gelişimi

artar. Bu durum tedavide kombinasyonların gerekliliğini ortaya çıkarmaktadır (117).

Mide biyopsisi örnekleri ve mide sıvısı gibi klinik örneklerden H.pylori tanısı

amacı ile modifiye besiyerlerinin kullanıldığı kültür bazlı yöntemler ile bakteri

genomundaki özgül ve korunmuş dizilerin çoğaltılmasını hedefleyen PCR bazlı

tekniklerin karşılaştırıldığı çok sayıda çalışma yapılmıştır. H.pylori tanısında bakterinin

genomundaki özgül ve korunmuş gen bölgelerinin amplifikasyonunu esas alan PCR

bazlı yöntemler histokimyasal boyama, kültür veya serolojik temelli klasik tanı

yöntemlerine göre hızlılık, yüksek duyarlılık ve özgüllük gibi önemli avantajlara

sahiptir.

Mishra K. ve arkadaşları dispeptik yakınmalı hastaların gastrik biyopsi örnekleri

ile yaptıkları ve tanıda yine glmM-PCR ve kültür yöntemlerini kullandıkları

çalışmalarında; H.pylori pozitiflik oranları sırası ile % 53 ve % 48 olarak tespit

etmişlerdir (231). Bu çalışmada gastrik biyopsi örneklerinde tüm yöntemlerle beklenen

oranların altında H. pylori pozitifliği bildirilmiştir. Bu durum kullanılan yöntemlerin

duyarlılığının yanısıra, uygulayıcının tecrübesi, biyopsi örneklerinin alınışı ve taşınması

ile sosyal çevreden kaynaklanabilir. Ancak sonuç olarak bu araştırmacılar, glmM-PCR

testinin sensitivitesinin % 95, spesifitesinin de % 100 olduğunu belirterek, glmM-PCR

yönteminin kültüre göre daha duyarlı olduğunu bildirmişlerdir.

Benzer bir çalışmada da, Bickley J. ve arkadaşları 62 gastrik biyopsi örneğinde

kültür ve PCR’ın tanı değerlerini karşılaştırmışlar, glmM-PCR’ın H.pylori tanısında

kültür kadar özgül olmasına karşılık, % 96 kadar yüksek bir duyarlılık oranına sahip

olduğunu belirtmişlerdir (232).

Bizim çalışmamızda da antrum ve/veya korpus örneklerinde glmM-PCR ile

H.pylori pozitifliği % 73.8 bulunmuşken; kültür yöntemiyle bu oran % 56.3 bulunmuş

olup iki yöntem karşılaştırıldığında PCR yönteminin kültüre göre H.pylori tespitinde

daha başarılı olduğu görülmüştür (p<0.01).

Yetkin M. 3 yıl süren çalışmasında, kültür yöntemi ile değerlendirdiği 194‘ü

kadın, 293’ü erkek hastalara ait olmak üzere toplam 487 biyopsi örneğinden, % 76.2’si

kadın ve % 81.2’si de erkek hastalara ait olmak üzere % 79.2’sinde H.pylori varlığını
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tespit etmiştir (233). Oğuz D. ve arkadaşları ile Özden A., H.pylori’nin semptomatik

gruplardaki gastrik kolonizasyon oranının farklı gruplarda % 60-81 arasında değiştiğini

bildirerek, asemptomatik taşıyıcılığın yüksek oranlarda olduğuna dikkat çekmişlerdir

(19,40). Kantarçeken B. ve arkadaşları, Malatya bölgesinde MÜ’li hastalara ait antral

biyopsi örneklerini kültür ve PCR bazlı yöntemler kullanarak değerlendirdikleri bir

çalışmada; 142 biyopsi örneğinden % 75.4’ünde en az bir yöntemle H.pylori

kolonizasyonu tespit ettiklerini bildirmişlerdir (234). Yine, Bolek B. ve arkadaşları

İstanbul’da yaptıkları bir çalışmada; PCR yöntemi ile değerlendirdikleri biyopsi

örneklerinden % 84.6’sında H.pylori glmM genine ait hedef fragmentin varlığını tespit

etmişlerdir (235).

Bizim bulgularımızla birlikte farklı bölgelerden bildirilen ve küçük sapmalarla

% 75 gibi bir ortalama değere ulaşan H.pylori prevalansı hastalığın epidemik seyrettiği

ülkeler için ön görülen değerlerle örtüşmektedir.

Çalışmaya alınan erkek hastalarda PCR ile H.pylori tespit edilme oranı %74.3,

kadın hastalarda ise %73.4 olarak belirlendi ve bu oranlara göre istatistiksel olarak

anlamlı bir fark tespit edilmedi. Bizim çalışmamız cinsiyetin H.pylori enfeksiyonu için

bir risk faktörü olmadığını gösteren çalışmaları desteklemektedir (236).

H.pylori ile infekte kişilerin hemen hepsinde gastrit ve midede fonksiyonel

değişiklik, %15-20’sinde peptik ülser, %2-12’sinde ülser komplikasyonu, %1-3’ünde

mide kanseri, %0,1’inde primer gastrik lenfoma, az oranda da fonksiyonel dispepsi

gelişme riski vardır. Sonuç olarak, infekte kişilerin %20-30’unda yaşamı tehdit edebilen

duodenal ülser, gastrik ülser, mide karsinomu ve MALToma gibi hastalıklar

gelişebilmektedir (3,29,65).

Çalışmamızda HPL inceleme için gastrik lezyonlardan alınan biyopsi örneklerini

incelediğimizde H.pylori sıklığını % 72.8 olarak saptadık. Hastalardan alınan örnekler

incelendiğinde kr. aktif gastriti olan hastaların % 37’sinde, kr. gastriti olan hastaların %

30’unda, antral gastrit olan hastaların ise % 4.9’unda H.pylori pozitifliği bulundu.

Ancak inceleme sonucu konulan patolojik tanılarla H.pylori sıklığı arasında anlamlı

ilişki bulunmadı.

Şanlıurfa’ da yapılan bir çalışmada kr. gastriti olan hastaların %89.8’de H.pylori

pozitif bulunmuşken (237), 2006’da İran’da 1000 hasta ile yapılan bir çalışmada  kr.
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aktif gastriti olan hastaların %81’inde H.pylori pozitifliği bulunmuştur (238). 2010

yılında Bursa’da Konakcı ve arkadaşlarının yaptıkları çalışmada ise 218 hastanın

patolojik bulguları incelenmiş, bunların % 50.5’inde H.pylori pozitif bulunmuştur (239).

Birçok çalışmada HPL yöntemle H.pylori saptamada farklı sonuçların ortaya

çıkmasında H.pylori’nin mide mukozasında yamalı dağılım göstermesi, lezyon

bölgesinden biyopsi alınmaması, ortamda üreaz üreten başka bakterilerin varlığı olabilir.

Endüstrileşmiş ülkelerde, H.pylori suşlarının yaklaşık % 10-20’si klaritromisin

dirençlidir. Gelişmekte olan ülkelerde ise, klaritromisine karşı direnç oranı daha

yüksektir ve % 25-50 arasında değişmektedir (154). Klaritromisin direnci Amerika’da

% 5-14, Avrupa’da % 10’un üzerinde bildirilmektedir (117,157). Son yıllarda ülkemizde

bu direnç oranı, bir çalışmada % 16.8, diğer çalışmalarda ise % 52-56 olarak

bildirilmiştir (158-160). Bizim çalışmamızda ise % 10.3 oranında klaritromisine direnç

bulundu. Bu oran, endüstrileşmiş ülkelerdeki klaritromisin antibiyotik direnç aralığında

yer almaktadır.

Klaritromisin kullanımı son dönemlerde, üst ve alt solunum yolları

infeksiyonları başta olmak üzere faklı endikasyonlarda kullanımı oldukça artmıştır.

Çocuklarda kullanımı da oldukça yaygındır. Ayrıca H.pylori eradikasyon tedavisi adı

altında klaritromisinin de dahil oldugu kombine preparatlar da sıkça kullanılmaktadır.

Birinci basamak sağlık kuruluşlarında bile H.pylori varlığını gösteren herhangi bir test

yapılmadan bu tedavi başlanmaktadır. Tolere edilmesi zor olması sebebiyle hastaların

bir kısmı bu tedaviyi yarım bırakmaktadır. Dirençli suşların gelişiminde bu da önemli

bir etken olabilir. Özellikle çocuklarda klaritromisin kullanımı kısıtlanmalıdır. Çünkü

H.pylori tedavisinde kullanabileceğimiz az sayıda antibiyotik mevcuttur. İlerleyen

yıllarda ilaç direnci daha büyük bir problem haline gelebilecektir.

Amoksisilin direncinin saptanmadığı ya da yüksek saptandığı farklı çalışmalar

mevcuttur (163-165). 1996-2000 yılları arasında Boyanova ve ark. e-test ve disk

difüzyon yöntemleri ile amoksisilin direncini % 0,9  olarak saptamışlardır (166).

İsveç’te 2006’da yapılan bir çalışmada amoksiline direnç saptanmamıştır (167). 2010’da

İran’ın Kuzey bölgesinde 132 hastanın biyopsi örnekleri incelenmiş, amoksisilin direnci

% 6.8 olarak saptanmıştır (175).
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Ülkemizde Kantarçeken ve arkadaşları disk difüzyon yöntemiyle 51 hasta

üzerinde yaptıkları çalışmada amoksisiline direnç saptanmamıştır (168). 2009’da

Bursa’da yapılan bir çalışmada 31 H.pylori suşuna ait antibiyotik direnç profili

incelenmiş, amoksisilin direnci % 3.2 olarak saptanmıştır (180). Çalışmamızda da 58

H.pylori suşundan birinde (% 1.7) amoksisiline karşı direnç saptanmıştır.

H.pylori’de tetrasiklin direncinin 20. yüzyılın sonlarına kadar olmadığı ya da

çok ender olduğu bildirilmiştir. H.pylori de tetrasiklin direncinin insidansının özellikle

bu antibiyotiğin reçetesiz elde edilebildiği belli coğrafik bölgelerde arttığı

görülmektedir. Tek başına H.pylori eradikasyonunda etkisizdir. Bu nedenle üçlü

tedavide kullanılmaktadır. Tetrasikline karşı değişik direnç oranları bildirilmiştir.

Romano M. ve arkadaşları %2 oranında (156), Roland N. ve arkadaşları %56 oranında

direnç bildirmişlerdir (227). Bartoleme ve arkadaşları tetrasikline direnç

bulamamışlardır (228). Ülkemizde Göral ve arkadaşlarının yaptığı çalışmada % 9.4

oranında (229), Kantarçeken ve arkadaşları ise yaptıkları çalışmada %3.9 oranında

tetrasikline direnç bildirmişlerdir (168). Engin ve arkadaşları tetrasikline direnç

bulamamışlardır (230). Bizim çalışmamızda da tetrasikline direnç tespit edilememiştir.

Kinolonlar, H.pylori’ye karşı invitro etkili olmasına rağmen invivo olarak

etkinliği sınırlıdır. Dirençli vakalarda üçlü tedavide kullanılabilirler. 2000 yılında

Kantarçeken ve arkadaşları disk difüzyon yöntemiyle yaptıkları çalışmada

siprofloksasin direncini % 5,9 olarak bulmuşlardır (168). 2004’te İtalya’da yapılan bir

çalışmada levofloksasin direnci % 22,4 bulunmuştur (169). Çalışmamızda ise

levofloksasiline direnç % 6,9 olarak saptanmıştır.

Klaritromisin direnci doğrudan mide biyopsi örneklerinden PCR-RFLP yöntemi

ile araştırılabilmektedir. Bunun yanısıra dirence neden olan mutasyonlar da

saptanabilmektedir. Klaritromisine karşı direnç 23S rRNA’nın peptidil transferazı

kodlayan bölgesindeki spontan tek nokta mutasyonuna bağlıdır. 23S rRNA’nın peptidil

transferaz bölgesinde 2 pozisyonda (2142, 2143) 3 büyük nokta mutasyonu

tanımlanmıştır.

H.pylori suslarında, direncin genetik mekanizmasını tespit amacı ile PCR-RFLP

yöntemi ile yaptıgımız çalısmada antrum veya corpus örneklerinden herhangi biri

glmM-PCR ile pozitif saptanan 76 suşun 7’sinde (%9,20) PCR-RFLP yöntemiyle

klaritromisin direncini gösteren mutasyon saptanmıştır. Mutasyon saptanan 7 suşun
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5’inde (%71,4) A2143G mutasyonu, 2’sinde (%28,6) ise A2142G nokta mutasyonu

saptanmıştır.

Alvarez ve arkadaşları tarafından H.pylori tedavisinde amoksisilin, metronidazol

ve klaritromisin gibi antimikrobiyallerin yaygın olarak kullanıldığı Kolombiya’da 106

hasta üzerinde yapılan çalışmada PCR-RFLP tekniği ile klaritromisin direnci % 3.8

olarak belirlenmiş olup klaritromisin direnci olan dört suşun üçünde A2143G nokta

mutasyonu, birinde ise A2142G mutasyonu saptanmıştır (240).

Malezya’da yapılan bir çalışmada, 4 hastada PCR-RFLP tekniği ile klaritromisin

direnci saptanırken suşların ikisinde A2142G nokta mutasyonu, diğer ikisinde A2143G

nokta mutasyonu saptanmıştır (241). İspanya’da 30 dirençli suş ile yapılan çalısmada

izolatlardan 20’sinde (% 69)  A2143G mutasyonu tespit etmislerdir (242). Japonya’da

klaritromisin dirençli 12 çocuk izolatı ile yapılan çalısmada, izolatların 11’inde (% 92)

A2143G mutasyonunu bildirmislerdir (243). Adana’da 2006 yılında PCR-RFLP

yöntemi ile klaritromisin dirençli suşların % 78’inde A2142G ve % 12’sinde A2143G

nokta mutasyonu saptanmıştır (233).

Dirençli suşlardaki mutasyon dağılım oranlarımız İspanya ve Japonya’da

bildirilen mutasyon dağılım oranları ile büyük ölçüde benzerlik göstermektedir

(242,243). Mutasyonların dağılımı hakkında etkileyen faktörlere yönelik yorum

yapılmamış, bunun bölgesel suşlara bağlı bir özellik olduğu söylenmiştir.

Florokinolonlar; gyrA ve gyrB genleri tarafından kodlanan iki alt üniteden

oluşan DNA gyrase enzimini inhibe ederek bakterisidal etki gösteren antibiyotiklerdir.

H.pylori’de florokinolon direnci gyrA geninde 87, 88, 91 ve 97. aminoasitlerin

kodlandığı bölgelerde gelişen nokta mutasyonlar sonucu gelişmektedir. Asn-87 ve Asp-

91 levofloksasinin bağlanması için en önemli hedef kodonlardır.

Çalışmamızda gyrA mutasyonu 4 hastanın 3’ünde Asp-91, 1’inde ise Asn-87

kodonunda saptanmıştır. Çin’de 2009 yılında yapılan bir çalışmada gyrA geninde

mutasyon saptanan 27 suşun 16’sında Asn-87, 11’inde ise Asp-91 mutasyonu

saptanmışken (244), 2013 yılında Güney Afrika’da yapılan bir çalışmada gyrA geninde

mutasyon saptanan 17 hastanın 8’inde (% 47.5) Asn-87 kodonunda mutasyon

saptanmışken, 1 hastada (% 5.8) Asp-91 kodonunda mutasyon saptanmıştır (245).
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Çalışmalarda levofloksasin için bulunan bu farklı moleküler direnç oranları coğrafi

dağılım farklılıkları ile ilişkili olabilir.

Çalışmamızda e-test ve moleküler yöntemlerle aynı 4 hastada levofloksasin

direnci saptadık. Bu bize gyrA geninde Asn-87 ve Asp-91 mutasyonlarının

belirlenmesinde e-test yönteminde direnç için kabul ettiğimiz MIC ≥1 mg/lt değerinin

makul bir değer olduğunu düşündürmektedir. Yine levofloksasin direncinin

belirlenmesinde DNA bazlı taramanın geleneksel kültür yöntemlerine alternatif

olabileceğini düşündürmektedir.

Çalışmamızda cinsiyet ile antibiyotik direnci arasında istatistiksel olarak anlamlı

bir fark tespit edilemedi. Qinjuan ve arkadaşlarının yaptıkları çalışmada metronidazol,

klaritromisin ve amoksisilin dirençlerine bakıldı. Buldukları oranlarla cinsiyet arasında

istatistiksel olarak anlamlı bir fark tespit edemediklerini bildirmişlerdir (246).

Ülkemizde Önder ve arkadaşlarının H.pylori’nin antibiyotik direncini belirledikleri

çalışmada cinsiyet ile antibiyotik direnci arasında istatistiksel olarak anlamlı bir fark

tespit edemediklerini bildirmişlerdir (247).

H.pylori’nin virülans faktörleri arasında, vakuolleri aktive edici sitotoksin

(vacA) ve sitotoksin ile ilişkili gen (cagA) önemli rol oynamaktadır. Çalışmamızda

cagA pozitifliği % 60.5, vacA pozitifliği ise % 96.0 oranında saptandı.

Ülkemizde yapılan çalışmalarda cagA geni pozitiflik oranlarını, Sarıbaşak ve

arkadaşları % 78; Sarıbaş ve arkadaşları % 58.6; Karaman ve arkadaşları ise % 65.5

olarak bildirmektedir (77,248,249). Çalışmamızda saptanan % 60.5’lik cagA geni

pozitifliği, Sarıbaş ve Karaman’ın verilerine uyum göstermektedir.

Bizim bulgularımızın ülkemizdeki farklı bölgelerden elde edilen çalışmalardaki

sonuçlarla bire bir örtüşmemesi, kullanılan yöntem, çalışmayı yapan kişilerin tecrübesi

gibi laboratuvarlar arasında tolere edilebilir teknik farklılıklar kadar, bölgesel beslenme

alışkanlıkları, sosyoekonomik şartlar gibi hasta gruplarının çeşitliliğinden de

kaynaklanabilir.

VacA proteini H.pylori suşlarının tamamında bulunmasına karşılık, suşların

yaklaşık olarak % 40-60’ında gen inaktif ya da düşük aktiviteye sahiptir (89,90).

Ülkemizde, bakterinin virülans faktörleri ile ilgili serolojik ve moleküler yöntemler
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kullanılarak çeşitli çalışmalar yapılmış ve bu faktörlerin klinik seyir üzerindeki etkileri

ile ilgili araştırmalara gereksinim olduğu vurgulanmıştır (234,250,251).

H.pylori tedavisinde yetersizlik ve antibiyotik direnci gelişmesinde virülans

faktörlerinin etkisi konusunda çeşitli çalışmalarda farklı sonuçlar bildirilmiştir.

Çalışmamızda antibiyotik direnci ve duyarlılığı ile H.pylori virulans faktörleri arasında

anlamlı ilişki saptanmadı (p>0.05).

Godoy ve arkadaşlarının yaptıkları çalışmada virülans genleri ile patojenite,

antibiyotik direnci veya duyarlılığı arasında bir ilişki saptanmadığı bildirilmiştir (69).

Yakoob ve arkadaşları ile van Doorn ve arkadaşlarının çalışmalarında tedavi yetersizliği

ile cagA negatifliği arasında anlamlı birliktelik bildirilmiştir (92,252). cagA pozitif

olgularda tedavi cevabı daha iyi iken, cagA negatif olgularda tedavi başarı şansının daha

düşük olduğu belirtilmiştir.

Suzuki ve arkadaşları 14 çalışmayı değerlendirdikleri meta-analizde cagA’nın

pozitifliğinde eradikasyon oranının % 84, cagA’nın negatif olması durumunda

eradikasyon oranının % 73’e düştüğünü belirleyerek cagA’nın pozitif olmasının

H.pylori eradikasyon tedavisi için önemli bir faktör olduğunu bildirmişlerdir (253).

cagA pozitifliği ve virülan genotiplerin tedavi yanıtı üzerine etkisinin

patogenetik mekanizmasına ilişkin farklı yorumlar yapılmıştır. cagA’nın inflamatuvar

sitokinlerin salınımında artışa yol açarak gastrik inflamasyona ve kan akımının

artmasına sebep olduğunu ve antibiyotiklerin inflamatuvar dokuya daha iyi nüfuz

ederek etkinliklerinin arttığı bildirilmiştir. Diğer bir yorumda ise cagA pozitif olgularda

bakteriyel yükün ve bakteriyel proliferasyonun daha yüksek olduğu, antibiyotiklerin ise

çoğalma dönemindeki bakterilere daha iyi etkide bulundukları ve tedavi yanıtının daha

iyi olduğu belirtilmiştir (24,253).

Ülkemizde H.pylori’nin seroprevalansı ile ilgili çalışmalar olmasına karşın,

genotipleri ve bunların hastalık patogenezi ile ilişkisi konusunda bilgilerimiz sınırlıdır.

Son yıllarda H.pylori ile enfekte bireylerin bazılarında kronik atrofik gastritin yanı sıra

gastrik adenokarsinom ve MALT lenfoma gelişirken bazılarında gelişmemesi, bu

bakteriye özgü virülans faktörlerini gündeme getirmiştir. Çalışmamızda endoskopik

olarak mukozal hasarın olup olmamasına göre Grup A ve Grup B olarak sınıfladığımız

hastalarda H.pylori cagA ve vacA virulans faktörleriyle ilişkisini de değerlendirdik.
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Malatya’da 2003 yılında yapılan bir çalışmada dispeptik şikayetleri olan 142

hastanın 107’sinde (% 75,4) histopatolojik olarak H.pylori saptanmış, bu hastaların

66’sında (% 61.7) cagA gen varlığını gösterilmiştir (234). Çalışmada cagA’nın gastrik

ve duodenal ülser ile anlamlı olarak ilişkisi saptandığı halde NÜD ile ilişkisinin

olmadığını bildirilmiştir. Salih ve arkadaşları ise 2007 yılında 35 hastada yaptıkları

çalışmada PCR ile H.pylori suşlarında cagA genini gastritli hastaların %57.1’inde ve

peptik ülserli hastaların ise % 92.9’unda tespit etmişlerdir (254). Bolek ve arkadaşları

antrum örneklerini değerlendirdikleri çalışmalarında, duodenal ülserli hastaların % 86,6,

mide ülserli hastaların % 71.4, gastritli hastaların ise % 57’sinin cagA pozitif olduğunu

bildirmişlerdir (235). Allelik vacAs1m1 suşu duodenal ülserlilerde % 80.7 ve gastrik

ülserlilerde % 60 oranında görülürken, gastritlilerde % 75 oranında s1m2 suşu

saptanmıştır. Aydın ve arkadaşları 47 ülserli ve 52 NÜD’li hastalarında cagA

pozitifliğini sırasıyla % 72.3 ve % 44.4 olduğunu ve en sık görülen vacA genotipinin

s1a (% 88,8) olduğunu belirtmişlerdir (255).

Çalışmamızda endoskopik olarak Grup A lezyonu olan hastalarda cagA

pozitifliğini % 70, Grup B lezyonu olanlarda ise % 54.3 olarak bulduk. Bulunan oranlar

eroziv lezyonların değerlendirildiği çalışmalara benzemekle birlikte istatistiksel olarak

anlamlı değildi (p>0.05). Bunun sebebi çalışmamızda örnek aldığımız hastalarda gastrik

ya da duodenal ülser oranının az oluşu, malignite tanısının olmaması ve hastaların

büyük kısmının endoskopik bulgular açısından tek tanı almış olması, bu sonuçta etkili

olabilir.

Çalışmamızda Grup A ve Grup B ile antibiyotik direnci arasında istatistiksel

olarak anlamlı bir fark tespit edilmedi. Ülkemizde Önder ve arkadaşlarının yaptıkları

çalışmada koydukları endoskopik tanı ile antibiyotik direnci arasında istatistiksel olarak

anlamlı bir fark bulamadıklarını bildirmişlerdir (247).

Sonuç olarak H.pylori antibiyotik duyarlılığının belirlenmesi önemlidir.

Bölgemizde ve ülkemizde H.pylori’nin direnç durumunu takip etmek, doğru ve etkin

tedaviyle gereksiz antibiyotik kullanımını önlemek için kültür yapılarak antibiyotik

duyarlılığı araştırılmalıdır. Amoksisilin ve klaritromisin düşük MIK değeri ve uygun

farmakokinetik özellikleri nedeniyle H.pylori eradikasyonunda hala en çok tercih

edilen antimikrobiktir. Ancak günümüzde özellikle klaritromisine karşı direnç artmakta

ve eradikasyon tedavisinin başarısını azaltmaktadır. Amoksisiline direnç henüz bir
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sorun oluşturmadığından tedavide ilk seçenek olarak tercih edilebilir ve klaritromisinle

birlikte kombine edilebilir. Fakat yıllar içinde direnç gelişiminde anlamlı artışlar olduğu

ve gelecekte de olacağı öngörüsüyle özellikle birinci basamak tedavide dikkatli

olunmalıdır.

Yine antibiyotik direncinin moleküler metodlarla saptanması sonucunda tüm

dünyada farklı mutasyon sıklıklarının bulunması klaritromisin ve levofloksasin

direncinde coğrafi farklılıkların belirleyici olduğunu düşündürmektedir.

Biyopsi örneklerinde H.pylori tanısında mikroorganizmanın glmM genine ait

özgül ve korunmuş dizilerin amplifikasyonuna dayalı yöntemin mikroorganizmanın

izolasyonuna yönelik selektif kültür yöntemlerine göre daha yüksek duyarlılığa sahip

olduğu görülmüş ve endoskopik muayenede lezyon tespit edilen hastalarda kültür yerine

glmM-PCR’ın tanı yöntemi olarak tercih edilmesi gerektiği kanaatine varılmıştır.
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