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OZET

HELICOBACTER PYLORI’DE FENOTIPIK VE GENOTIPIK
YONTEMLERLE ANTIBIYOTIK DIRENCININ BELIRLENMESI VE
GENOTIPLERLE iLiSKisSi

H.pylori Gram negatif, spiral seklinde, mikroaerofil bir bakteri olup diinya
nifusunun yarisindan fazlasinin midesinde kolonize olan bir patojendir. Gastrit,
gastrik Ulser, duodenal Ulser, midede adenokarsinoma, mukoza ile iliskili lenfoid doku
lenfomasi (MALT lenfoma) gibi gastritle iliskili hastaliklarin en 6nemli nedenidir.

H.pylori ile iliskili dispeptik yakinmasi olan hastalarin tedavisinde etkili
antibiyotik kombinasyonlari ve asit sekresyonunun kontrolli ile ylksek oranlarda
klinik ve bakteriyolojik basari elde edilmistir. Ancak, son yillarda 6zellikle ilk secenek
antibiyotiklere karsi primer ve sekonder direng olusmasi nedeniyle tedavide basarinin
dustigu goralmastir. Bu nedenle tedavi protokollerinin olusturulmasinda direng tayini
6nem kazanmistir.

Gastrointestinal sikayetlerle KSU Tip Fakiiltesi Hastanesi Gastroenteroloji
Klinigine basvuran ve endoskopi endikasyonu alan 103 hastanin biyopsi drneklerinden
izole edilen 58 susta antibiyotik duyarlilik testi yapildi. Amoksisilin ve tetrasiklin
direncleri e-test, klaritromisin ve levofloksasin direnci ise e-test ve molekiler
yontemlerle arastirildi.

Hastalarinin 64’0 (% 62.1) kadin, 39’u (% 37.9) erkek cinsiyette olup
hastalarimizin % 73.8’inde (76 hasta) H.pylori pozitifligi saptanirken % 26.2’inde (27
hasta) H.pylori negatif idi.

103 hasta icinde 58 hastada kiltir Gremesi gerceklesti. Bu 58 hastanin
amoksisilin, klaritromisin, tetrasiklin ve levofloksasin igin e-test ile saptanmis olan
direng oranlari sirasiyla % 1.7, %10.3, %0 ve %6.9 olarak saptandi.

Amoksisilin, klaritromisin, tetrasiklin ve levofloksasin direncleri ile hastalarin
cinsiyet ve endoskopik bulgulari arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski

saptanmadi.



ABSTRACT

DETECTION OF ANTIBIOTIC RESISTANCE WiTH PHENOTYPIC AND
GENOTYPIC METHODS iN HELICOBACTER PYLORI AND ITS
ASSOCIATION WITH 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. GIRISVEAMAC

Helicobacter pylori (H.pylori) konak ve doku tropizmi gosteren, insanlarda gastrik
mukozada antrum ve korpusta kolonize olan, asemptomatik tastyiciliktan nonulser
dispepsiye, kronik gastritten gastrik MALT (mucosa-associated lymphoid tissue)
lenfoma ve gastrik kanserlere kadar degisen spektrumda hastalik olusturan 6nemli bir
infeksiyon ajanidir. Butun diinyada insanlarin en az % 50°sinin midesinde kolonize olan
H.pylori’nin prevalansi az gelismis ve gelismekte olan Ulkelerde % 60-85 arasinda
degismektedir. Ancak gelismis Ulkelerde Kisisel hijyene verilen 6nem ve yapilan basarili
eradikasyon calismalari ile prevalans % 10-30’lara kadar geriletilmistir. Benzer sekilde
insidans orani da gelismekte olan tlkelerde yilda % 3-10 gibi yiksek oranlarda iken,
gelismis Ulkelerde bu oran % 0.5’lere kadar dismustir (1-3). Epidemiyolojik calismalar
asemptomatik kolonize Kisilerin en az % 20’sinde, kolonizasyonu takip eden 10 yil
icerisinde tedaviyi gerektirecek klinik bulgularin ortaya ¢ikabilecegini, bunlarin da % 2-
8’inde gastrik kanserin gelisebilecegini gostermektedir (4-5). Bu oranlar, H.pylori
infeksiyonlari ve komplikasyonlarinin dncelikli olarak gelismekte olan dlkelerin sorunu
oldugu gercegini ortaya koymaktadir.

H.pylori enfeksiyonunun eradikasyon endikasyonlari ve bunun nasil yapilacagi ilk
kez 1997 yilinda Avrupa H.pylori Calisma Grubu (EHPSG) tarafindan, sonuncusu
2005’te yapilan uzlasi toplantilari ile Maastricht 111 - 2005 Konsensus Raporu adiyla
yayinlanmistir (6).

H.pylori enfeksiyonunun tedavisindeki amag, mikroorganizmayi tamamen elimine
etmektir. Tedavide antibiyotikler ile proton pompa inhibitéri (PPI) kombinasyonu
onerilmekte ve genellikle herhangi bir duyarlilik testi yapilmaksizin ampirik olarak
baslamaktadir. H.pylori in-vitro olarak bircok antibiyotige duyarli olmasina ragmen
aslinda bunlarin bir kagl in-vivo olarak H.pylori tedavisinde kullanilabilmektedir.
H.pylori eradikasyonu icin farkl tedavi rejimleri incelenmistir. Konsensus grubu 3’1l
tedavinin en uygun secim olabilecedini dusinmektedir. Uclu tedavi ilk basamak
antibiyotik olarak amoksisilin ve klaritromisin ile kombine PPI’indan olusmaktadir.
Ancak bu rejim kullanildiginda olgularin % 15-40’inda tedavi basarisizligi rapor

edilmistir (7-8). Persistan enfeksiyonlu hastalarda amoksisilin ya da Klaritromisin yerine



metronidazol, tetrasiklin veya levofloksasin kulanilmasi ve bu tedaviye bizmut kaynakli
bir Gruin eklenmesi tercih edilmektedir (9).

Son yillarda primer ve/veya sekonder diren¢ gelisimi karsisinda 4’10 kisa sureli
tedavi rejimleri énerilmeye baslanmistir (PP1 + bizmut + iki antibiyotik) (10).

Antibiyotik duyarlilik testlerinin pahali olmasi, her hastanede bulunmamasi ve
en 6nemlisi de sadece endoskopi sirasinda alinan biyopsilerde uygulanabilmesi nedeni
ile duyarhlhik testlerinin kullanimi ¢ok kisithdir (11). H.pylori izolatlarinda antibiyotik
direnclerinin belirlenmesi igin Agar Dillisyon (AD), Disk Diflizyon (DD), psilometrik
test (E-testi), Polymerase Chain Reaction (PCR), PCR-Restriction Fragment Length
Polymorphism (PCR-RFLP) yontemleri kullaniimaktadir (12-13).

Pek ¢ok Avrupa Ulkesinde klaritromisin direnci % 2-15 oranininda bulunmustur
(14). Tirkiye’de ise klaritromisin direnci % 27’nin Uzerindedir (15). Dinya ¢apinda
amoksisilin  (<%1) ve tetrasikline (<%0,5-9) direncli H.pylori suslari ile pek
karsilasiimamaktadir (14).

H.pylori’nin eradike edilmesi ile peptik Glserli ve gastritli hastalarda tedavi
basarisinin artmasi ve mide kanserinin risk faktoriiniin ortadan kaldiriimasi nedeni ile
H. pylori eradikasyonun 6nemi glin gectikce artmaktadir.

H.pylori infeksiyonlarinin prognozunu konak ve cevreye ait faktorlerin yani sira,
bakteriye ait virulans faktorleri de etkilemektedir (16-20). Bu virulans faktorleri
arasinda 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 yogun calismalar
yapiimistir. Bu ¢calismalar sonucunda, duodenal Ulser, gastrik atrofi ve mide kanseri gibi
ciddi patolojilerle iliskilendirilen H.pylori izolatlarinin Dogu Asya ve Bati kokenli
suslarda genotiplerinin farkh oldugu gosterilmistir (21-26).

Bu ¢alismanin amaci dispeptik hastalardan aldigimiz mide biyopsi érneklerinde
H.pylori prevalansini belirleyip, vacA ve cagA gibi allellerinin sikligini ve bunlarin
antibiyotik direnci ile olan iliskisini ortaya koyup klinik pratige ve literature katki

saglamaktir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Tarihce

H.pylori’nin sebep oldugu gastrointestinal hastaliklara tibbin ilgisi yazili tibbin
ilk ginlerine kadar uzanmaktadir. Hipokrat’in “epigastrik yanma ve sislik” olarak
tanimladi§i gastrointestinal hastaliklarin etyolojisini, ibn-i Sina (980-1037) “yemek ile
gastrik agr1” arasindaki iliskide aramistir. M. Donati (1586) Ulserli hastalarda mide
asidine dikkat cekmis, 1688 yilinda Isvecli M. Johannes otopsiyle ilk duedonal ilseri
rapor etmistir. Alman bakteriyolog G. Bottcher ve arkadasi Fransiz M. Letulla gastrik
ulserli alanlarda bakteriyi kesfetmis, kultur ortaminda Uretemedikleri bu bakterilerin
ulsere neden oldugunu ileri stirmuislerdir (1875) (27). Dr Jarowski W. (1889) insandan
aldigr mide yikama suyu sedimentlerini incelemis, sivi icerisinde comak seklindeki
bakterilerin yani sira, spiral sekilli basillerin varligini gostererek, bunlara *“Vibrio
regula” adini vermistir. Bu arastirici tarihe “spiral bakteriler gastrit etkenidir” iddiasini
ilk ileri suren arastirmaci olarak gecmistir (13). Italyan arastirmaci G. Bizzozero
1892°de kopek midesinde spiral seklindeki bakterileri ve artmis Ureaz aktivitesini
gostererek, gastrit ve Ulserin hem etyoloji hem de patofizyolojisi hakkinda oldukga
faydali bilgiler sunmustur. Benzer mikroorganizmalar 1906’da insanlarin mide kanseri
biyopsi 6rneklerinde gosterilmistir. 1938’de 242 otopsi vakasinin %43’tnin midesinde
hematoksilen-eozin boyasiyla spiral seklinde bakterilerin varligini gosterilmistir (2-3).

1940’da A.S. Freedberg ve L. Baron tarafindan Ulser ya da karsinomali
hastalarin gastrik rezeksiyon drneklerinin % 37’sinde spiroketler tespit edilmistir (28).
H.W. Steer ve J. Colin (1975) midedeki Ulseratif lezyonlarin % 80’inde spiral seklindeki
bakterileri gostermisler, fakat midenin yuksek asiditesi nedeni ile bakteriyi izole edip
tanimlayamamislardir. Sonunda R. Warren 1979’da H.pylori ile gastroduodenal
hastaliklar arasindaki iliskiyi kesfetmis, spiral bakterileri mide mukus tabakasi altinda
saptamistir.

Mikroorganizma in-vitro sartlarda ilk defa B.J. Marshall tarafindan 1982 yilinda
uretilmistir (2). B. Marshall ve R. Warren yaklasik dort yil siiren calismalarini Lancet
dergisinde yayinlanan makaleleri ile Tip Diinyasina duyurmuslardir (28). Morfolojik

Ozellikleri ile kampilobakterlere benzettikleri igcin Campylobacter- like microorganism



(CLO) olarak adlandirilmis, daha sonra S.C. Goodwin tarafindan 1989°da yapilan
calismada 16S rRNA yapisi, yag asitleri kompozisyonu, DNA zincir yapisi ve
enzimlerindeki farkhliklardan dolayr Campylobacter genusuna ait olmadi§i gosterilerek
yeni bir genus ismi o6nerilmistir. in-vivo sartlardaki helikal gorintisi ve siklikla
midenin pilor bdlgesinden izole edilmelerinden dolayr bu bakteriye H.pylori adini
vermislerdir (28).

H.pylori infeksiyonlarinin éneminin anlasiimasi Gzerine, ilk olarak “Avrupa
Helicobacter pylori Calisma Grubu” olusturulmustur (1987). Bakterinin gastrik kanser
ile iliskisinin dort calisma ile ispatlanmasindan (1991) sonra da, Dinya Saglik
Orgiti’niin (WHO - World Health Organisation) bir kolu olan Uluslararasi Kanser
Arastirma Ajansi (IARC - International Agency for Research on Cancer Working
Group) mevcut verileri yeniden gdzden gecirerek H.pylori’yi insanlarda birinci sinif
karsinojen olarak ilan etmistir (1994). Yine ayni yilda NIH (National Institute of Health)
onsensusunda H.pylori’nin peptik tlser hastaliginin en 6nemli nedeni oldugu ve Ulserli
hastalarin bu mikroorganizmanin eradikasyonu icin tedavi olmalari gerektigi kabul
edilmistir. H.pylori infeksiyonunun gastrik Non-Hodgkin Lenfoma (NHL), diger
lenfoproliferatif hastaliklar ve MALT lenfoma gelismesiyle de iliskisi bulunmustur (1,
29-33).

Virulansin tespitine yonelik calismalarla vacA ve cagA toksinlerinin
kesfedilmesi, tlrler arasinda virulans farkliliklarinin anlasiimasini saglamistir (16,34).

Marshall B.J. ve Warren R.’ye H.pylori ile ilgili calismalari sebebi ile 2005
yilinda “Fizyoloji ve Tip bilimleri” alaninda Nobel 6duli verilmistir (35,36).

2.2. Epidemiyoloji

H.pylori ve diger gastrointestinal ve enterohepatik helikobakterlerin ilk
mikroorganizmalar kadar eski ve insanoglunun evrimsel olarak ayrima ugradigi
yillardan ¢ok daha 6nce (yaklasik 100 Milyon yil) ilk primatlarda ve biylik memelilerde
mide mukozasinda yerlesen ve florayl olusturan temel bakterilerden oldugu tahmin

edilmektedir. Modern diinya ile temaslari olmayan Guney Amerika yerlilerinde yapilan



mide biyopsi calismalarinda, Asya kokenli genotipe uygun H.pylori suslarinin
gosterilmesi, bu bakterinin mide mukozasindaki kolonizasyonunun, Bering bogazindan
ilk goclerin tahmini gecmisi ile iliskili olmak Uzere, bilimsel anlamda, en azindan 11—
13.000 yillik bir gegcmise dayandigini gostermistir. H.pylori, muhtemelen insanlarin
Afrika boynuzundan Asya’ya oradan da dinyaya dagildigi ilk gocten beri, mide
mukozasinda yerlesik olarak bulundugu distinilmektedir (37).

2.2.1. Prevalans

H.pylori halen tim dlnyada, insanlarin ortalama 9%?50°sinin  midesinde
kolonizasyon gostermektedir. H.pylori’nin mide mukozasindaki prevalansi ve insidansi
gelismislik oranlarina ve yasa gore Ulkeler arasinda farkliliklar gdstermektedir.
Gelismekte olan ve az gelismis ulkelerde % 60-85 arasinda degisen prevalans, gelismis
ulkelerde kisisel hijyene verilen 6nem ve yapilan basarili eradikasyon ¢alismalari ile %
10-30’lara kadar geriletilmistir. Bu oran; Asya’da % 70-80, Afrika’da % 70-90, Kuzey
Amerika’da % 30-40, Giney Amerika’da % 80-90, Bati Avrupa’da % 30-50 ve Dogu
Avrupa’da % 70 olarak bildirilmistir (11,38-39).

Ulkemizde asemptomatik ve semptomatik gruplardaki H.pylori prevalansinin %
45 ile % 100 arasinda degistigi, ortalama olarak da yaklasik % 85 oldugu bilinmektedir
(19,40-44).

H.pylori’nin yas gruplarina gore dagilimi gelismekte olan Ulkeler ile gelismis
bati ulkeleri arasinda farkhlklar gostermektedir. Gelismekte olan (lkelerde infeksiyon
cocukluk caginda hizla kazanilmakta ve addlesan ¢aga gelmeden toplumun buytk bir
kismi infekte olmaktadir (45-46). Bati Ulkelerinde ise eriskinlerin %30-50"si infekte
durumdayken, cocuklarda bu oran %0-5 civarindadir (47). Ulkemiz gibi gelismekte olan
ulkelerde sosyoekonomik kosullarin yetersizligi nedeniyle 5-10 yas arasinda prevalans
%60-70, yetiskinlerde ise %85-90’dir (48).

H.pylori prevalansini etkileyen baslica nedenleri belirlemek amach yapilmis
bircok calisma mevcuttur. Bu calismalarin sonuglarina gore; yas, cinsiyet, sigara
kullanimi, alkol aliskanhgi, egitim durumu, dusiik sosyoekonomik sartlar, go¢ hikayesi
olmasi, ailedeki birey sayisi, aile Uyelerinin infekte olmasi, kisinin yatagini aile
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uyelerinden biri/birileri ile paylasiyor olmasi, kirli su tiketimi, ortak bardak-kasik-catal
ve benzeri aletlerin kullaniyor olmasi gibi nedenler hastaligin yayginligini, reinfeksiyon
sikligini arttirmaktadir (49-52).

Ulkemizde H.pylori prevalansi ile ilgili yapiimis bircok calisma mevcuttur. 1992
yilinda yapilmis bir calismada 18-24 yas arasi asemptomatik bireylerde H.pylori sikhigi
%76.8 bulunurken (53), 2003 yilinda yapilan baska bir ¢alismada 20-29 yas grubunda
H.pylori sikligi %85.9 ve 60-69 yas grubunda ise %88.6 bulunmustur (54).

2.2.2. infeksiyonun bulasmasi

H.pylori infeksiyonlarinda dusiik sosyoekonomik sartlar, kalabalik aile ortami,
sanitasyon yetersizligi, anne-babanin bu bakteri ile infekte olmasi gibi ailesel faktorlerin
etkili oldugu gosterilmistir (46,55). H.pylori“nin insan ve yiksek primatlar disinda
dogal kaynagi veya tasiyicisi bulunmamaktadir, fakat Ouaglia ve ark. (arkadaslari) ¢ig
stte %34.7 oraninda H.pylori phosphoglucosamine mutase (gimM) geni bulmuslar ve
Ghil ve ark. kedilerin diski ve salyalarinda Helicobacter spp. izole etmislerdir (51).

H.pylori infeksiyonu siklikla cocukluk doéneminde kazanilir. Cocuklar,
yetiskinler arasinda infeksiyon icin bir vektér olarak da rol oynamaktadir. Cocuklar
arasindaki infeksiyon sikligi, ¢zellikle diger aile bireyleri infekteyse daha yuksektir.
infekte annelerin ¢ocuklarinda, infekte olmayanlara gére daha sik H.pylori infeksiyonu
goralmastir (50,56-58). Abasiyanik ve ark. yapmis oldugu bir calismada dusuk
sosyoekonomik kosullarda yasayanlarda ve evli ciftlerde infeksiyon prevalansi daha
yuksek oranda izlenmisken, cinsiyet, egitim seviyesi, sigara, NSAID (nonsteroidal anti-
inflammatory drug) kullanimi ile hastalik prevalansinda anlamli farklilik izlenmemistir
(59).

insanlar arasi bulasimda fekal-oral ve oral-oral yollar onemlidir. Hijyenik
kosullarin kot oldugu ortamlarda, bakim evlerinde, kalabalik yasam kosullarinda
prevalansin ylksek olmasi fekal-oral yolla bulastigini dustundirmektedir. Fekal-oral
geciste gaita ile kontamine sularin ve sebze, meyvelerin rol oynayabilecegi
dustinilmektedir. Dental plaklardan, tikrikten PCR (Polymerase Chain Reaction) ile
H.pylori“nin izole edilmesi oral-oral bulasi desteklemektedir. H.pylori’nin cinsel yol ile

gectigini gosteren hichir epidemiyolojik veri yoktur (39,48,50,55).



2.3 Morfolojik ve Fizyolojik Ozellikleri

H.pylori; virgil, “S” veya spiral seklinde gorulebilen, 2.5-5.0 ym uzunlugunda,
0.5x1.0 ym genisliginde, bir ucta sayilari 1-6 arasinda degisen kilifli 8 flagellalari ile
son derece hareketli, sporsuz, kapsulsiuz, mikroaerofilik ve 37°C“de iireyen gram

negatif comaktir. H.pylori genomu, 1.67 Mb uzunlugunda ve sirkiler yapidadir (1,60).

2.3.1. Gérinum ve boyanma

H.pylori, dokuda oksintik kanallarin icerisinde, epitel hicre yizeyinde ve
limende gorilmektedir. Dokudan hazirlanan yaymalar ve besiyerindeki kolonilerden
hazirlanan preparatlar gram boyasi, Hematoksilen&Eozin, Giemza veya sulu fuksin ile
boyanabilir. Ayrica, mikroorganizmanin antibiyotikler, dezenfektanlar gibi kimyasal
olumsuzluklar ve oksijen, 1si farki gibi fiziksel olumsuzluklarla karsilasmasi halinde
tedavi basarisizliklarindan sonraki reaktivasyonlardan sorumlu olan, canli ve metabolik
yonden aktif olduklari halde kultir ortamlarinda Uretilemeyen, hiicre duvarlari defektli

“dormant form” olarak adlandirilan kokoid formlari da gortlebilmektedir (61).

2.3.2. Hiicre duvari vapisi ve antijenik 6zellikleri

H.pylori hiicre duvari, gram negatif bakteri hiicre duvari 6zelliklerine sahiptir.
Yapi en dista lipopolisakkaridden (LPS) zengin, biyUklugi 31-80 kDa arasinda degisen
dis membran, periplazmik alan ve 3 katmanli ic membrandan olusmaktadir.

Yizey glikolipidlerinin ¢cogu kismen fukozillenmis, glikozillenmis veya
galaktozillenmis N-acetyl lactosamine (LacNAc) O-polisakkarid yan zincirler
halindedir ve insanlardaki normal hiicre yizey glikolipidler/konjugatlari olan kan grubu
antijenleri ABO ile homoloji gosteren Lewis ve Bab (Blood group antigen binding)
antijenlerini olusturmaktadirlar. Lewis antijenleri iki tiptir, Tip I’de Lewis-a (Lea),

Lewis-b (Leb) ve Tip II’de Lewis-x (Lex), Lewis-y (Ley) yer alir. Tip | gastrik epitel



yuzeyinde yer alirken, Tip 1l daha derindeki hucrelerde yer almaktadir. H.pylori ile
infekte kisilerde %34 Lea, %73 Leb, %86 Lex ve %97 Ley antijenleri bulunmaktadir.
Bab-A, Bab-B ve Bab-C olmak uzere (¢ tip olan Bab ailesinden sadece Bab-A2
proteini, epiteldeki Lewis B kan grubu antijenlerine baglanir. Bu antijenik benzerlik,
bakteriyi konagin immun cevabina karsi korumakta veya otoimmun cevaba yol acarak

patolojik olaylari baslatmaktadir (62-64).

2.3.3. Genomik 6zellikler

H.pylori 26695 ve J99 suslarinin tam genom dizi analizi yapiimistir. 26695
genomunda genomun % 91’ini olusturan 1590 acik okuma bélgesi, J99 genomunda ise
genomun % 90.8’ini olusturan 1495 acik okuma bdélgesi bulunmaktadir.

Genomda ortalama % 39 olan G+C orani, bakterideki genetik esnekligi, yani
cevre sartlarina uyum igin gerekli mutasyon ve rekombinasyon yapabilme yetenegini
artirmaktadir. 26695 susunda 5 bélgede, J99 susunda ise 9 bélgede “Patojenite adalar1”
(PAI — Pathogenicity Islands) olarak adlandirilan, dusik G+C oranina (% 33-35) sahip
yabanci gen dizileri gosterilmistir. 26695 susundaki 40 kb uzunlugundaki R2 bdlgesi
cagPAI (cag Patojenite Adasi) bolgesi olup, virulans ile direkt iliskili Tip-1V sekresyon
sistemi ve effektor protein CagA (Cytotoxin associated gene A) dahil 27 proteini
kodlamaktadir (65).

2.4. Ureme ve Kiltir Ozellikleri

Helicobacterler mikroaerofilik mikroorganizmalar olup, metabolizmalari igin
oksijene ihtiya¢ duyarlar. Stperoksit dismutaz (SOD), peroksidaz, sitokrom oksidaz ve
guclu katalaz aktivitesine sahiplerdir. Bu sayede %5-10 CO2 (karbondioksit) varliginda
%5-20 O2 (oksijen) iceren atmosferde Ureyebilirler.

H.pylori midenin asidik ortaminda treyebilmesine ragmen asidofilik bir bakteri

degildir ve invivo, invitro sartlarda Gremesinde pH’in etkisi blyuktir. Optimal Greme



icin pH 6.8-7.6 arasinda olmasina karsin, pH 5-8 araliginda tremeye devam ederler
(3,61).

Mezofilik bir bakteri olan H.pylori 30°C ve 37°C isida ve 3-7 gunlik
inkibasyon suresinde Gremektedir. H.pylori kiiciik olan genomu ve regilatér genlerin
azhgr nedeniyle optimize edilmis besiyerlerinde son derece yavas ve zor Ureyen bir
bakteridir.

H.pylori, % 7-10 oraninda eskitilmis at kani, % 1 izovitaleks, % 0.25 maya
ekstrakti iceren Brusella agar, Beyin Kalp Infiizyon agar ve Kolombiya agar, Skirrow
agar gibi zenginlestirilmis kati besiyerlerine % 5 02, % 75 N2 (nitrojen), % 10 H2
(hidrojen) ve % 5-10 CO2 iceren nemli atmosferde uretilebilmektedir. Besiyerlerine
vankomisin, anfoterisin-B, trimetoprim, polimiksin-B, kanamisin, sefaperazon ve
kolistin gibi antibiyotikler eklenerek izolasyon sansi arttirilimaktadir. H.pylori suslari
inkiibasyon siiresi sonunda besiyerinin yiizeyinde 0.3-1mm caph gri, non-hemolitik

koloniler seklinde Gremektedir (1,61).

2.5. Biyokimyasal Ozellikleri

H.pylori laboratuvarda; oksidaz, katalaz ve guclu Gireaz aktivitesi, nitrati redukte
edememesi, sulfurli bilesikleri kullanarak H2S olusturabilmesi, hippurati hidrolize
edememesi, nalidiksik aside direncli, sefalotine duyarli olmasi ile ayirt edilebilir. Bazi
H.pylori suslarinin reaz ve katalaz bakimindan negatif oldugu bildirilmisse de, bu
suslarin klinik izolat olmadigi bildirilmektedir (1,16,61).

2.6. Patogenez

H.pylori‘nin neden oldugu gastroduedenal patolojide mikroorganizmaya ait ¢ok
sayidaki virulans faktoriinin yani sira, konak ve cevreye ait faktorlerin de birlikte etkili
oldugu bilinmektedir. Buglne kadar higbir virllans faktori veya predispozan faktoriin
tek basina spesifik bir patoloji ile iliskisi fizyopatolojik olarak aciklanamamistir (17,18).

Ancak mikroorganizmanin konagin immiin cevabindan kagisi ve kagista etkili olan
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faktorlerle konak mukozasi arasindaki iliski virulansa yonelik calismalarin temelini
olusturmaktadir. Muhtemelen, konakta olusan cevap, ¢cogu kez konaga minimal zarar
verirken, bazi olgularda uzun siirecte denge, iyice konak aleyhine bozularak, cesitli
mide hastaliklarina neden olmaktadir (17-19,66,67).

2.6.1. Bakteriye ait virulans faktorleri

H.pylori’nin neden oldugu gastroduodenal patolojide mikroorganizmaya ait ¢ok
sayidaki virulans faktorinln yanisira konak ve ¢evreye ait faktorlerin de etkili oldugu
bilinmektedir (66).

infeksiyonlarin patogenezinde; mide asit ortamina uyum saglamasinda rol alan
Ureaz aktivitesi, mukus tabakasini incelten musinaz, fosfolipaz A2, fosfolipaz C gibi
proteazlar ve mukus icerisinde hareketi saglayan flagellar yapi gibi kolonizasyon
faktorleri, gastrik hiucrelere baglanmayi kolaylastiran hiicre duvari protein yapilari ve
LPS gibi adezyon faktorleri, sitokrom oksidaz sistemi enzimleri, demir baglayan
proteinler, konak hicre elemanlari ile antijenik homoloji gosteren Hsp (Heat shock
protein) ve Lewis antijenleri gibi konak savunmasindan kacis faktorleri ile gastrik
mukozada hasara neden olan cagA ve vacA (Vacuolating toxin A) gibi effektor
proteinleri iceren virtlans faktorleri rol oynamaktadir (3,18,48,63,67).

2.6.1.1. Kolonizasyon faktorleri

Asidofilik bir bakteri olmamasina ragmen H.pylori midedeki asit sekresyonu,
hareketlilik ve kalin musin tabakasinin yarattigi olumsuz sartlara ragmen mukus
icerisinde kolonize olmayi basarir. Midede kardia ve antrum ile duodenumdaki gastrik
hiicre metaplazisi gorulen alanlarinda kolonize olan H.pylori, % 80-98 oraninda
Iimende ve oksintik kanallarda mukus icerisinde, % 2-20 oraninda ise gastrik hiicrelerin
uzerinde yerlesirler. Mikroorganizma mide mukozasinda epitel hiicreler disinda

ndroendokrin hiicreler ve notrofillere karsi da tropizm gosterir (66).
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2.6.1.1.1. Hareket

Midede limen ve mukoza arasinda viskoelastik bir mukus tabakasi yer
almaktadir. H.pylori’nin bu mukus tabakasi igindeki hareketi, bir tarafinda bulunan
kihfli flagellalari sayesinde son derece hizli bir sekilde olmaktadir. Spiral yapi da
hareketini son derece kolaylastirmaktadir. Bu Ustlin hareket kabiliyeti sayesinde asidik
bir ortam olan limenden, no6tr bir ortam olan mukus tabakasina hizhi bir sekilde
ulasmasini saglar. H.pylori’nin hareketliligi en 6nemli virulans faktorii olarak kabul
edilmektedir. Domuzlarda yapilan ¢alismalarda en virulan suslarin en hareketli suslar
oldugu, flagellar mutant suslarin infeksiyon yeteneginin kayboldugu gosterilmistir
(67,68).

2.6.1.1.2. Ureaz

H.pylori’nin tum proteinlerinin yaklasik olarak % 6’sini olusturan ve yapisinda
nikel bulunduran bir metalloenzim olan Ureaz, bakterinin midenin asidik ortaminda
yasamas! icin gereklidir. Ureaz enziminin eksprese edilebilmesi icin kofaktor olarak
nikele ihtiya¢ duyulur.

Ureaz enzimi mide hiicrelerinden salinan ireyi parcalar. Urenin parcalanmasi
esnasinda aciga cikan CO2 ve NH3’Un (amonyak), bakteriyi korudugu ve mide
epitelinde hasar yarattigi gosterilmistir. Ureaz aktivitesi ile Greden olusturulan NH3 ve

CO2 invivo sartlarda bakterinin yasamasi icin gereklidir (60,61).

2.6.1.2. Adezyon

H.pylori’nin mide epiteline spesifik olarak yapismasinda Lewis ve Bab
antijenlerinden 6zellikle Lewis-b ve Bab-A2’nin etkili oldugu gosterilmistir. Bab-A

proteini, epiteldeki Lewis B kan grubu antijenlerine baglanmaktadir (48,60,62).
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Bu iki temel adezin disinda, N-asetil-nérominil-laktoz yapida fibriler
hemaglutinin, hiicreye baglanmada etkili sialize epitoplar, yizey-lokalize 1s1 sok
proteini Hsp-Z ve A1pA/AlpB genleri tanimlanmistir (62-63).

2.6.1.3. Konak savunmasindan korunma faktorleri

H.pylori; midede kolonizasyonu engelleyici faktorlere karsi koyabilecek birgok
yap! elemanlari, enzim ve toksinlere sahiptir. Bu elemanlar; flagellalarla saglanan gucli
hareket yetenegi, Ureaz enzimi, baglanmadan sorumlu proteinler (adezinler), musinaz
gibi suda ¢ozlnur extraselller mediyator 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 amaci ile gelistirdigi uyum mekanizmalarindan en
onemlisi, SOD ve katalaz tretmesidir. Bu iki enzim, H.pylori’nin nétrofillerin fagositik
vakuoliinde yok edilmesini 6nlemektedir. SOD, sliperoksiti H202’ye (hidrojen proksit)
donustirmekte ve katalaz da H202’yi, oksijen ve suya parcalamaktadir (65).

2.6.1.3.2. Thioredoxin (CD59)

H.pylori suslart proteinlerin disulfit baglarini keserek denatlire edebilen
Thioredoxin (CD59) enzimine sahiptir. Bu enzim sayesinde mukus tabakasindaki
musinleri ve daha da énemlisi konak tarafindan sekrete edilen nonspesifik ve spesifik
IgA, 1gG ve IgM gibi immunoglobulinleri denatiire edip vicut savunmasindan
korunurlar (70,71).

2.6.1.4. Doku hasar1 olusturan virulans faktorleri
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H.pylori’nin  mide kolonizasyonu siklikla asemptomatik seyretmekte,
tastyicilarin ancak % 15-20°sinde hayatin herhangi bir doneminde gastroduodenal
patoloji sekillenmektedir. Bu dusik insidans H.pylori ile gastroduodenal hastaliklar
arasindaki etiyolojik iliskiyi kuskulu hale getirse de, insanlarda yapilan genis
epidemiyolojik calismalar ve eradikasyon tedavisinin klinik sonuclarinin yani sira,
Pigtail macaque ve Rhesus maymunlari ile yapilan deneysel calismalarda H.pylori’nin
yuzeyel gastrite yol actigi ispatlanmistir (17,65,66,72). Rhesus maymunlarinda H.pylori
infeksiyonu ile yaratilan gastritin H.pylori eradikasyonu ile iyilesme sirecine girdigi de
gosterilmistir (65). H.pylori patogenezi ile ilgili cok sayida iddia bulunmakla birlikte,
bakteriye ait glcll antijenik 6zellige sahip toksin, enzim ve yapisal elemanlarin yarattig
kronik inflamasyonun midedeki doku hasarindan sorumlu oldugu ispatlanmistir (72).
Immunopatogenez disinda, H.pylori infeksiyonu esnasinda 4-4.5’a kadar yiikselen mide
pH’1, midede adi bakteriler ve metabolitlerinin artisina izin vermektedir. Bu metabolitler
icerisinde bulunan nitrat ve nitritler gesitli gidalar veya ilaclarla alinan aminler ve
amidlerle birleserek karsinojen nitrozo aminler ve nitrik oksid radikalleri (NOS) gibi N-
nitrozo bilesiklerini olusturmaktadir. Kronik inflamasyonda yer alan polimorf niveli
lokositler, lenfositler ve makrofajlarin yarattigi oksijen ve nitrik oksit radikalleri de
NOS’lar gibi  mukozal hicrelerde hasari ve neoplastik transformasyonu
tetikleyebilmektedir. Diger taraftan H.pylori ile infekte hastalarda mukozal askorbik asit
miktarinin  dustigi ve lipid peroksidasyonunun arttigi gosterilmistir (72). Bu
metabolitlerdeki degisim de karsinogenezi tetiklemektedir. Bu olaylar sonucunda
H.pylori ile kolonize kisilerin % 2-4’Unde, kronik aktif gastritle baslayan gastrik
kolonizasyon yaklasik 10 yillik bir stire icerisinde mukoza hicrelerindeki hasara bagl
olarak diffiiz veya intestinal tip adenokarsinoma ile sonlanabilmektedir. Nitekim
H.pylori pozitif kisilerde mide kanseri gelisme riski, negatif hastalara gore en az 20 kat
fazla bulunmustur (72).

H.pylori’nin genetik yapisindaki rekombinasyon yetenegi ve gen esnekligi
Ozelligi bu bakteriye ait virulans genlerinin de 6nemini tartistlir hale getirmektedir.
Mesela, mide kanseri insidansinin yilda 235.000 olgu veya % 0.4 gibi oldukc¢a yiiksek
oranda goruldigu Japonya ve Cin gibi Ulke izolatlarinda virulansla iliskilendirilemeyen
cagA ve vacA gibi bazi genler Bati diinyasinda gastrik adenokarsinoma ve peptik utlser

icin prediktif deger tasimaktadir. Bu nedenle, virulansa etki eden bu genlerdeki
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mutasyonel degisimler ve allelik farkliliklarin 6nemini ortaya koyan ve daha genis vaka
gruplarini i¢ine alan molekdiler diizeyde ¢alismalara ihtiya¢ vardir (72).

Bakterinin virtlans 6zellikleri icerisinde en onemlileri; cagA, vacA toksinleri,
dis inflamatuar protein Oip-A (Outer Inflammatory Protein-A) ve epitel ile temasla
indiklenen protein ice-A'dir (73,74).

2.6.1.4.1. Caqg patojenite adasi (CagPAl)

CagPAl, 40 kb blyikliginde ve cagA, cagE, cagG, cagH, cagl, cagL, cagM ve
virB11 gibi 27°den fazla genden olusan bir ORF (open reading frame) bolgesidir. Bu
gen adasl, bakterinin ortama adaptasyonu ile ilgili, 6zellikle Tip-1V sekresyon siteminde
rol alan agresif proteinleri kodlar. Ancak bakterinin konaga uyum cabasinin bir sonucu
olarak cagPAl’de cagA’nin da dahil oldugu genlerde yiliksek oranda delesyonel
mutasyonlar gortilmektedir (38). CagPAI tasiyan sugslar tip | suslar olarak tanimlanirlar
ve Ulser, mide kanserleri gibi Klinik tablolarla iliskilendirilirler. CagPAIl tasimayan
suslar ise tip 11 suslar olarak tanimlanirlar ve daha ¢ok non-llser dispepsi gibi benign
gastrointestinal rahatsizligi olan hastalardan izole edilirler (72).

Hucre icerisine gonderilen cagA, konak hiicre intrasitoplazmik sensorii olan
Nod-I (nucleotide-binding oligomerization domain-I) tarafindan algilanir. Bu sensérde
nikleer faktor kappa-B’yi (NF-kB) aktive ederek proinflamatuvar sitokinlerin (IL-1p,
IL-6 ve IL-8) sekresyonunu baslatir. Ozellikle 1L-8 (interlékin-8) kronik aktif gastritin
en onemli histopatolojik bulgusu olan inflamasyondan sorumludur. Diger taraftan
cagPAl, EGF (Epitelyal Growth Factor) izerinden MMP-1"1 (Matrix Metalloprotease-1)
aktive ederek mide epitelinde hicreler arasindaki desmozomlari parcalamakta ve
mukoza butlnlGguni bozmaktadir (72,75).

2.6.1.4.1.1. cagA geni

Bu gen, Tip | suslarinda, 128 kDa (120-140 kDa) molekil agirhginda, 1147-
1181 amino asit uzunlugunda, gicli immunojen ve sitotoksin olan, cagA olarak
tanimlanan, bir dis membran proteinini kodlar. cagA proteini etnik, bolgesel ve klinik

farkhihklar géstermekle birlikte H.pylori suslarinin % 50-100’tnde tretilmektedir (76-
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79). Ulkemizde cagA ile ilgili yapilan calismalarda farkli cagA pozitiflik oranlari
gosterilmigse de en sik gastrik ve duodenal ulserli, gastrik kanserli hastalarda pozitif
bulunmustur (77-79).

cagA’nin 5’ ucu son derece konservatif iken 3’ ucunda farkli say1 ve biyuiklikte
tekrarlayan diziler yer alir. Bu diziler igerisinde Tirozin’in yer aldiji EPiYA (Glu-Pro-
lle-Tyr-Ala) motiflerini kodlarlar ve bu sebeple de EPIYA gen kaseti olarak da
adlandirilirlar. Konak hicrenin hiicre sinyal sistemini tirozin fosforilasyonu yolu ile
bozan bu kasetlerin blytikltkleri ve bolgesel olarak 0 ila 6 arasinda degisebilen sayilari
virulansla iliskilidir. Mesela Hindistan ve Asya kokenli suslarda 900-950 bp kadar
biylk olan kaset Avrupa kokenli suslarda 825 bp kadardir. Bu fark Asya kokenli
suslardaki kasetin kodladigi proteinin yaklasik olarak 10-12 aminoasit daha bulyuk
olmasina yol agmaktadir. Cok sayidaki calismada imminojenik aktiviteyi artiran bu
bayuklik farkinin Asya tlkelerinde sik gorilen mide kanseri ile iliskili oldugu ileri
strtlmastar (80-86).

Buna karsilik, gastrik adenokarsinoma, duodenal ulser, mide ulseri, non-ulser
dispepsi ve asemptomatik gruplardan izole edilen Avrupa ve Asya kokeni suslarin
karsilastirildigi ¢ok sayidaki calismada ise cagA geneotiplerinin ileri suruldugi gibi
prognozu etkilemedigi gosterilmistir (23,26,86,87).

Hicre sitozoll icerisindeki cagA, Ozellikle antral ve fundik mukoza
hlcrelerinde, PAK-1 (p2l-activating kinase-1) ve MAPK (Mitogen-ActivatedProtein
Kinase) kinazlar aktive etmektedir. MAP kinazlarin aktivasyonu ile NF-kB induklenir
ve NF-kB’nin uyariimasi ile TNF-a (Tumor Necrosis Factor-alpha), 1L-8, GRO-a
(Growth Regulated Oncogene-alpha), VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor)
ekspresyonunda artis gortulmektedir. Ayrica, CagA’nin Ras/MAPK (zerinden NF-kB’yI
aktive etmesi ile IL-8 Uretimi saglanmaktadir 44. inflamasyon bélgesinde biriken
PMNL (polimorfontkleer 16kositler), monositler, B ve T lenfositler gibi inflamatuvar
hicrelerin antjenler ile iliskisi sonucu aktive olan Th (T-helper) ve Tc (T-cytotoxic)
lenfositler; 1L-12, IL-18 ve IFN-y’nin (interferon-gama) etkisi ile boliinerek cogalmaya
baslarlar. infeksiyonun kroniklesmesi ile antijen sunan hiicrelerde IL-12 {iretimi baglar.
IL-12, NK (natural Killer) tarafindan IFN-y sekresyonuna sebep olur. Bu sitokinin
sekresyonu ile dolasimdaki Th hiicre profili degisirerek Th2 ve TO sayisi azalir. Buna
karsilik Thl sayisi artar. Sonug olarak doku yikimi ile karakterize hiicresel immunite

yani patolojik otoimmun cevap baslamaktadir (72,88). Boylece bir taraftan hicresel
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hasar artarken diger taraftan da T hicreler tarafindan uyarilmis B-lenfositlerin
plazmositlere proliferasyonu sonucu, B hiicre bazl folikiler gastrit baslar (72).

Bu ulserlesmis veya folikller yapidaki primer lezyonlar MALT lenfoma veya
mide kanseri icin prekirsor lezyonlardir. cagA tarafindan uyarilan ERK-1 ve ERK-2
(extracellular signal-related kinase), MAP kinazlar hiicrede Bcl ailesinden olan anti-
apopitotik (Bcl-2, Mcl-1 ve Bclx) ve pro-apopitotik (Bax, Bak ve Bad) proteinlerin
ekspresyonunu etkileyerek, dzellikle Bcl-2 Gretimini azaltir, bax Gretimini artirir. Bcl-2
mitokondriaya bagli caspas-3’0 inaktive ederek vakuolizasyon ve apopitozu engeller.
Bu engelleme hatali hiicre proliferasyonunun apopitozis yolu ile temizlenmesinin 6nlini
keser ve neoplastik hiicrelerin transformasyonunu artirir. Bltun bu verilere dayanarak

cagA’nin bir onkoprotein oldugu sdylenebilmektedir (72).

2.6.1.4.2. vacA (vacuolating cytotoxin) geni

VacA geni, 3933 bp buyukluginde bir ORF’dir ve 87-93 kDa agirliginda vacA
proteinini kodlamaktadir. H.pylori suslarinin tamaminda bu gen bélgesi bulunmasina
karsilik, suslarin yaklasik olarak % 40-60’inda gen inaktif ya da disuk aktiviteye
sahiptir (89,90).

vacA geni memeli hiicrelerinde vakuolizasyona yol acan 87-93 kDa agirliginda
vacA proteinini kodlar. VacA geninde bir isaret — sinyal bélgesi “s” ve bir de ylksek
toksisite ile ilgili olan proteinin kodlandigi “m” bolgesi yer almaktadir. VVacA geninin 4
farkh “s” (sla, slb, slc ve s2) sinyal dizisi ile 3 farkli “m” (mla, m1lb ve m2) bolge
dizisi allelleri bulunmaktadir. VacA-sla alleli, s1b’ ye oranla daha aktiftir ve VacA-sl
allelleri, o6zellikle s1/m1 kombinasyonu, s2 allellerine gore daha fazla toksin
uretmektedir (21,23,25,91).

cagA/vacA birlikteligi sadece vacAsl alleline sahip suslarda gorulir. Kuzey
Avrupa, ingiltere, irlanda ve iskogya gibi Avrupa kokenli suslarin cogunda sla, Merkezi
ve Glney Afrika kokenli suslarda sl1b allellerinin kombinasyonlari goérulirken, Asya
kokenli suslarin % 80’inden fazlasinda s1c allelinin hakim oldugu gdsterilmistir. Klinik
izolatlarda yapilan ¢alismalarda vacAsl/mlcagA pozitif suslar, peptik Ulser ve gastrik
adenokarsinoma ile iliskili suslarda daha yiksek prevalansta bulunmustur. Buna

16



karsilik, s2/m2 allel kombinasyonu non-toksijenik suslarda, s1/m2 kombinasyonu ise
nispeten disuk toksisite ile iyi huylu hastaliklarla iliskili suslarda bulunmustur. vacA m2
alleline sahip suslarin da MALT lenfomali hastalarda predominant alt tip oldugu ileri
strdlmastar. Asya kokenli suslar arasinda ise m1 allelinin gerek cocuklarda, gerekse
yetiskinlerde gorilen duodenal Ulserle iliskili suslarda daha yiksek prevalansta
bulunmustur (21-26,80,92).

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

H.pylori’nin 6nemli virulans faktorlerinden birisi de, mide epitel hicresi ile
temas sonrasi uyarilan iceA genidir. Bati toplumlarindan izole edilen suslarda iceAl
varhgi peptik Glser icin bir risk faktorl olarak gosterilirken, goérilme sikligi giderek
artan iceA2 ise, daha cok non-llser dispepsili hastalardan izole edilen suslarda
gortulmektedir (93). Ancak, Asya ve Amerika kokenli suslarda iceA allellerinin spesifik
bir patoloji ile iliskisi gosterilememistir (23,74,94,95). Brezilya’da yapilmis olan
calismalarda, iceA’nin klinik fark gozetmeksizin izolatlarin %90’indan fazlasinda
bulundugu bildirilmistir (74,95).

2.6.1.4.4. Diger gen bolgeleri

Mide kanserli hastalardan izole edilen suslarda esnek bdlge - plasticity region
olarak tanimlanan ve H.pylori genomundaki en degisken boélgeyi olusturan yeni bir
ORF bolgesi gosterilmistir (96). Buyukligu suslar arasinda degiskenlik gosteren (J99
susunda 45 kb ve 26695 susunda ise 68 kb) bu bolgelerde, mide kanseri olusumu ile
iliskili oldugu dusinilen genler (JHP940 ve JHP947) ile gastritle iliskili oldugu
dustnilen ve sadece 26695 susunda gdsterilen bir gen (HP986) yer almaktadir(96,97).
Santos A ve ark.; mide kanseri, Ulser ve gastritli hastalardan izole ettikleri 200 sus ile
yaptiklari PCR bazli ¢alismada, sadece JHP947 genine sahip suslarin kanser ve ulser ile
iliskili olduklarini, diger iki genin ise hastaligin prognozuna etkisinin olmadigini

gostermislerdir. Ancak, bu arastirmacilar JHP947 geninin cagA ile birlikteligine dikkat
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cekmis ve bu yeni genin vacA ve cagA ile birlikte 6nemli bir virulans faktori

olabilecegi ileri surmaslerdir (97).

2.7. H.pylori iliskili Hastaliklar

H.pylori’nin sebep oldugu klinik patolojileri gastrointestinal sistem hastaliklar

ve gastrointestinal sistem disi hastaliklar olarak iki ana basliga ayirmak mimkanddr.

2.7.1 Gastrointestinal sistem ile illiskili hastaliklar

H.pylori insanlarda gastrik kolonizasyonuna bagli olarak asemptomatik
tastyiciliktan Glsersiz dispepsiye, aktif kronik gastrit ve kronik gastritten, atrofik
gastrite, peptik Glserden MALT lenfoma ve gastrik karsinomaya kadar degisen
spektrumda gastroduodenal patolojilerden sorumlu bulunmustur. Ayrica, fundusdaki
lokalizasyonlari ile mide-6zefagus refli ve Ust gastrointestinal sistem karsinomalari ile

de iliskisi gosterilmistir (65).

2.7.1.1. Akut enfeksiyon

Akut H.pylori infeksiyonu gastrointestinal huzursuzluk, mide bulantisi, st
kadranda agri, karinda siskinlik, nadiren de kusma, atese sebep olabilir
(105,126,183,184). Belirtiler 3 ile 14 gin arasinda kaybolur. Genellikle bir haftadan az
surer. Besin zehirlenmesi ile karisabilir. Ozellikle cocuklarda diyare de bulunabilir
(183,184).
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2.7.1.2. Kronik aktif gastrit

H.pylori ile enfekte bireylerde hayat boyu devam eden ve genellikle
asemptomatik seyreden kronik ylzeyel aktif bir gastrit olusmaktadir. H.pylori ile
enfekte kisilerin yaklasik % 20’sinde klinik bir hastalik gelismektedir. Kronik gastrit,
mide kanserinin gelisiminde en iyi bilinen risk faktoridir (105). Antral gastritte,
duedonum ulseri gelisimi daha sik gorulirken, korpus gastritinde mide Glseri, mukozal

atrofi ve intestinal metaplazi gelisme ihtimali daha yuksektir (105,185).

Sydney Kilasifikasyon Sistemi (1990) ile gastrit etyopatogenezinde H.pylori'nin
varhgi dikkate alinmis ve gastrik patolojiler, histopatolojik ve iist GIS endoskopik
olarak iki ayr grupta toplanmistir. H.pylori'nin gastrik dokuda yaptigi hasara iliskin
immunolojik ve patolojik deliller mevcuttur. H.pylori; ya cesitli sitotoksinler ve (reaz
gibi enzimlerle direkt olarak veya otoimmun cevabi baslatarak indirekt yollarla gastrit
mukozada hasara yol agmaktadir (186). H.pylori’nin gastrik mukozada dagilimi
homojen olmayip genellikle yamali bohca tarzinda yerlesim gostermektedir. Mide
biyopsi 0Orneklerinde siklikla mukozal hiicrelerde normal yapinin  kayboldugu,
hlcrelerin dizensiz olarak dizildigi ve mukus iceriginin azaldigi, bununla birlikte
lamina propria’nin kronik inflamasyonu karakterize eden hicreler ile infiltre oldugu
g6zlenmektedir (187,188).

2.7.1.3. Peptik Glser

H.pylori ile iliskisi en glcli sekilde gdsterilmis olan hastalik peptik Glserdir (PU)
(118,188). Duodenal lserlerin (DU) % 95’i ve gastrik Ulserlerin (GU) % 70°i H.pylori
infeksiyonu iliskilidir (108). Duodenal ulser; aspirin, NSAIl kullanimi veya Zollinger-
Ellison Sendromu nedeniyle olusan Ulserlerin disinda, genellikle H.pylori
kolonizasyonuna baghdir (66,183). Pek ¢ok kohort calisma gostermistir ki, H.pylori
pozitif bir Kisinin, H.pylori negatif bir kisiye oranla, yasam boyu peptik Glser gelistirme
riski 3-10 kat daha fazladir (189). H.pylori sadece mide epitelinde yasayabilmektedir.
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Bu nedenle duodenum epitelinde yasamadan 6nce burada gastrik metaplazi olmasi
gerekmektedir. H.pylori duodenumda aktif duodenit sonucu olusan gastrik metaplazi
alanlarinda kolonize olabilir. Bu da tlserasyonun éncul lezyonudur (65,183).

H.pylori ile enfekte bir kiside yasam boyu peptik tlser gelisme riski ABD’de %
3, Japonya’da % 25 olarak bildirilmistir (65,98). 3-10 yil boyunca suren bir diger
progressif vaka kontrolli ¢alismalarda, H.pylori ile enfekte kisilerde duodenal veya
gastrik dlser gelisme riski 4 ila 13 kat artmaktadir (98). Istatistiksel risk verilerine
ragmen H.pylori ile peptik Ulser arasindaki iliskiye ait en gucli delil eradikasyon
tedavisi sonrasi tekrar infeksiyon oranlarindaki anlamli disustir. Duodenal Ulseri olan
hastalarin % 95’inden fazlasinda H.pylori gastriti mevcutken H.pylori negatif hastalarda
DU hastaligi son derece nadirdir. Ylksek asit yikine sahip hastalarda difftiz antral
gastrit ve duodenal Ulser gelisme sikligr artmistir. Dlsuk asit yikine sahip hastalarda
ise korpus gastriti ve multifokal atrofi ve bunlarin yatkinhk olusturdugu gastrik tlser
gelismesi daha sik olmaktadir. Duodenal mukoza ve muskularis mukozayi igine alan
lokalize doku kaybi olan ulser, sik niiks gorilen kronik bir hastaliktir.

H.pylori, GU hastalarin % 70'inden fazlasinda gastrik mukozada pozitif
bulunmustur. GU’lerin geri kalan % 25’inde non-steroidal antiinflamatuar ilag
kullanimi, % 3’Unde Zollinger-Ellison sendromu ile % 2 vakada cesitli faktorler
suclanmistir. H.pylori eradikasyonu ile hem GU hem de DU tekrarlama riskleri anlamli
sekilde azalmaktadir (118,190). Basarili eradikasyon sonrasi DU’de rekiirens orani% 3-
21 iken halen H.pylori pozitifliginin devam ettigi grupta bu oran % 55-86’dir (191-193).
GU rekurrensi incelendiginde, H.pylori halen pozitif olan grupta % 46-71 olarak
saptanirken H.pylori’nin basari ile eradike edildigi grupta bu oran <% 10 olarak
saptanmistir (194-196). H.pylori / NSAII etkilesiminin uzun stire NSAII kullanan tim
hastalarda H.pylori’nin test edilmesi ve infeksiyon bulundugunda tedavi verilmesi
gerektigi Maastricht 2-2000 ve 3-2005 konsensus raporunda bildirilmistir (6,11).
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2.7.1.4. Mide kanseri

30 yil kadar 6nce Correa ve arkadaslari tarafindan gastritin gastrik kansere
ilerleyebilecegi gosterildi (197). Kronik olarak H.pylori ile iliskili inflamasyonun,
gastrik bezlerin yerine intestinal metaplazinin ge¢cmesi nedeniyle, normal gastrik
mukozal mimarinin siklikla kaybina neden olur. Bu atrofik gastrit ve intestinal
metaplazi durumlari H.pylori ile kronik olarak kolonize kisilerin yaklasik yarisinda
gelisir (118). Her H.pylori ile enfekte kiside gastrik kanser gelismez. Etkileyen pek ¢ok
faktor tanimlanmistir. Temel faktorler, mutasyonlara neden olabilecek oksidatif stres ve
cevresel faktorlerdir. Diyet, bakteriyel faktorler, DNA hasari ve oksidatif strese yon
verebilecek konak yanitini diizenleyen genler de onemlidir (198). Konaktaki IL-1’i
kontrol eden gen boélgesinde polimorfizm olanlarda hipoklorhidri ve gastrik kanser
insidansi artmistir (199-200). Atrofinin siddeti ve yayginligina gore gastrik kanser riski
5-90 kat artmistir (201). H.pylori kolonizasyonunda gastrik kanser riski 10 kat artmistir
(202), bu nedenle de Diinya Saglik Orguti (WHO) tarafindan sinif 1 karsinojen olarak
tanimlanmistir. Gastrik kanser riski sadece cagA pozitif bireylerde beklenmez, ayrica
kronik H.pylori kolonizasyonuna karsi IL-1’i daha yiiksek oranda dretebilme yanitini
gosteren bireylerde de gastrik kanser riski artmistir (199). Gelismis Ulkelerde gastrik
kanserin % 60-80’inde uzun dénemde H.pylori’ye maruziyet vardir. ilging olarak son 10
yilda Bati toplumlarinda H.pylori prevelansinin dismesi ile orantili gastrik kanser
vakalarinda azalma mevcuttur. Ancak halen gastrik kanser dinya genelinde en sik
gortlme 4. kanserdir. Dogu Asya ve Giliney Amerika’da halen gastrik kanser insidansi
yuksektir (203). H.pylori ile enfekte Kisilerde artmis gastrik kanser riski vardir ve
gastrik kanserli hastalarin % 50’sinde H.pylori pozitifligi bulunmaktadir (204).
Prospektif calismalarla H.pylori kronik gastritinin, intestinal metaplazi ve atrofik
gastrite dogru ilerledigi gozlenmistir (205) ve bu tlr patolojik lezyonlar gastrik
karsinomanin onculi olarak kabul edilmektedir (118). Duslk asit yukiu ve kronik
H.pylori infeksiyonu olan Kisilerde intestinal metaplazi ve displazi gorilme sikhgi
artmaktadir. Mide kanserinin malign hastaliklar arasindan gortilme sikhgi toplumlara ve
cinsiyete gore degismekle birlikte diinyada 4. sirada, Ulkemizde ise 3. sirada yer
almaktadir. H.pylori infeksiyonunun arttirdigi doku yaniti “kronik gastrit” olarak
adlandirihr. Kronik gastritin mide kanseri gelisiminde énemli bir risk faktor( oldugu

bilinmektedir. Ayrica H.pylori infeksiyonunda goérulen intestinal metaplazi ve atrofik
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gastrit mide kanseri gelisimine sebep olur (118). H.pylori infeksiyonunun prevalansinin
yuksek oldugu Ulkelerde mide kanseri orani da yuksektir. Bu iliski mide antrum, korpus
adenokarsinomlarinin intestinal ve diffuz tiplerinin her ikisinde de gorulir.
Adenokarsinom gelisim mekanizmasinda kabul edilen goris: H. pylori’nin indtkledigi
doku yanitinin (yangi) kroniklesmesi ile atrofik ve metaplastik histolojiye degisimdir.
Kona@a ve bakteriye ait faktorler de kanser gelisiminde dénemli rol oynar (118,183).
Gunumuzde bilim adamalari artik gastrik kanseri 6nlemek i¢in hem atrofik gastrit veya
intestinal metaplazi gibi kanser éncull lezyonlari olan hem de H.pylori ile enfekte olan
genel toplumda H.pylori eradikasyonu (zerine odaklanmislardir. Pek cok plasebo
kontrollli randomize calismada H.pylori eradikasyonu ile atrofide bir miktar gerileme
saglanabilmistir (206,207). Bu c¢alismalarda, eradikasyon verilen ve plasebo grubu
karsilastirilmis, iki grup arasinda, tedavinin ilk yillarinda, 4-12 yillik izlem itibariyle
gastrik kanser insidansinda istatiksel olarak anlamli fark saptanmamistir (208).
Eradikasyon tedavisinden sonra da gortlebilen bu gastrik kanserler, bu hastalarin daha
Onceden zeminde atrofik gastrit ve intestinal metaplazi gibi kanser gelisimi igin geri
donistimsiz bir noktada olmalarina bagl olabilir. Bu durum, H.pylori i¢in uygulanacak
etkin eradikasyonun gastrik kanseri onleyici etkisinin atrofik gastrit veya intestinal
metaplazi gibi kanser dncull lezyonlarin olmadigi durumlar igin s6z konusu oldugu
anlamina gelebilir. Bir baska calismaya gore de H.pylori ile enfekte olan bireylerde
gastrik kanser gelisme riski yaklasik olarak 5-6 kat daha fazladir (126). Yakin zamanda
Japonya’da genis kapsamli, 123576 hastanin 1990-2004 yillarinda prospektif kohort
olarak izlendigi bir calismada, 511 gastrik kanser vakasi 511 kontrol grubu ile
karsilastirilmis. Burada H.pylori’ye atfedilen gastrik kanser riski orani 5.1 saptanirken,
H.pylori yani sira CagA pozitifligi de olan bireylerde bu oran 12.5 olarak saptanmistir
(209).

2.7.1.5. Mide lenfomasi

Mide lenfomasi B lenfositlerden koken alir ve mukoza iliskili lenfoid doku
lenfomasi (MALToma) olarak adlandirilir. H.pylori enfeksionu gastrik MALT lenfoma
riskini anlaml derecede arttirmaktadir. Epidemiyolojik calismalara gére, hemen tim

MALT lenfomali hastalarin H.pylori pozitiftir (23,65). H.pylori pozitif hastalarda
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MALT lenfoma gelisimi icin anlamli risk artisi mevcuttur (211). Gastrit adenokarsinoma
gore mide lenfomasi daha az oranda gorulur (118,212,213). MALT lenfoma, H.pylori
pozitif bireylerin <% 1’inde gorulir (214). MALT lenfomali hastalarin yaklasik olarak
% 60-80’inde basarili eradikasyon tedavisi sonrasinda tam remisyon gozlenir. % 10
hastada minimal rezidlel hastalik izlenirken, kalan grupta da eradikasyona hi¢ yanit
alinmaz. Tam remisyon yaniti alinan hastalarin da uzun dénem takipleri sirasinda % 30-
35 oraninda rekdrens izlenmektedir. Bu nedenle bu MALT lenfomali hastalarin uzun
donem takipleri yapiimalidir (215,216). Eradikayon tedavisine yaniti belirleyen hastada
t(11:18) (g21:921) translokasyonunun bulunup bulunmadigidir. Bu translokasyon, API2-
MALT1 fiazyonu ile iliskilendirilmistir ve apoptozis olayminin gelismesini
baskilamaktadir. Kabul géren mekanizma, H.pylori’nin neden oldugu kronik antijenik
stimulasyonun poliklonal lenfoid yanitin indukledigi ve bir klonun proliferasyonu
sonucunda neoplastik transformasyona ugradigi seklindedir (183,184). Pek cok
calismada MALT lenfomali hastalarda bu translokasyon oldugunda erdikasyon

tedavisine ya hi¢ yanit alinamamistir ya da ¢ok nadiren yanit alinmistir (217,218).

2.7.1.6. Ulsersiz (non-ulcer) dispepsi

Dispepsi; GORH, PU hastaligi ve ilag kullanimi gibi nedenlerle olusabilir (117).
Ulsersiz dispepsi varligi etiyolojisi ¢ok iyi bilinmediginden tanimlanmasi yetersizdir.
Bircok randomize Klinik ¢alismalarda Ulsersiz dispepside H.Pylori icin antibiyotiklerin
etkisi degerlendirilmistir. Genel olarak, antibiyotik tedavisi ile hastalarin % 20-25’inde
semptomatik diizelme gorullr (126). Bu grup hastalarda bir hastada kir saglanmasi icin
12-15 hastanin tedavi edilmesi gerektigi ifade edilmektedir (6).

2.7.1.7. Gastrodzofageal reflii hastaligi (GORH)

H.pylori infeksiyonu ve GORH arasindaki iliskiyi inceleyen retrospektif ve

prospektif bir¢cok arastirma yayinlanmistir. Bu calismalarin bir kisminda H.pylori
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infeksiyonunun GORH'’e karsi koruyucu bir rolii olmadi§i gosterilirken (219) bir
kisminda da bu organizmaya bagl infeksiyonun reflii hastahigini ortaya cikarabilecegi
veya daha 6nce var olan refli hastaligini alevlendirebilecedi vurgulanmistir (220). Bati
toplumunda H.pylori infeksiyonu sikhgindaki azalmayla birlikte GORH insidansinin
artmasi, H.pylori infeksiyonunu GORH gelisimine karsi koruyucu rol oynayabilecegi
seklinde bir dlsiincenin ortaya ¢ikmasina yol agmisti. EHPSG’nin 2005 yili uzlasi
raporuna gore H.pylori eradikasyonun GORH neden olmadi§i kabul edilmektedir (6).
Refli hastalarinda rutin olarak H.pylori icin test dnerilmemektedir. Ancak uzun sire
proton pompa inhibitéri (PPI) kullanacagi ©6n gorilen hastalar icin H.pylori
eradikasyonun faydali olacagi ifade edilmistir. PPI’lar ile derin asit baskilanmasi
saglandiginda 0zellikle korpus baskin gastriti olan bireylerde gastrit bezlerdeki
hasarlanmanin artabilecegi, atrofik gastrit ve potansiyel olarak gastrit kansere neden
olabilecegi nedeniyle refli 6zofajiti tanisiyla uzun dénem PPl alacagl dusunulen
hastalar icin inflamasyonu gerilemek amaciyla oncesinde H.pylori icin eradikasyon
verilmesi faydal olacaktir (6,221). Bugin icin genelde kabul géren bir gériis GORH'(in
siddeti ile H.pylori varligi arasinda tersine bir iliski oldugu seklindedir. Calismalara
gore Asya toplumlarindaki GORH ile H.pylori prevelansi arasinda negatif bir iliski

oldugu soylenebilirse de bu iliskinin dogasi agiklanamamaktadir (6).

2.7.2 Gastrointestinal sistem disi hastaliklar

Son yillarda H.pylori ile kardiyovaskiler sistem, solunum yollari, merkezi sinir
sistemi, deri yumusak doku ve otoimmun hastaliklar arasinda iliski oldugunu ima eden
cok sayida calismaya ait sonu¢ yayinlanmistir (222). Bakterinin bu hastaliklardaki roli
kesinlik kazanmamakla birlikte elde edilen sonuclar Klinisyenlerin eradikasyon
tedavilerine ilgisini artirmistir (223). Bu baglamda; iskemik kalp hastalarinda yuksek
oranlarda H.pylori infeksiyon prevalansi bildirilmis. Behcet, Sjogren sendromu gibi
bazi otoimmdin hastaliklarla H.pylori arasinda bir iliski oldugu ileri striImastir. Ayrica,
karaciger ve safra yolu hastaliklari, inflamatuvar barsak hastaligi, trtiker, akne rozasea
gibi deri hastaliklar, ITP, demir eksikligi anemisi, magaloblastik anemi gibi hematolojik

hastaliklarla ve romatoid hastaliklar arasinda da muhtemel bir iliskinin varhgindan s6z
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edilmistir (224). 2006’da Japonya’dan yayinlanan ITP ve H.pylori iliskisini arastiran bir
calismada, 37 ITP hastasindan 26°sinda H.pylori pozitif 11’nde H.pylori negatif
saptanmistir. Bu iki grup hastaya da eradikasyon tedavisi verilmis, pozitifligi
gosterilmis grupta % 62 oraninda yanit alinmisken H.pylori negatif grupta beklendigi
uzere herhangi bir degisiklik izlenmemistir (226). Bir baska calismada H.pylori pozitif
ve ITP’si olan 43 hastaya eradikasyon tedavisi verilmis, bu 43 hastadan 41’nde
eradikasyon saglanmis (% 95) ve bu grup hastalardan 20’sinde (% 49) kalici trombosit
yaniti izlenmistir (225). Ancak elde edilen veriler, bu hastaliklarla H.pylori infeksiyonu
arasinda ke-in bir iliski oldugunu sdylemek icin yeterli olmayip, genis kapsamli

calismalara gerek vardir.

2.8. H.pylori infeksiyonlarinda Tani

H.pylori ile iliskili gastroduodenal hastaliklarin tanisi, klinik ve laboratuar
bulgulara dayanmaktadir. infeksiyonunun tanisina yardimci olabilecek bircok test
yontemi gelistirilmistir. Bu testler, direkt yani invazif testler ve indirekt testler yani non-
invaziv testler olarak iki kategoriye ayrilmaktadir. H.pylori’nin tespitinde altin standart
arastiricinin - deneyimine goére kiltir, PCR veya histopatolojik inceleme olarak
tanimlanabilir. Taniyr optimize etmek icin genellikle birkac testin birlikte kullaniimasi
Onerilmektedir.

Kullanilacak olan testin secimi, yontemin uygulanabilirligi, testin sensitivite ve
spesivitesi, ulasim imkanlari, maliyeti ve hasta tarafindan tolere edilebilirligi ve
hastanin klinik yakinmalari ve fizik bulgular dikkate alinarak yapilir. Cesitli tani

testlerin genel Ozellikleri tablo 2.1’de tanimlanmistir (106,107).
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Tablo 2.1: H.pylori tanisinda kullanilan testlerin 6zellikleri

TEST SENSITIVITE SPESIVITE MAALIYET INVAZIV OZELLIK
(%) (%) ISLEM
Yamasal dagilimdan etkilenir.
Enflamsyonun siddeti belirlenebilir
Histoloji 90-95 95-99 T + (gastrit, atrofi vb.)
Laboratuvarin deneyimi 6nemli.
Kiiltiir 75-90 100 - + Antibiyogram icin gerekli
Hizh sonug verir. Yamasal dagilimdan
HOT 85-95 90-95 + + etkilenir. Ab. ve PPI’dan etkilenir.
lleri laboratuvar sartlari gereklidir.
GB-PCR 95 100 +++ +
Cocuklar ve hamilelerde kullanilabilir.
1BC NT 05 08-100 - ) Tedavinin takibinde yararlidir.
Dusuk doz radyasyon. Tedavinin
1e ONT 05 90-100 - ) takibinde yararhdir.
Eepidemiyolojik amacli olabilir.
Seroloji 80-90 85-95 + ) Tedavi takibinde Gnerilmez.
Tedavi 6ncesi ve sonrasi aktif
E:EE'J;T 04 97 - ) infeksiyonu takip etmeye uygundur.

HUT, hizli iireaz testi; UNT, iire nefes testi; GB-PCR, gastrik biyopsi PCR;

H.pylori’nin varligini géstermeye yonelik pek ¢cok yontem mevcuttur. Tani igin

hangi yontemin kullanilacag! ise amaca, laboratuvarin alt yapisina, maliyete ve uzman

varhigina gore degisir (100-102).

2.8.1. invaziv yontemler

2.8.1.1. Hizli Uireaz testi

Mide biyopsi

orneklerinden H.pylori’nin dolayh

olarak saptanmasinda

bakterinin fazla miktarda treaz salgilama yeteneginden yararlanilir. Ureaz temelli

testlerin duyarlihdi midedeki bakteri yogunlugu ile iliskilidir (103). Ure igeren Kati,

yarikatl veya sivi ortamlar mevcuttur. H.pylori Ureazi ortamdaki Greyi amonyak ve

bikarbonata pargalar. Amonyum ile pH artar ve pH indikatorl ile ortamin rengi degisir

(104,105). Ticari veya laboratuarda hazirlanan treaz testleri bulunmaktadir. “CLO test”,

“HUT test” ve “Hp fast” agar igeren ticari kitlere drnektirler. Konsantre (% 10’luk) Ure

iceren laboratuvarda hazirlanan Ureaz testi 15 dakikada, hizli sonug verir (104).
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Gastrit ve duodenal mukozada H.pylori yamasal dagilim gosterebilecegi icin tani
icin alinan 6rnek sayisinin artmasi ile HUT’Un tani degerinin artar. Gastrik biyopsi
ornek sayisinin artmasi ile de testin duyarliliginin arttigi bilinmektedir. Normal
kosullarda H.pylori varhginda HUT testinin 24 saat icinde pozitiflesir. Biyopsi 6rnek

sayisinin artmasi ile testin takip stresi kisalir (106).

2.8.1.2. Histopatolojik inceleme

H.pylori infeksiyonlarinda histolojik tani dokudaki inflamasyonun ve varsa
prekarsinojen  degisimlerin  siddetini  belirlemek amaci ile yaygin olarak
kullaniimaktadir. Bu testlerin duyarlilik ve 6zgulligu cesitli faktorlerin etkisi altinda
olmakla beraber sirasi ile <% 90 ve >% 95’dir. Bu oranlar biyopsi ve arastirmaciya ait
faktorler tarafindan degisir. Muhtemel 6rnekleme hatalari mikroorganizmanin farkli
kolonizasyon yogunluguna bagh olabilir. infekte midede pilorun kiigiik kurvatiiriinden
alinan orneklerde pozitif bulma sansi % 90°in Gzerine ¢ikmaktadir. Duyarhlik antrum ve
govdeden en az iki 6rnek alinmasi ile arttirilabilir. Kullanilan boyama ydntemi de
sonuclari etkiler. Siklikla, modifiye Giemsa, Warthin-Stary, modifiye McMullen ve
Gimenez gibi histokimyasal veya IFAT (immiin Floresan Antikor Testi) ve IP (immiin
Peroksidaz) gibi immunohistokimyasal boyalar kullaniimaktadir. immunohistokimyasal
boyalar histolojik muayenede en duyarli ve 6zgul metodlar olup altin standarttir
(102,107).

2.8.1.3. Kiltiirde izolasyon

H.pylori tanisinda kaltur altin standart yontemlerden biridir. Antimikrobiyal
duyarlilik testlerine olanak saglar ve kilturle elde edilen sus tiplendirme ydntemlerinde,
ileri arastirmalarda kullantlabilir (108,109). Ancak H.pylori’nin inkubasyon periyodu
uzundur (3-12 gun). Diger bakteriler gibi, kiltirde Greyebilmesi igin canli olmasi
gerekmektedir. Ornek toplama ve laboratuvara ulastirma da bakterinin Kkiiltirde
ureyebilmesi icin 6nemli basamaklardir. Bakteri genelde antrumda kolonize

oldugundan, biyopsi 6rnekleri antrumdan alinir. Dlzensiz dagilimi nedeniyle alinan
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biyopsi 6rneginde bakteriye rastlanmayabilir. Kultur icin iki biyopsi érneginin alinmasi
ve taze hazirlanmis Dbesiyerine ekilmesi tavsiye edilmektedir. H.pylori tedavisi
bakterinin midedeki dagilimini degistirebilir. Bu ylzden tedavi sonrasi kontrol biyopsisi
alinacaksa veya hasta anti-sekretuvar ila¢ kullanmissa fundustan da biyopsi alinmalidir.
Biyopsi 0rnegi hizla laboratuvara ulastiriimalidir. En uygun transport isisi 10°C’nin
altidir, bakteri oksijene duyarlidir. 4°C’de tuzlu su veya % 20’lik glikoz c¢ozeltisinde 4
saatten az saklanabilir. Daha uzun (24 saat) saklanacaksa Stuart, Portagerm pylori
(bioMérieux, France) gibi transport ortamlari kullanilmali ve 4°C’de saklanmalidir.
Biyopsi 0Ornegi 24 saatten uzun sure saklanacaksa -70°C veya sIvi nitrojen
kullaniimalidir (109). H.pylori’yi kultirde Uretebilmek icin cesitli segici ve segici
olmayan besiyerleri mevcuttur. At kani, at serumu veya koyun kani eklenmis beyin kalp
inflzyon agar, brucella agar, Tryptone Soya agar, Columbia agar veya Skirrow’'s agar
kalturde kullanilan besiyerleridir (61,110,111). Besiyerine, diger mikroorganizmalarin
uremesini engellemek icin H.pylori suslarinin bircogunun dogal direncli oldugu
antibiyotiklerden vankomisin, trimetoprim, amfoterisin B, sefsulodin, polimiksin

eklenebilir.

2.8.1.4. Molekdler tani yontemleri

Son yillarda molekiler biyolojik tani yoéntemleri H.pylori biyolojisi,
infeksiyonlarinin tanisi, spesifik virulans faktorlerinin tayini, konakta ortaya cikan
cevabin genetik temeli, antibiyotik direncinin belirlenmesi, eradikasyon tedavisinden
sonraki tekrarlayan infeksiyonlarin nedeninin tespit edilmesi ve kiltirde Uretilemeyen
kokoid formlarin tanimlanmasi gibi amaclar icin yogun olarak kullaniimistir. Ancak
nikleik asit amplifikasyon bazli teknikler, canli ve 6lu bakteri ayirimini yapamadiklari
icin yalanci pozitif sonuclar verebileceklerinden eradikasyon tedavisinin takibinde
onerilmemistir. H.pylori izolatlarinda molekuler tani yontemleri kullanilarak belirlenen
gen mutasyonlari, suslarin cografi ve etnik dagilimlarinin yani sira kolonize
topluluklarin etnik gecmislerini tayinde de 6nemli bilgiler Gretmistir. Molekuler

yontemlerle, kultlr ortamlarinda Uretilen bakterilerin yani sira, tukrik ve dis plaklari,
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mide sivisi ve biyopsi Ornekleri ile diski gibi 6rneklerde de H.pylori suslarina ait

spesifik nlkleik asit dizilerini direkt olarak arastirmak mimkundar (107).

2.8.1.4.1. Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)

Molekdler yontemler, 6zellikle PCR H.pylori’nin mide biyopsi, tukdruk, dental
plak, diski gibi Klinik érneklerden tanisinda kullanilir (104,112-113). Molekuler testlerin
muhtemel klinik kullanim alanlari; tedavi sonrasi niksi, reinfeksiyondan ayirma,
bakteri sayisinin az oldugu dental plak, diski gibi 6rneklerden tanimlama ve Klinik
6nemi olan DNA mutasyonlarini saptamadir. Ayrica cagA, vacA, iceA gibi virulans
faktorlerinin saptanabilmesi ve canli bakteriye gereksinim duyulmamasi 6nemli

avantajlandir.

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

“Real-time” PCR yeni bir teknik olup TagMan yontemi gastrik mukozadaki
bakteri miktarini saptamada kullanilmistir. “Real-time PCR”in diger bir kullanim alani
da 23S rRNA’nin peptidiltransferaz bolgesinde bulunan A2142C, A2142G ve A2143G
nokta mutasyonlariyla olusan Klaritromisin direncinin direk olarak ve kisa sirede
saptanmasidir (114-116).

2.8.1.4.3. Floresan in situ hibridizasyon (FISH)

H.pylori ribozomal RNA’sinin c¢oklu kopyalari ile oligonikleotidlerinin
tanimlanmasinin spesifik DNA-DNA hibridizasyonuna baghdir. Floresan boyalarla

isaretli oligonUkleotidler, bakteriyel hiicreye penetre olur ve hedef sekansa baglanir. Bu
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teknik ile H.pylori, hayvan modellerinde ya da H.pylori ile enfekte bireylerin gastrik
biyopsi 6rneklerinde floresan mikroskobisi ile saptanabilmektedir.

2.8.1.4.4. DNA enzim immun assay

DNA enzim immun assay; amplifiye drneklerin solid faz immobilizasyonu igin

spesifik biyotinlenmis problari kullanan bir tekniktir.

2.8.1.4.5. Molekiler tiplendirme yontemleri

Tibbi olarak 6nemli bircok bakteri tirii gibi H.pylori de biyokimyasal testler
(biyotiplendirme), yuzey yapisal 6zellikleri (serotiplendirme) veya molekiler parmakizi

analizlerine gore alt gruplara ayrilir.

2.8.2. Non-Invaziv tani testleri

2.8.2.1. Ure nefes testi (UNT)

UNT, bircok calismada altin standart yontemlerden biridir. A§iz yoluyla alinan
13C veya 14C isaretli re, H.pylori ile enfekte kisilerde bakterinin Ureaz enzimi ile
parcalanir. Olusan isaretli CO2’in solunum havasinda tespit edilmesi esasina dayanir.
Duyarliligi ve 6zgulligu oldukca yuksek tani testi olmasinin yani sira; eradikasyon
tedavisinin izleminde de kullaniimaktadir. Diger bir gastrik Helicobacter olan H.
heilmannii yalanci olumlu sonuglara neden olabilir. Antibiyotik tedavisi, bizmut
tuzlarinin kullanimi, H2 reseptdr blokeri veya proton pompa inhibitorlerinin kullanimi

ise yalanci olumsuz sonuclara neden olabilir (104).
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2.8.2.2. Serolojik yontemler

Serolojik testler ilk uygulanan non-invaziv testlerdir. Hastalarin serumunda,
plazmasinda ve sekresyonlarinda IgG antikorlarinin tespiti igin gelistirilmistir. Bu testler
mikroorganizma ile temasi isaret eder, ancak hali hazirda devam etmekte olan bir
infeksiyonu gostermezler. H.pylori antikorlari tedavi edilen hastalarda bile en az bir yil
kanda Olculebilir seviyelerde kalmaya devam eder. Buna karsilik, testlerdeki antijen
kalitesi ve uygulama farklihgi gibi sebeplerle 6zellikle de cocuklarda serolojik testlerle
olgularin % 20-30’una yalanci negatif tani konur. H.pylori tanisinda ilk kullanilan
serolojik test ELISA’dir (Enzyme Linked Immunosorbent Assay). Onalti farkl ticari
ELISA kiti kullanilarak yapilmis 21 calismaya ait metaanaliz sonuglari; bu testlerin
duyarlihidinin % 85, 6zgulluginin de % 79 oldugunu gostermistir. Testlerin dogruluk
orani da % 78 (68-82) olarak bulunmustur. Duyarlilik ve 6zgullugu artirmaya yonelik
cabalar sonucu vacA ve cagA gibi klinik ve patolojik 6nemi olan spesifik proteinlere
karsi antikor cevabini 6lgebilen ELISA, Rekombinant IB ve Western Blot (WB) gibi
yeni serolojik yontemler gelistirilmistir (102,107).

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

Diskida H.pylori antijenlerini tespite yonelik testler non-invaziv testler arasinda
yer alan UNT’ye en iyi alternatif olarak gorilmektedir. Diskida H.pylori antijenlerini
tespit amaci ile kullanilan ve ticari olarak gelistirilmis iki temel sistem bulunmaktadir.
Bunlardan ilki tavsanlardan elde edilen poliklonal antikorlarin kullanildigr “Premier
Platinum HpSA” (Meridian Diagnostics, Inc., Cincinnati, Ohio) olup, poliklonal
antikorlar kullanilmaktadir. Bu testin, yiuksek 6zgullik gostermesine karsilik, dzellikle
bakteri yogunlugunun disuk oldugu orneklerde duyarhihgr genellikle dlsuk
bulunmustur. Bir diger test ise monoklonal antikor karisiminin kullanildigr “FemtoLab
H.pylori” (Connex GmbH, Martinsried, Germany) test kitidir. FemtoLab H.pylori
HpSA’dan daha duyarli ve benzer 6zgulliikte bulunmustur. Bu testlerin duyarhliklari lot
bagimh degismekte ve kullanilan antijenler bilinmemektedir. 260 kDa agirhigindaki

H.pylori katalaz enziminin antijen olarak kabul eden monoklonal antikorun kullanildigi
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yeni bir antijen testi daha gelistirilmistir. Katalaz antijeninin tim hastalarin diskisinda
gorilen 3 antijenden birisi olmasi nedeni ile bu testin duyarlilik ve 6zgulliginun
oldukga yiiksek oldugu bildirilmistir (102,107).

2.9. H.pylori’nin Tedavisi

20. yuzyihin basindan beri, peptik Ulser patogenezinde “no acid, no ulcer”
kavrami, H.pylori’nin (lser patogenezindeki ©Onemli yerinin tanimlanmasi ile
gecerliligini yitirdi. Asit varhgi ulserde hala énemli olsa da, H.pylori infeksiyonunun
sagaltimi Ulser tedavisi icin gereklidir (117). Peptik Ulser tedavisinde asit baskilayici
tedavinin yaninda eger H.pylori mevcutsa mutlaka tedavi yapiimalidir (6,118).

H.pylori infeksiyonu eradikasyonunda infeksiyonun tekrarlama orani c¢ok
dustktir (105). Bircok tedavi rejimi klinik olarak basit ve basarili olmasina ragmen,
tedavi basarisizligi gézlenebilmektedir. Bu nedenle H.pylori infeksiyonunun kolaylikla
eradike edilemedigi ve coklu ila¢ tedavisine gereksinim duyuldugu bildirilmektedir
(117).

ideal tedavi; ucuz, yiksek oranda basari, uygulama basitligi, iyi tolere edebilme
ve ¢ok az yan etki gozlenmesi gibi 6zelliklere sahip olmalidir. Tim bu kriterlere sahip
olan tedavi rejimi olmamasina ragmen, tedavilerin ¢cogu iyi tolere edilebilir ve etkilidir
(117).

Hicbir eradikasyon tedavisi %2100 etkili degildir. Tedavi basarisi % 80 civarinda
olmahdir. Bu da hastanin uyumuna, tedavinin siresine ve bakterinin antibiyotiklere
direnc durumlarina baglh olarak degismektedir (119). H.pylori eradikasyonu gii¢ olan bir
mikroorganizmadir. in vitro olarak pek cok antibiyotige duyarli olmasina ragmen, in-

vivo olarak tek ilag ile eradikasyon pek miumkin degildir. Bunun sebepleri;

. Direncli hatta birden fazla ilaca direncli suslarin bulunabilmesi

. Midenin bosalmasi ile ilaglarin midede kalis strelerinin kisalmasi
. Mukusun limen ve epitel tarafindaki pH farkliliklari

. Ozellikle asit pH’larda stabilitenin saglanamamasi

. Bakterinin mukusun derin tabakalarina yerlesmesi

Calismalarin bir kisminda H.pylori infeksiyonunun GORH'e karsi koruyucu bir

roli olmadigi gosterilirken (120), bir kisminda da bu organizmaya bagl infeksiyonun
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reflu hastaligini ortaya cikarabilecegi veya daha once var olan refli hastaligini
alevlendirebilecegi vurgulanmistir (121). Bati toplumunda H.pylori infeksiyonu
siklifindaki azalmayla birlikte GORH insidansinin artmasi, H.pylori infeksiyonunu
GORH gelisimine karsi koruyucu rol oynayabilecegi seklinde bir diistincenin ortaya
ctkmasina yol agmisti,. EHPSG’nin 2005 vyili uzlasi raporuna goére H.pylori
eradikasyonun gastrodzofageal refliye neden olmadi§i kabul edilmektedir. Refll
hastalarinda rutin olarak H.pylori icin test 6nerilmemektedir. Ancak uzun sure proton
pompa inhibitori (PPI) kullanacagi on gorilen hastalar icin H.pylori eradikasyonun
faydali olacagi ifade edilmistir. PPI’lar ile derin asit baskilanmasi saglandiginda
Ozellikle korpus baskin gastriti olan bireylerde gastrik bezlerdeki hasarlanmanin
artabilecegi, atrofik gastrit ve potansiyel olarak gastrit kansere neden olabilecegi
nedeniyle refli 6zofajiti tanisiyla uzun dénem PPI alacagi dustnilen hastalar igin
inflamasyonu gerilemek amaciyla 6ncesinde H.pylori icin eradikasyon verilmesi faydali
olacaktir (6). Bugiin icin kabul goren bir goriis GORH'lin siddeti ile H.pylori varhig
arasinda tersine bir iliski oldugu seklindedir. Calismalara gore Asya toplumlarindaki
GORH ile H.pylori prevelansi arasinda negatif bir iliski oldugu soylenebilirse de bu
iliskinin dogasi a¢iklanamamaktadir (6).

H.pylori’nin tedavisinde EHPSG, eradikasyon tedavisi igin endikasyonlarini
belirlemistir (Tablo 2.2).

Tablo 2.2: Maastrich 3-2005 Konsensus raporuna gore, H.pylori eradikasyon tedavisi

verecegimiz endikasyonlar

Tavsiye Edilen Endikasyonlar Bilimsel Delil Seviyesi
1. DU veya GU (aktif veya komplikasyon icermeyen) 1
2. MALT Lenfoma ( midede) 2
3. Atrofik Gastritis 2
4. Dispepsili Hastalar 2
5. NSAII 1-2
6. Birinci Derecede Ailesinde Mide Kanseri Olanlar 3
7. GORH 3
8. Daha Once Mide Ameliyati Olanlar 3
9. Hasta Bizzat Kendisi i¢in Tedavi Arzu ediyorsa 4

10. Aciklanamayan Demir Eksikligi Anemisi 3-4
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2.9.1. H.pvylori tedavisinde kullanilan ajanlar

H.pylori enfeksiyonun tedavisindeki ama¢ mikroorganizmayi tamamen elimine
etmektir. Bu nedenle ginimuzde H.pylori’ye etkili antibiyotiklerin yani sira mide asit

sekresyonunu inhibe eden ajanlarda kullaniimaktadir.

2.9.1.1. Anti-sekretuvar ajanlar

Anti-sekretuvar ajanlar etiyolojisine bakilmaksizin  Glserin iyilesmesini
hizlandirir. Asit gidericiler gibi Glserle iliskili rahatsizliklari azaltir ve oldukga givenilir
ajanlardir (117). H2-reseptor blokerleri genis kullanimi olan anti-sekretuvar ajanlardir.
Parietal hucrelerde H2 reseptoriinde histaminin geri donasumli inhibitorleridir. H2-
reseptor blokerleri H.pylori’ye karsi antibakteriyal aktivite géstermezler (117). Proton
pompa inhibitorleri, gastrik parietal hicrelerin limeninde hidrojen potasyum ATPaz
pompasinda asit sekresyonunu geri donlstimslz olarak bloke eder. Bu pompa, hidrojen
iyonlarinin gastrik limene salinmasi ve gastrik salginin distik pH cevresel
karakteristigini yaratarak parietal hiicre mikrovillus membraninda karsilikli hidrojen ve
potasyum degisimini saglar. PP1 baglanir ve lumen igi gastrik pH’yi arttirarak ATPazi
inhibe eder. PPI’ler, H2-reseptor blokerlerinden daha iyi pH kontroli yapabilen en etkili
anti-sekretuvar ajanlardir (117). in vitro calismalarda omeprazol, lansoprazol ve
pantoprazoliin H.pylori tzerine bakteriyostatik etkili olduklari gosterilmistir. Ancak etki

mekanizmalari ¢ok acik degildir.

2.9.1.2. Antimikrobiyal ajanlar

H.pylori infeksiyonu tedavisinin  temelini  bakterinin  duyarli  oldugu
antimikrobiyal ajanlar olusturur. Antibiyotiklerin etkinlikleri, mide asiditesi ile

azaldigindan bunlarin asit baskilayici bir ilagla birlikte verilmesi gerekmektedir. iki ya
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da daha fazla antibiyotigin birlikte kullanilmasi, eradikasyon basari oranini arttirir ve

direngli suslarin olusma riskini azaltir (105).

2.9.1.2.1. Klaritromisin

H.pylori’ ye Kkarsi in vitro olarak en iyi antimikrobiyal etkiye sahip ajanlardan
biridir. Bakteriyal ribozomlara baglanarak protein sentezini bozan ve bakteriyal hicre
6lumine neden olan, aside en dayanikli ve en dusik minimal inhibisyon
konsantrasyonununa (MIC) sahip bir makroliddir (117). Klaritromisin gastrik mukozada
yuksek konsantrasyonlarda bulunur, pH distsunden etkilenmez ve H.pylori icin disik
MIC degerine sahiptir. H.pylori ribosomuna yiiksek derecede baglanmasi agisindan
6nemli bir makroliddir.

2.9.1.2.2. Amoksisilin

In vivo olarak baktesidal etkili asit dayanikli semisentetik penisilindir.
Amoksisilinle, ampisilinin 2 kat1 kadar yiksek kan konsantrasyonu saglanir. Bunlar tek
basina kullanilirlarsa eradikasyon %20’yi ge¢cmez. Amoksisilinin antimikrobiyal
aktivitesi pH bagimhdir, pH artarsa MIC azalir. Amoksisilin konsantrasyonu antral
mukozada en yuksektir, korpus mukozasinda ve mukus tabakasinda daha dustik diizeyde
bulunur (117).

2.9.1.2.3. Nitroimidazoller

H.pylori tedavisi icin en cok metronidazol ve tinidazol kullantlir. Metronidazole
direng oranlari giderek artmaktadir. Jinekolojik ve paraziter infeksiyonlarin tedavisinde

yaygin kullaniimalari, direng oranlarinin  beklenenden de ylksek olabilecegini
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dustindurmektedir (122). Metronidazol, mikroaerofilik mikroorganizmalara segici
olarak toksik etkili bir nitroimidazoldur. Metronidazol bir 06n ilagtir ve
mikroorganizmanin yikimi ve sitotoksik drlnlerin Gretimine neden olan ilaglarin
kimyasal olarak reaktif indirgenmis bir formudur. Metronidazol aktivitesi pH
bagimsizdir (117).

2.9.1.2.4. Tetrasiklin

Tetrasiklin aktivitesi gastrik asiditeden bagimsizdir. H.pylori eradikasyonunda
tetrasiklin igin dinya genelinde <% 1 diren¢ orani bildirilmektedir (117). Siklikla 2.
basamak tedavide 4’10 tedavi kapsaminda kullantlirken, klaritromisin direncinin yiksek

oldugu bolgelerde 1. basamak tedavide de kullanilabilmektedir.

2.9.1.2.5. Kinolonlar

Tek baslarina kullanildiklarinda % 10 etkilidirler ancak Ucll tedavide basari
oranini artinirlar (122). Bu amagla kinolon olarak siprofloksasin, levofloksasin,
gatifloksasinin kullanildigi calismalar mevcuttur. 9-16 saatlik yarilanma émrd, renal
atihmi, ginde tek doz kullanim kolayligi ve distk yan etki profili nedeniyle siklikla
levofloksasin tercih edilmektedir (123,124). Levofloksasin direnciyle ilgili farkli tlke
ve bolgelerden farkli sonuglar alinmistir. Levofloksasin iceren tedavi rejimleri siklikla
2. ve 3. basmak tedavide kullanirlarsa da 1. basamak tedavide kullanildigi ¢alismalar da

mevcuttur.

2.9.1.2.6. Bizmut

H.pylori’ye karsi direk olarak bakterisidal etkili topikal bir ajandir. Bizmut
organizmanin Ureaz aktivitesi inhibe eder ve bakterinin gastrik epitelyal hiicrelerde hizla
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yakalanmasina yol acabilir ve hizla bizmut tuzlari ile kaplanan bakterinin lizisine neden

olur (125,126). Bizmut tuzlarina karsi herhangi bir direng gelisimi yoktur (127,128).

2.9.2. Tedavinin diuizenlenmesi

H.pylori infeksiyonu tedavisi icin uygun rejimin secilmesi icin ilgili ilaclar icin,
maaliyetinin, kullanim sartlarinin, etkinliginin, yan etkilerinin, toplumdaki antibiyotik
direncinin, dozunun, kullanim sdresinin ve pH badimh olup olmadiginin bilinmesi
gereklidir.

Gunumuzde peptik Ulser hastalarinda H.pylori’nin uzun dénem eradikasyonu
cesitli antibiyotik kombinasyonlari ile saglanabilmektedir. Anti-sekretuar ilaglara
direncgli gastrik ve duodenal Ulserde infeksiyonun tedavisiyle Glserin iyilesmesi
hizlanmakta, gastrik asit supresyonuna gereksinimi azalmakta ve en Onemlisi
rekirrenslere ve Glser gelisimine karsi koruma saglanmaktadir. H.pylori, basarili bir
sekilde eradike edildiginde gastrik ve duodenal tlser rekirrensi 1 yil icerisinde % 10’un
altina dusmektedir (129). 1994 yilinda “US National Institutes of Health Consensus
Conference”, “Avrupa Calisma Grubu” ve “Avrupa Gastroenteroloji Primer Tedavi
Birligi” tarafindan H.pylori ile enfekte tum dlserli hastalarin antimikrobiyallerle
tedavisini 6nermistir ve bunun maliyet etkinligi yoninden oldukca faydal oldugu
tanimlanmistir. Bununla birlikte birgok tlkede ulusal tedavi rehberleri hazirlanmamistir.
Ik olarak 1997 yilinda Maastricht konsensus raporuyla cesitli 6neriler getirilmis ve bu
Oneriler Maastricht 2-2000 konsensus raporuyla yeniden duzenlenmis ve
guncellenmistir. Bu rehberlerde kimlerin nasil tedavi edilecegi tanimlanmaktadir (11).
Maastricht 3-2005 konsensus raporuyla ginimizdeki son dizenleme yapilmistir (6).
Hastalarin tedavisi igin Onerilen anahtar strateji “test et, tedavi et” yaklasimidir ve bu
yaklasim, alarm semptomu olmayan, NSAII kullanmamis, persistan dispepsisi olan 45
yas altl hastalarda 6nerilmektedir. Bu yas, bolgesel gastrik kanser goriilme yasina gore
degisebilmektedir. Bununla birlikte fonksiyonel dispepsisi olan hastalarda H.pylori’nin
rolu ve tedavi ile ilgili tartismalar hala devam etmektedir. Bu grup hastalarda tlimh
bazen de 6nemli yarar saglanabilecegi ifade edilmistir. infeksiyonun eradikasyonu ile
uzun dénem semptomlarin siirmesinin 6nlenebilecegi gibi peptik Ulser, atrofik gastrit ve

gastrik kanser gelisim riski de azalmis olacaktir (6). H.pylori prevelansinin disik
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oldugu (<% 20) bolgeler icin PPI ile ampirik tedavi ya da “test et ve tedavi et” secenegi

gecerlidir, esit etkinlikte oldugu ifade edilmistir (6).

2.9.2.1. Birinci basamak tedavi

H.pylori’nin gastrik mukoza ve mukus tabakasina yerlesimi nedeniyle
tedavisinde cesitli zorluklarla karsilasiilmaktadir. Bircok antibiyotik gastrik mukozadan
cok zayif sekrete edilmekte veya midenin asit pH’sinda inaktive olmaktadir. Bu nedenle
in-vitrodaki aktivite bazi durumlarda in-vivo’da gorilmemektedir. Son 15 yil boyunca
antibiyotik, PPl ve bizmut iceren cesitli ilaglarin bircok kombinasyonu denenmistir.
Bircok durumda da oldugu gibi ideal tedavinin, uygulamasi kolay, ucuz, minimum yan
etkiye ve yiksek eradikasyon oranina sahip olmasi arzu edilmektedir. Bu kriterlere
dayanarak Maastricht 3-2005 konsensus raporunda antibiyotiklerle beraber PPI’In
kullanildigi ¢esitli kombinasyon tedavileri 6nerilmistir (6).

Standart doz PPI (2x1) + amoksisilin (2x1000mg) veya Metronidazol (2x400-
500mg) + Klaritromisin (2x500mg) 10-14 glinlik tedavi rejimidir. Ancak bu tedavinin,
Klaritromisin direncinin % 15-20’den az oldugu toplumlarda kullaniimasi
onerilmektedir. Metronidazol direncinin % 40’in altinda oldugu toplumlarda PPI +
Klaritromisin + Metronidazol de (daha cok penisilin alerjisi olanlarda 6nerilebilir)
kullanilabilir.

Ancak, diren¢ sorunu nedeniyle pek cok tlkede ve bdlgede direng profili ve
etkinlik ile ilgili calismalar halen sirmektedir. ideal alternatif tedavi rejimleri
olusturulmaya calisilmaktadir. Bizmut bazli dortli tedavi rejimi de birinci sira tedavi
olarak kullanilabilir. Bizmut subsalisilat (4x525mg) + Metronidazol (4x250-500mg) +
Tetrasiklin (4x500mg) + standart doz PPl (2x1) 10-14 giin sureyle kullanilabilir. Bu
durum Glkemiz icin de gecerlidir.

Bir meta-analizin sonuglarina, ilk konsensus raporlarinda 7 gin olarak belirlenen
tedavi rejimini suresinin artik 14 gun olarak belirlenmesiyle eradikasyon oraninda
yaklasik olarak % 12’lik bir artis elde edilebilmektedir (130)

Eradikasyon basarisinin giderek dusmesi ve dinya genelinde Kkarsilasilan
antibiyotik direnci problemi nedeniyle ardisik tedavi rejimleri giindeme gelmistir.
Ardisik tedavide standart doz PPl (2x1) + amoksisilin (2x1000mg) 5 gln sureyle
verildikten sonra standart doz PPl (2x1) + Klaritromisin (2x500mg) + tinidazol
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(2x500mg) olarak verilmektedir (131). Bu ardisik tedavi ile Klaritromisin yerine
levofloksasinin (2x250mg) kullanildi§i tedavi rejimleri de mevcuttur. Yapilan bazi
calismalarda levofloksasin iceren ardisik tedavinin eradikasyon oraninin klaritromisin
iceren tedavinin eradikasyon oranina gore daha Ustlin oldugu gosterilmistir (131,132).

Uclii standart birinci basamak tedavi ile hastalarin yaklasik % 50’sinde yan
etkiler gozlenmistir ancak % 10’dan azinda yan etkiler nedeniyle ilacin kesilmesi
gindeme gelmistir (133). En sik Kkarsilasilan yan etkiler sikhkla tat duyusunda
farklilasma ve diyaredir. Amoksisilin, siklikla cilt dokunttsu ile birlikte olabilen allerjik
reaksiyona ve diyareye neden olabilir. Klaritromisin, tat duyusunda degisiklik yapmanin
yani sira, bulanti, kusma, karin agrisi ve nadiren de QT uzamasi durumuna neden
olabilir (134). Metronidazol ile nobet, periferal ndropati, etanol ile gelisen distlfram
reaksiyonu gelisebilir. Metronidazol ile antikoagulan, lityum ve fenitoin gibi ilaclarin
kan duzeylerinin artabilecegi bilinmelidir (134).

Retrospektif olarak 3637 hastanin dahil edildigi Ulke genelindeki bir calismada
1996 ile 2005 yillar1 arasinda eradikasyon oranlari % 79.4, % 83.7, % 81, % 81, % 75,
% 61, % 65, % 65, % 55 ve % 61 olarak saptanmistir. Bu dénemdeki eradikasyon
streleri 7-10-14 gunddr. Genel popilasyonda tedavi siresinin eradikasyon basarisi
Uzerinde belirgin etkili olmadigi sonucuna varilmig; ancak 14 ginlik tedavinin
kullanildigr dénemler 2003-2005 arasindadir. 14 glnluk tedaviler, daha ¢ok eradikasyon
basarisinin distigi son yillarda yapilmistir. Subgrup analizinde son yillar icinde 14
gunlik ve 7 gunlik tedavi rejimleri karsilastirildiginda eradikasyon oranlari sirasiyla %
62.5 ile % 47.7°dir. Eradikasyon sirasinda kullanilan PPI’In (omeprazol, lansoprazol,
pantoprazol, esomeprazol kullanilmig) ya da eradikasyon gerekgesinin eradikasyon
basarisinda etkin olmadigi gorilmektedir. Bu 10 yillik epidemiyolojik verilerinin
derlenmesi sonucunda 2000 yilindan sonra Turkiye’de eradikasyon basarisinin ciddi
sekilde disttigu gozlenmektedir (135).

Alternatif tedavi olarak pek cok tedavi yaklasimi denenmistir. Cin’de 1926 hasta
uzerinde, 11 klinik arastirmanin verileri incelendiginde birinci sira tedavide
klaritromisin yerine levofloksasin verilmis. Levofloksasin iceren rejimin daha dstin
oldugu, etkin ve givenli oldugu gosterilmistir (136,137). Moksifloksasin’in kullanildigi
birinci  basamak tedavi ile klaritromisinin  kullanildigi  tedavi  rejimleri
karsilastirildiginda moksifloksasin kullanan grupta eradikasyon basarisi % 84 iken
klaritromisin iceren grupta bu oran % 73.6 olarak saptanmistir. Furazolidonlar ise

birinci tedavi icin ucuz ve etkin bir secenektir. Furazolidonlar, standart 3’10 tedavi ile
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karsilastirildiginda eradikasyon basarisi oranlari sirasiyla % 81.4 ile % 71.7 olara
saptanmistir. Ancak bu nitrofuran tiirevine ulasmak her zaman mumkun degildir (138).
Daha cok Italya’dan gelen calismalar dogrultusunda 10 giinlik ardisik tedavinin
standart 3’li tedaviye Ustlin oldugu gosterilmisse de bunun dogrulugunun diger
toplumlarda da gosterilmesi icin daha fazla calismaya ihtiya¢ vardir (139-141). Bizmut
iceren 4’10 rejimin standart tedaviden daha Ustiin ama ardisik tedaviden daha az etkin
oldugu soylenebilir (142,143).

Fluorokinolonlarin in vitro ortamda H.pylori’nin blytmesini etkin sekilde inhibe
ettigi gosterilmistir. Levofloksasin igeren tedavi rejimlerinin birinci sira tedavide
kullanildigr pek cok calisma vardir. H.pylori eradikasyonunda kullanilabilen diger
fluorokinolonlar ise garenoksasin, gatifloksasin, moksifloksasin, trovafloksasin gibi
ajanlardir (144,145).

2009’da Taiwan’da 432 hasta lzerinde yapilan 7 gunluk levofloksasin ve 7
ginluk Klaritromisin iceren tedavilerin etkinliklerinin karsilastirildigi bir randomize
calismada eradikasyon basari oranlari sirasiyla % 74 ve % 83 saptanirken, bu tedavi
rejimleri 2.basamak tedavi olarak kullanildiklarinda bu oranlar sirasiyla % 76 ve % 60
olarak saptanmistir (146). 2007-2008’de Hong Kong’da 300 hasta Uzerinde yapilan bir
calismada 7 gunluk klaritromisin iceren Ggll tedavi ile levofloksasin igeren ¢li tedavi
karsilastiriimis, bu calismada levofloksasin 1x500 mg dozunda kullaniimis sirasiyla
eradikasyon basari oranlari sirasiyla % 92 ve % 85 olarak saptanmistir (147). italya’da
2008-2009°da yapilan 375 hasta (izerinde yapilan bir baska calismada levofloksasin
iceren ardisik tedavi rejiminin basarisi 250 mg levofloksasin ve 500 mg levofloksasin
ile sirasiyla %96 ve 98 olarak saptanmistir (131). 2010’ da Zagreb, Hirvatistan’da 150
H.pylori pozitif hastaya birinci basamak tedavi olarak moksifloksasin iceren 3’10 tedavi
7 ve 10 glnlik rejim planiyla verilmis, 138 hasta calismayi tamamlamis. Eradikasyon
basarilari sirasiyla % 84 ve % 90 olarak saptanmistir. Bu calismada primer
moksifloksasin direnci % 6 olarak saptanmistir (148).

2008’de Tirkiye’de Ege Bolgesinde 63 hasta Uzerinde yapilan bir ¢calismada
Levofloksasin iceren 14 gunlik ardisik tedavi rejimi ile eradikasyon orani % 82 olarak
saptanmistir (149). 2010 yilinda Turkiye’den yayinlanan, Ankara’da 91 hasta tzerinde
yapilan bir ¢calismada birinci basamak tedavi icin levofloksasin igeren ugcli tedavi 7 ve
14 olmak (zere hastalara verilmis, eradikasyon basari oranlari sirasiyla % 34 ve % 72

olarak saptanmistir (150). Levofloksasin iceren Ucli tedavinin daha c¢ok birinci
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basamakta basarisizlik olmasi durumunda kullanilmasini  6neren calismalar da
mevcuttur (146).

2.9.2.2. ikinci basamak tedavi

Su anki etkin tedavi rejimlerine ragmen hastalarin % 20-30’unda H.pylori
eradikasyonu basarisiz olmaktadir. Basarisizlik genellikle bakteriyel direng veya
hastanin tedaviye zayif uyumu nedeniyle olmaktadir. Birinci basamak tedavinin
basarisiz oldugu durumlarda kullanilacak tedavi sekli su an kesinlik kazanmamistir.
Fakat Maastricht 3-2005 raporunda, PPl ve bizmut, metronidazol ve tetrasiklin iceren
4’10 tedavi onerilmektedir (6). Hem klaritromisin hem de metronidazole diren¢ varhgi
ikincil tedavideki en biyuk sorundur. Metronidazole karsi gosterilebilen in vitro
direncin siklikla in vivo direnci yansitmayacadl unutulmamahdir. Bu nedenle
klaritromisin icin gecerli olabilen tedavi ©oncesi metronidazol direnci bakilmasi
onerilmemektedir. Bizmutun pek cok Ulkede bulunamiyor olmasi sorunun baska bir
boyutudur. Bu durumda bizmutun kullanilmadigi PPI (2x1) + Tetrasiklin (4x500) +
Metronidazol (4x250-500mg) kullanilabilir.

2.9.2.3. Uciincii basamak (kurtarma) tedavisi

Kurtarma tedavileri antibiyotik diren¢ profillerine goére belirlenmelidir.
Oncelikle levofloksasin olmak (izere fluorokinolonlarin, furozolidin, rifabutinin veya
rifampisinin  kullanilchgr tedavi rejimleri mevcuttur. Burada, bir anti-tiberkiikoz
etkinligi olan rifabutinin, tlberkilozun yaygin oldugu bolgelerde &ncelikle tercih
edilmemesi, kullanilacaksa dikkatli olunmasi vurgulanmaktadir. Levofloksasin ile ilgili
iyi eradikasyon oranlari bildirilse de (151,152) daha sonra levofloksasin ile yapilan bazi
calismalarda levofloksasin direncinin % 20’lere ulastigini gostermistir. Probiyotiklerin
H.pylori tedavisine alternatif olarak kullanildigi birgok calisma yapilmis fakat yeterli
duizeyde basarili bulunmamistir (153).
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Tablo 2.3 : Helicobacter pylori icin dnerilen tedavi rejimleri

BIRINCIi BASAMAK TEDAVI
Standart doz PPI (2x1)
Amoksisilin (2x1000mg) veya Metronidazol (2x400-500mg)
Klaritromisin (2x500 mg)
10-14 giin
Ardisik Tedavi (Birinci Sirada Alternatif)

Standart doz PPI (2x1) + Amoksisilin (2x1000 mg) 5 giin siireyle
Ardindan standart doz PPI (2x1) + Klaritromisin (2x500mg) + Tinidazol
(2x500mg) 5 gun siireyle.

IKINCi BASAMAK TEDAVI**
Bizmut subsalisilat (4x525mg)
Metronidazol (4x250-500mg)

Tetrasiklin (4x500mg)
Standart doz PPI (2x1)
10-14 glin streyle

Uclincii Basamak Tedavi (Kurtarma Tedavisi)

Antibiyotik duyarlilik testleri sonrasinda belirlenmesi uygundur *

2.10. Antimikrobiyal Direng

H.pylori, glikopeptidlere, cefsulidine, polimiksinlere, nalidiksik aside,
trimetoprime, sulfonomidlere, nistatine, amfoterisin B’ye, sikloheksimide dogal olarak
direncliyken  sefsulidin  disi  beta laktamlara, fosfomisine,  makrolidlere,
aminoglikozidlere, tetrasikline, kloramfenikole, rifampisine, fluorokinolonlara, 5-
nitroimidazollere duyarhdir (154).

Avrupa Helicobacter Calisma Grubu’nun 1997°de 6nerdigi eradikasyon rejimi
ile baslangicta % 80-90 olan eradikasyon basarisi artik guinimizde % 70-80’lere, hatta
bazi tlkelerde ve bolgelerde % 60 diizeyine dek inmistir (135,155).

Diger infeksiyonlar icin de sik kullanilan, klaritromisin ve metronidazol basta
olmak (zere antibiyotikler icin gelisen diren¢ sorunu eradikasyon basarisinin
azalmasindaki en buyik etkendir. Eradikasyon basarisini azaltan diger nedenler ise;
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hasta uyumsuzlugu, yetersiz siire ve dozda ila¢c kullanimidir. H.pylori’nin antibiyotik
duyarlihgi genellikle E-test, agar dillisyon ve disk difiizyon gibi kulttr temelli metotlar
ile antibiyotiklerin MIC duzeylerinin saptanmasinda kullaniimaktadir. Ancak zaman
alicidir ve sonuglar degiskenlik gosterir. Hicre gecirgenligi, inokulasyon miktari,
inkiibasyon sartlari ve blylme ortami gibi faktérler sonucu etkileyebilir. Molekuler
temelli metodlar bu faktérlerden bagimsizdir ve alternatif yontemlerdir. Bu testler
tekrarlanabilir sonuclar verir ve kolaylikla standardize edilir. Ayrica, kiltur temelli
testlerden daha hizhdir ve gastrik biyopsi drneklerine direk olarak uygulandigi zaman,
sonug (st GIS endoskopinin yapildigi giin elde edilebilir (154). H.pylori’de antibiyotik
direnci oldukga yaygindir, prevalansi ulkelere, bolgelere gore faklilik gosterirken,
direng oranlari artis gostermektedir.

Metronidazol direnci H.pylori’de en yaygin antimikrobiyal direnctir. Gelismekte
olan ulkelerde H.pylori’de metronidazol diren¢ orani yiksek olmasina karsin,
endustrilesmis ulkelerde H.pylori suslarinin yaklasik %35’i metronidazol direnclidir ve
bazi bolgelerde ise ¢cogu H.pylori suslari metronidazol direnclidir. Bu jinekolojik, dental
ve paraziter hastaliklarda nitroimidazol ve Metronidazolin yaygin kullanimiyla
iliskilidir (154,156). Makrolidlerin toplumda yaygin olarak kullaniliyor olmasi direng
gelisimi i¢in kolaylastirict bir faktordur. Japonya’da 1993-2000 yillari arasinda
eritromisin kullaniminda 4 kat artis bildirilirken es zamanh H.pylori direncinin de bu
yillarda 4 kat kadar arttigi bilinmektedir. Levofloksasin direnci de klaritromisin gibi o
boélgenin ilag kulanim ahiskanliklarindan, farkliliklardan etkilenir. Burada DNA gyraz A
genindeki mutasyonlarin direncin ana nedeni oldugu dusunilmektedir(65).

H.pylori’de Klaritromisin direncinin prevalansi Metronidazol direncine gore
dustktir. Endustrilesmis tlkelerde, H.pylori suslarinin yaklasik % 10’u klaritromisin
direnclidir. Gelismekte olan tlkelerde, klaritromisine karsi diren¢ orani daha yiiksektir
ve % 25-50 arasinda degismektedir (154). Klaritromisin direnci Amerika’da % 5-14,
Avrupa’da % 10’un uUzerinde bildirilmektedir (117,157). Son vyillarda tlkemizde bu
direng orani, bir calismada % 16.8, diger calismalarda ise % 52-56 olarak bildirilmistir
(158-160).

Taiwan’da 2007 yilinda yapilan bir calismada primer amoksisilin, klaritromisin
ve metronidazol direngleri calisiimis ve sirasiyla % 36.1, % 13.5 ve % 51.9 olarak
saptanmistir (161). Metronidazol direnci Avrupa genelinde % 15-40 arasinda iken
USA’da % 20-35, Meksika’da % 76, Brezilya’da % 53, Japonya’da % 9-12 ve Kore’de

% 40 dizeyindedir (163-171). Dinya genelinde amoksisilin ve tetrasiklin direnci %
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1’den azdir (163-171). H.pylori’de amoksisilin direnci ve tetrasiklin direncinin 20.
ylzyihin sonlarina kadar olmadigi ya da ¢ok ender oldugu bildirilmistir. H.pylori’de
amoksisilin ve tetrasiklin direncinin insidansinin 6zellikle bu antibiyotiklerin recetesiz
elde edilebildigi belli cografik bolgelerde arttigi gorilmektedir. 2006’da, 65 hastanin
biyopsi 6rneklerinde primer antibiyotik direnclerinin incelendigi Kore’de yapilan bir
calismada amoksisilin direnci % 18.5, klaritromisin direnci % 13.8, tetrasiklin direnci %
12.3, siprofloksasin direnci % 33, levoloksasin direnci % 21.5, moksifloksasin direnci
%21 olarak saptanmistir (192). Belcika’da, Fransa’da, italya’da ve Almanya’da primer
siprofloksasin  ve levofloksasin direnci % 16.8-23 arasinda bulunmustur
(61,111,173,174). 2010°da iran’in Kuzey bolgesinde 132 hastanin biyopsi 6rnekleri
incelenmis, klaritromisin direnci % 30, amoksisilin direnci % 6.8, tetrasiklin direnci ise
% 9 olarak saptanmistir (175). Cin’de 2000-2009 vyillari arasinda 293 izolatin
incelendigi bir calismada; klaritromisin (% 8.6, % 9 ve % 20.7) ve levofloksasin
(%10.3, % 24, %32.5) icin giderek artan dirence dikkat ¢ekilmistir (176).

2.10.1 Turkiye’de antimikrobiyal direnc durumu

Turkiye’de ise H.pylori’nin epidemiyolojik &zellikleri ve diren¢ durumlari ile
ilgili yapilan bir calismada H.pylori’nin daha ¢ok erken yaslarda kazanildigi, eriskin
nifusun yaklasik olarak % 70-80’inde H.pylori infeksiyonun oldugu bildirilirken 1999-
2001’de e-test yoOntemiyle 66 H.pylori izolatinda klaritomisin direnci % 24
saptanmisken 2001 yilindan sonraki dénemde bu oranin % 37’ye yukseldigi
gosterilmistir (58,177). 1997-2005 yillar arasinda bir baska calismada klaritromisin
direnci % 8.8.-24.2 olarak saptanmistir (177). Ege Bolgesi’nde yapilan bir calismada
2005 yilinda Real-time PCR (RT-PCR) ile klaritromisin direnci % 35 olarak saptanirken
bu calismada standart eradikasyon tedavisi ile eradikasyon basarisi orani % 81.3 olarak
saptanmistir (178). Yine Ege Bolgesinde RT-PCR ile 110 hasta izerinde klaritromisin
direnci % 48.2 olarak saptanmistir (179). 2009°da Bursa’da yapilan bir ¢alismada 31
H.pylori susuna ait antibiyotik direng¢ profili incelenmis, amoksisilin, klaritromisin,
tetrasiklin ve siprofloksasin icin direng durumu sirasiyla %3.2, %41, % 3.2 ve % 45
olarak saptanmistir (180). 2005-2006 arasinda Mersin’de 37 H.pylori izolatindan PCR

yontemi ile klaritromisin direnci ¢alisiimis ve % 40.5 olarak saptanmistir (181).
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. Hastalar

Cahismaya alinan hastalar, Sutgii imam Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi
Gastroenteroloji Bilim Dali poliklinigine Ocak 2013 - Haziran 2013 tarihleri arasindaki
6 ayhk sure icerisinde dispeptik yakinmalar ile basvuran hastalardan, daha o6nce
H.pylori icin eradikasyon tedavisi almamis, lst GIS endoskopi gerekliligine karar

verilmis hastalar arasindan dahil edilme ve dislanma kriterlerine uygun olarak secildi.

Calismaya, KSUTF etik kurul onayi alindiktan sonra baglandi. Calismaya alinan

tim hastalardan bilgilendirilmis onam formu alindi.

Calismaya dahil edilme kriterleri asagidaki gibidir:

Dispepsi nedeniyle iist GIS endoskopisi planlanan
Eriskin yastaki (>17yas),
Daha 6nce H.pylori icin eradikasyon tedavisi almamis hastalar

Calismadan dislanma kriterleri asagidaki gibidir:

Ust gastrointestinal sistem kanamasi bulunan,

Gebelik ya da emzirme doneminde olan,

Gastroduodenal cerrahi 6yksu olan

H.pylori eradikasyonunda kullanilmasi planlanan antibiyotiklerden
herhangi birine karsi alerji 6ykisu bulunan,

Calismadan 12 hafta oncesine kadar antibiyotik ve/veya proton pompa
inhibitora (PP1) kullanmis olan ve daha 6nce H.pylori eradikasyonu

uygulanmis olan hastalar.

3.2. Endoskopi islemi, Biyopsi Orneklerinin Alinmasi ve Tasinmasi

Calismaya alinan hastalarin iist GiS endoskopileri yapildi. Her islemden 6nce
fiberoptik endoskop ve biyopsi forsepsleri %2 lik gluteraldehit solusyonunda 5-20 dk.
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streyle dezenfekte edildi. Gluteraldehit H.pylori’nin canlihgini yitirmesine neden
olabileceginden endoskop ve forseps iyice distile su ile yikanarak gluteraldehitten
arindirildi. Ust GiS endoskopi bulgulari not edildikten sonra, hastalardan kiiltiir ve
duyarhihk testi icin midenin antrum ve korpus bdlgesinden birer 6rnek alinirken, PCR
icin de birer 6rnek alindi. Ayrica HPL inceleme amaciyla da bir olmak tizere toplamda 5
adet biyopsi alindi.

Biyopsi 6rnekleri % 3 gliserin iceren Beyin Kalp infiizyon Buyyonu (BHIB)
icerisine alinarak en ge¢ 2 saatte laboratuvara ulastirildi ve H.pylori genotiplemesi icin

kullaniimak (izere ekstrakte edilene kadar -20 °C’de saklandi.

3.2.1. Beyin kalp inflizyon buyyonu

Biyopsi Orneklerinin laboratuvara tasinmasi amaci ile kullanildi (Oxoid,
Basingstoke, Hampshire, England). Hazir toz besiyerinden 37 gram alinip 1000 ml
distile suda ¢ozllerek, otoklavda 121 °C’de 15 dakikada steril edildi. Uzerine otoklavda
steril edilmis gliserinin alt fazindan son konsantrasyonu % 3 olacak sekilde eklenerek

karistirildiktan sonra tlplere ikiser ml dokald.

3.3. Biyopsi 6rneklerinin Mikrobiyolojik Acidan incelenmesi

3.3.1. Fenotipik inceleme

Antrum ve korpus Orneklerinden birer tanesi H.pylori’nin kiltir ortaminda
izolasyonu ve antibiyotik duyarhlik tespiti icin kullantlirken, ikinci 6rneklerden ekstrakte

edilen DNA genotipik incelemede kullanilmak (izere -20 °C’de sakland.

3.3.1.1. Kiltir ortaminda H.pylori izolasyonu

Fenotipik inceleme icin ayirdigimiz biyopsi 6rnekleri steril cam baget yardimi ile

mekanik olarak parcalandiktan sonra H.pylori izolasyonu igin, %7 at kani, Helicobacter
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pylori selective supplement “Dent” (Oxoid, Hampshire, England) ve Vitox supplement
(Oxoid, Hampshire, England) iceren modifiye Columbia Agar (HIMEDIA, India)
besiyerlerine ekildi. Besiyerleri % 80 N, % 15 CO; ve % 5 O, iceren mikroaerofilik
atmosfer saglayan GasPak Campy container system (Becton, Dickinson and Company,
USA) ilaveli kavanozda 37 °C’de 4-7 guin siire ile inkiibe edildi. inkilbasyon periodu
sonunda, besiyerlerinde treyen 0.3-0.5 mm capli, gri, opak, non-hemolitik, S tipi koloni
olusturan gram negatif vibriolar oksidaz ve Ureaz enzim aktiviteleri yoniinden arastirilarak

H.pylori tanisina gidildi.

3.3.1.2. Antibiyotik duyarlilik tespiti

Kultirde izole edilen H.pylori suslarina bir antibiyotik duyarlilik testi olan E-
test yapildi. E-test, Uzerine kondugu agara icerdigi antibiyotik konsantrasyonunun hizli,
duzenli ve stabil olarak difiize olmasini saglayan bir striptir. Striplerin (zerinde
antibiyotik konsantrasyonunu gosteren bir cizelge bulunur. inkiibasyon siiresi sonunda
olusan inhibisyon zonunun, E-test stripini kestigi noktada cizelge Uzerinde yazan
konsantrasyon degeri, MIK de@erini gosterir.

Calismamizda amoksisilin, Klaritromisin, tetrasiklin ve levofloksasin E-test
stripleri kullanildi. Saf olarak elde edilen H.pylori kultiirlerinden alinan kolonilerle
Brucella sivi besiyeri icinde McFarland 3 bulanikligina gére hazirlanan bakteri
stispansiyonundan %7 at kanli Mueller Hinton Agar ylzeyine steril ekivyonla
strilerek ekim yapildi. Test edilen dort antibiyotik icin ayri birer plak kullanildi.
Steril penset yardimiyla alinan E-test stripleri plaklara yerlestirildi. Batin islemler
bakteri stspansiyonu hazirlandiktan sonra 15 dakika iginde tamamlandi. Plaklar
mikroaerofilik ortamin (% 5 02, % 10 CO2, % 85 N2) CampyGen ile saglandigi,
jarlara konularak 37°C’de 3-5 gun inkiibe edildi. Kontaminasyon iceren plaklar
calismadan cikartildi. inkiibasyon sonunda elips seklindeki inhibisyon zonunun E-test
stribi ile kesistigi noktaya karsilik gelen antibiyotik konsantrasyonu MIK degeri
olarak kabul edildi. E-test yontemi heniiz standardize edilememistir. Bu calismada
British Society for Antimicrobial Chemotherapy’ nin (BSAC) 2013 yilinda belirledigi
direng sinirlari kabul edildi (tablo 3.1).
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Tablo 3.1: Kullanilan antibiyotikler ile ilgili referans alinan MIC degerleri

Antimikrobiyal Ajan Duyarli (S) Orta Derecede Direncli (R)
Duyarli (1)

AMOX. 0.12 - 0.12
CLA. 05 05 0.25
LEVO. 1 - 1
TETR. 1 ] 1

AMOX, amoksisilin; CLA, Klaritromisin; LEVO, Levofloksasin; TETR, tetrasiklin.
(BSAC 2013’ e gore)

3.3.2. Genotipik inceleme

Mide biyopsi 6rneklerinden DNA ekstraksiyonu yapildi ve bu ekstraktlar énce
glmM gen dizisinin tespiti yoninden spesifik primerler yardimi ile PCR ydntemi ile
incelendi. gimM geni pozitif bulunan 6rnekler H.pylori pozitif kabul edilerek, onlarin
DNA ekstraktlari genotip tayini yoniinden cagA ve vacA genlerinin tespiti icin PCR,
klaritromisin direncinin tespiti icin PCR-RFLP, levofloksasin direncinin tespiti icin de
DNA Dizi Analizi yontemleri ile degerlendirildi.

3.3.2.1. Biyopsi 6rneklerinden DNA ekstraksiyonu

Bu calismada biyopsi orneklerinden H.pylori DNA’sinin ekstraksiyonu icin
QlAamp DNA Mini Kit (Qiagen, Hilden, Germany) doku ekstraksiyon kiti kullanildi.

3.3.2.1.1. Uygulama

1. Yaklasik 25 mg doku 6rnekleri 1.5 ml’lik eppendorf tiplerine alindi. Bunlarin
tzerlerine 180 pl ATL buffer (doku lizis tamponu) ve 20 pl pK (proteinaz K)
eklenip vortekslendi ve 56 °C’de bir gece bekletilerek tam olarak erimesi
saglandi.
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Inkiibasyondan sonra kisaca santrifiij (short spin) edildi (kapakta sivi kalmamasi
icin). Uzerine 200 ul AL buffer (guanidine hydrochloride + guanidine tuzlari)
eklenip 15 sn pulse vorteks yapildi ve 70 °C’de 10 dk bekletildi. Kisaca santrifilj
(short spin) edildi.

Uzerine 200 pl etanol (% 96-100) eklenip 15 sn pulse vorteks yapildi. Kisaca
santrifiij (short spin) edildi.

Karisim 2 ml’lik toplama tipd icindeki QlAamp spin kolonlara kenarlarini
Islatmadan bosaltildi ve 6000 x G’de 1 dk santrifiij edildi (HERAEUS Biofuge
Primo R). Spin kolon yeni bir toplama tuptne aktarildi, ici sivi dolu olan tip
atildi.

Filtrenin tzerine kenarlarini islatmadan 500 yl AW1 buffer (yikama solusyonu:
guanidium isothiocyanate + ethanol) eklenip 6000 x G’de 1 dk santrifuj edildi.
Spin kolon yeni bir toplama tiplne aktarildi, i¢i sivi dolu olan tiip atildi.

Filtrenin Uzerine kenarlarini 1slatmadan 500 pl AW2 buffer (yikama solusyonu:
yuksek konsantrasyonda tuz + ethanol + sodium azide) eklenip 20000 x G’de 3
dk santrifuj edildi (Eger istenirse, spin kolon yeni bir toplama tupune aktarilir,
ici sivi dolu olan tup atihir ve bu asama tekrar edilir).

Spin kolon yeni temiz bir 1.5 mI’lik eppendorf tiipiine aktarildi. Uzerine 200 pl
AE buffer veya distile su eklendi ve oda isisinda 1 dk bekletilip, 6000 x G’de 1
dk santrifiij edildi. Spin kolon atildi ve tiipteki sivida DNA kaldi (istenirse, bu
asama da tekrarlanabilir).

Ekstrakte edilmis DNA iceren tupler, Optimum-One UV-VIS spektrofotometre

(Chebios, Rome, Italy) ile 260 nm dalga boyunda DNA yogunlugu yéniinden incelendi

ve yogunluklarinin amplifikasyonlar icin yeterli oldugu (>3 pg/ml) tespit edildi. Daha

sonra bu tlpler arastirilacak olan gen bdlgelerinin amplifikasyonlari tamamlanincaya
kadar -20 °C’de saklandi.

3.3.2.2. PCR yontemi ile H. pylori ve genotip tespiti

3.3.2.2.1. Amplifikasyon

Amplifikasyon asamalarinin gerceklestirilmesi icin Thermal Cycler 2720

(Applied Biosystems, CA, USA 2720 Termal Cycler) kullanildi.
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3.3.2.2.1.1. H.pylori gimM geninin amplifikasyonu

glmM geninin varligini PCR ile go6stermek icin bu gene ait 294 bp
uzunlugundaki fragmenti hedef alan gImM1-F (5’-AAG CTT TTA GGG GTG TTA
GGG GTT T-3’) ve gimM2-R (5’-AAG CTT ACT TTC TAA CAC TAA CGC-3’)
primerleri kullanildi (Tablo 3.2). Amplifikasyon 10 mM Tris-HCI [pH 8.3], 50 mM
KCI, 1.5 mM MgCly, herbir dNTP’den 200 uM, herbir primerden 25 pmol, 2.5 U Taq
polymerase ve 5 mikrolitre kalip DNA igeren toplam 50 mikrolitre PCR karisiminda

gerceklestirildi. Amplifikasyon asamalari asagidaki sekilde tamamlandi:

1. 94 °C’de 4 dak. - ilk denaturasyon

2. 93 °C’de 1 dak. - denaturasyon
55 °C’de 1 dak. - baglanma (annealing) 35 dongu
72 °C’de 1 dak. - uzama (extension)

3. 72 °C’de 7 dak. - son uzama (extension)

Amplifikasyon drtnleri etidyum bromdarlt % 2’lik agaroz jel elektroforezi ile
incelendi ve glmM geni pozitif bulunan Ornekler H. pylori pozitif kabul edilerek

genotipik incelemelerde kullanildi.

3.3.2.2.1.2. cagA geninin amplifikasyonu

cagA varligini PCR ile gostermek i¢in bu gene ait 349 bp uzunlugundaki gen
bolgesini 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 kullanildi (Tablo
...). Amplifikasyon 10 mM Tris-HCI [pH 8.3], 50 mM KCI, 1.5 mM MgCl,, herbir
dNTP’den 200 puM, herbir primerden 25 pmol, 2.5 U Taq polymerase ve 5 mikrolitre
kalip DNA iceren toplam 50 mikrolitre PCR Kkarisiminda gerceklestirildi.
Amplifikasyon asamalar asagidaki sekilde tamamlandi:
1. 95 °C’de 4 dak. - ilk denaturasyon
2. 94 °C’de 1 dak. - denaturasyon
55 °C’de 1 dak. - baglanma (annealing) }35 déngu
72 °C’de 1 dak. - uzama (extension)
3. 72°C’de 7 dak. - son uzama (extension)
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3.3.2.2.1.3. vacA geninin amplifikasyonu

vacA varligini PCR ile gostermek amaci ile bu gene ait 259 bp veya 286 bp

uzunlugundaki gen bolgesini hedef alan ve bu gen igin son derece spesifik olan
VacAval-F (5’-ATG GAA ATA CAA CAA ACA CAC-3’) ve VacAval-R (5°-CTG
CTT GAA TGC GCC AAA C-3’) primerleri kullanildi (Tablo ...). Amplifikasyon 10
mM Tris-HCI [pH 8.3], 50 mM KCI, 1.5 mM MgCly, herbir dNTP’den 200 puM, herbir
primerden 25 pmol, 2.5 U Taqg polymerase ve 5 mikrolitre kalip DNA iceren toplam 50

mikrolitre PCR karisiminda gerceklestirildi. Amplifikasyon asamalari asagidaki sekilde

tamamlandi:
1. 95°C’de 4 dak. - ilk denaturasyon
2. 94 °C’de 1 dak. - denaturasyon

52 °C’de 1 dak. - baglanma (annealing)

72 °C’de 1 dak. - uzama (extension)

3. 72°C’de 7 dak. - son uzama (extension)

Tablo 3.2. Calismamizda kullanilan primerler.

35 dongu

Gen Primer Primer Dizisi PCR Uriinuniin
(5" — 3’ yoninde) Boyutu (Konum)
glmMm glmM1-F | AAG CTT TTA GGG GTG TTA GGG GTT 294 bp
gimmz- | T (784-1077)
R AAG CTT ACT TTC TAACAC TAACGC
cagA CagA-F1 | GAT AAC AGG CAAGCT TTT GAG G 349 bp
CagA-Bl | CTG CAAAAG ATT GTT TGG CAG A (1228-1576)
vacA VAl-F ATG GAA ATA CAA CAA ACACAC 259 bp
VAL-R CTG CTT GAATGC GCC AAAC (797-1055)
286 bp
(284-569)
23S CRF-4F | AGTGGAGGTGAAAATTCC 135 bp (2108-2242)
rRNA CRR-1R | TAAGAGCCAAAGCCCTTAC
gyrA gyrA-F TTTRGCTTATTCMATGAGCGT 428 bp (75-502)
gyrA-R GCAGACGGCTTGGTARAATA
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3.3.2.2.2. Agaroz jel elektroforezi

Amplifikasyon Grlnleri etidyum bromarli % 2’lik agaroz jel elektroforezi ile

arastirlldi. Hem tank tamponu olarak, hem de agaroz jelinin hazirlanmasinda TBE
tamponu kullanildi. TBE (Tris, Borik asit, EDTA) konsantre seklinde (10xTBE) stok

solusyon olarak hazirlandi ve gerektikce, 1XTBE olacak sekilde sulandirildi.

10.

11.

3.3.2.2.2.1. 10xTBE tamponunun hazirlanmasi

108 gr Tris-Base
55 gr Borik asit
8.3¢r EDTA

eritilip distile su ile 2000 mI’ye tamamlandi (pH: 8.8).

3.3.2.2.2.2. Uygulama

10xTBE 1xTBE seklinde sulandirildi.

Eridiginde % 2’lik jel olusturacak sekilde agaroz tartilip bir balon igerisine
konuldu.

Uzerine 1XTBE tamponu (% 2’lik jel olusturacak hacimde) ilave edilerek
mikrodalga firinda eritildi.

Bir stire bekleterek (60 °C’nin altina dismeyecek sekilde) sogutuldu.
Icerisine etidyum bromid (30 mI’lik jel igin 3-4 pl (10 mg/ml’lik stok) yeterlidir)
eklenerek karistirildi.

Onceden hazirlanmis ve taraklari uygun olarak yerlestirilmis jel kalip tepsisinin
Uzerine yavasca dokalda.

Oda sicakhginda 20-30 dk bekletilerek katilasmasi saglandi.

Jel kalibi tanka (OWL Separation Systems Model B2 Mini Gel Electrophoresis
System) yerlestirilerek taraklar yavasca ¢ikarildi.

Orneklerden 5’er pl alinarak parafilm tzerinde 3 pl yikleme tamponu (% 20
stikroz, % 0.25 brom fenol mavisi (1XTBE ile hazirlanmis)) ile karistirilarak,
actlan her kuyuya bir 6rnek olacak sekilde konuldu (ilk kuyuya DNA markeri
yuklenir).

Tankin gi¢ kaynagr (LABNET International Power Station 300) (Sekil 3.1)
calistirilarak 80 mA — 120 V akim verildi.

Brom fenol mavisinin migrasyonu takip edilerek jelin 2/3’lik kismina
ulastiginda elektroforez durduruldu.
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12. Jel tanktan cikarildi ve Jel Logic 1500 Imaging System (Kodak, New) jel
gorunttleme sistemi ile goruntulenerek incelendi.

3.3.2.3. Klaritromisin direncinin PCR-RFLP yontemi ile tespiti

Klaritromisin direncinden sorumlu tutulan nokta mutasyonlarini PCR-RFLP
yontemi ile belirlemek icin, H. pylori pozitif DNA 6rnekleri dnce 23S rRNA gen
bolgesine 6zgul oligonilkleotid primerlerle amplifiye edildikten sonra Mboll and Eco311

restriksiyon enzimleri ile kesildi ve bant profiline gore degerlendirildi.

3.3.2.3.1. H.pylori 23S rRNA gen bolgesinin amplifikasyonu

Klaritromisin direncinden sorumlu tutulan nokta mutasyonlarini PCR-RFLP
yontemi ile belirlemek icin 6énce 23S rRNA gen bdlgesinde 135 bp uzunlugundaki bir
kismi hedef alan CRF-4 F (5-AGTGGAGGTGAAAATTCC-3) ve CRR-1 R (5'-
TAAGAGCCAAAGCCCTTAC-3") primerleri kullanilarak daha 0Once tanimlandig
sekilde amplifikasyon yapildi. Amplifikasyon 10 mM Tris-HCI [pH 8.3], 50 mM KClI,
1.5 mM MgCl,, herbir dNTP’den 200 uM, herbir primerden 50 pmol, 2.5 U Taq
polymerase ve 5 mikrolitre kalip DNA iceren toplam 50 mikrolitre PCR karisiminda

gerceklestirildi. Amplifikasyon asamalari asagidaki sekilde tamamlandi:

4, 95 °C’de 5 dak. - ilk denaturasyon
94 °C’de 1 dak. - denaturasyon
53 °C’de 1 dak. - baglanma (annealing) 40 dongu
72 °C’de 1 dak. - uzama (extension)

6. 72 °C’de 7 dak. - son uzama (extension)
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3.3.2.3.2. Restriksiyon enzimleri ile muamele

Amplifikasyon drlnleri etidyum bromirli % 2’lik agaroz jel elektroforezi ile
incelendikten sonra A2142G and A2143G nokta mutasyonlarini tespit etmek igin
sirastyla Mboll and Eco31l restriksiyon enzimleri (Fermentas, USA) ile muamele
edildi. Mboll enzimi A2142G mutasyonuna sahip PCR drtnlerini 51 ve 84 bp’lik,
Eco31l ise A2143G mutasyonuna sahip PCR Urinlerini 34 ve 101 bp’lik iki parcaya
kesmek amaci ile kullanildi. Restriksiyon urunleri etidyum bromdarli % 3.5’lik agaroz

jel elektroforezi ile incelendi.

3.3.2.4. Levofloxasin direncinin DNA dizi analizi yontemi ile tespiti

Fenotipik olarak levofloxasin direnci tespit edilen ve glmM-PCR ile pozitif
bulunan DNA 0rnekleri (antrum ve korpus) ile fenotipik olarak levofloxasin direnci
tespit edilemeyen ve glImM-PCR ile pozitif bulunan DNA 6rnekleri (antrum ve korpus)
levofloxasin direncinden sorumlu tutulan nokta mutasyonlarini tespit amaci ile DNA

Dizi Analizi Yontemi ile incelendi.

3.3.2.4.1. H.pylori gyrA gen bdlgesinin amplifikasyonu

H. pylori gyrA genine ait 428 bp uzunlugundaki 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 kullanildi. Amplifikasyon 10 mM Tris-HCI [pH 8.3], 50
mM KCI, 1.5 mM MgCl,, herbir ANTP’den 200 uM, herbir primerden 25 pmol, 2.5 U
Taq polymerase ve 5 mikrolitre kalip DNA iceren toplam 50 mikrolitre PCR
karisiminda gergeklestirildi. Amplifikasyon asamalari asagidaki sekilde tamamlandi:

94 °C’de 4 dak. - ilk denaturasyon

8. 93 °C’de 1 dak. - denaturasyon
54 °C’de 1 dak. - baglanma (annealing) 35 dongu
72 °C’de 1 dak. - uzama (extension)

9. 72 °C’de 7 dak. - son uzama (extension)
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3.3.2.4.2. PCR drinlerinin saflastiriimasi

PCR drinlerinin saflastiriimasinda, dizi analizi tepkimelerini etkileyen, ortamda
kullanilmayan nukleotit ve primerlerin uzaklastiriimasi amaclanmistir. GyrA-PCR
urtnleri etidyum bromdarli % 2’lik agaroz jel elektroforezi ile dogrulandiktan sonra
“SentroPure® PCR (rund saflastirma & jelden DNA ekstraksiyon Kiti” (Sentromer)
saflastirma sistemi ile protokol’de 6nerildigi sekilde saflastirildi.

1. Steril 1,5 ml tup icerisine, her 1pl PCR drlnd igin 4pl SG solisyonu (DNA
immobilizasyonunu saglar, pH 6,6) eklendi ve 15 saniye vortekslendi.

2. Karisim SentroSpin kolonuna (Aritma filtresi iceren ve toplama tipinin icgine
yerlesen kolon) aktarildi, MiniSpin Plus (Eppendorf AG, Hamburg, Germany)
cihazinda 13000 rpm’de 1 dakika santriftj edildi ve toplama tupunde toplanan sivi
dokuldu.

3. Sentrospin kolonuna 500ul Soliisyon SW (DNA*nin aritilmasini saglar, pH
7,5) eklendi, 13000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi ve toplama tlpiinde toplanan sivi
dokiildi. islem tekrarland.

4. Aritma isleminden sonra SentroSpin kolonu 13000 rpm‘de 1 dakika bos
olarak santrifij edilerek kalan etanol uzaklastirildi.

5. Sentrospin kolonu 1,5 ml‘lik temiz bir mikrosantrifj tipine yerlestirilerek
baslangic PCR drindi miktari kadar Solisyon SE (DNA‘nin toplanmasini saglar, pH
8,5) eklendi. SE soliisyonu kolonun tam ortasina eklendi. Oda sicakhginda 3 dakika
bekletildi ve 13000 rpm*de 1 dakika santrifiij edilerek saf DNA toplandi.

Bu saflastirilmis DNA 6rnekleri spektrofotometrede 260 nm dalga boyunda
DNA kantitasyonu (3-10 ng) yapildiktan sonra dizi analizi calismalarinda kullanilincaya
kadar -20°C*de sakland.

3.3.2.4.3. Dizi analizi calismalari

Burada orneklerin, “ABI Prism 310 Genetic Analyzer” (Applied Biosystems,
Foster City, CA, USA) otomatize sistemi kullanilarak, “F.Sanger’in dideoksi zincir

sonlandirma yontemi” prensiplerine gore dizi analizi yapildi.
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3.3.2.4.3.1. E. Sanger’in dideoksi zincir sonlandirma ydntemi

Bu yontemde dizisi belirlenecek olan DNA ipligi yeni sentezlenecek iplik icin
kalip olarak kullanilir. DNA‘nin ¢ogaltilmasinda Taq DNA polimeraz, ters transkriptaz

veya sequenaz enzimlerinden birisi kullanilabilir.

Yontemin temeli DNA polimerazin dNTP’lerin (deoksiriboniikleozit trifosfat)
yanisira deoksiribozun 3’ pozisyonunda OH grubu tasimayan ddNTP’leri de
(dideoksiribonikleozit trifosfat) substrat olarak kullanabilmesine dayanir. ddNTP’ler 3’
uclarinda hidroksil grubu yerine H atomu icerdiginden DNA polimerazin aktivitesinin
durmasina neden olur ve buda hibridizasyon sirasinda zincir uzamasinin durmasina yol

acar.
Otomatize DNA dizi analizi su asamalardan olusmaktadir:

1. Ozgil primerin dizi analizi yapilacak hedef DNA kalibina tutunmasi

2. Floresan boyali ddNTP ve dNTP’lerin karisima ilave edilerek DNA
polimeraz aktivitesiyle yeni kalip DNA*‘ya komplementer DNA zincirinin sentezi

3. Yeni sentezlenen DNA iplikcigi’nin sekans-spesifik bir ddNTP ile
sonlanmasi

4, Olusan drtnlerin kapiller elktroforezde yiritilmesi

Zincir sonlandirma yontemine dayanan otomatize DNA dizi analizinde PCR ile
cogaltilan saf haldeki hedef DNA ve bu DNA kalibina tutunacak bir primer (5 pmol/ul
olacak sekilde sulandirilmis olan forward veya reverse primer) kullanilmaktadir. DNA
polimeraz enzimi bu karisima eklendiginde primerin tutundugu kahp deoksintkleotid
trifosfat (ANTP) varliginda sentez reaksiyonunu baslatir. Reaksiyon tlpiinde ayrica
herbiri farkli floresan boyalarla isaretlenmis ddNTP*ler bulunmaktadir. Hibridizasyon
sirasinda ddNTP*ler yeni sentezlenen iplikcige eklendiginde sentez duracagindan DNA
zincirinin daha fazla uzamasi engellenir. Sekans spesifik olarak sonlandirilan DNA
dizileri kapiller elektroforez ile yurdtilir. Bu islem sirasinda sonlanan her bir dizide
bulunan ddNTP’lerin yaydigi farkli dalga boyundaki floresanslar sistemde bulunan

dedektor tarafindan kaydedilerek bilgisayar ortaminda DNA dizilerine gevrilir.
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3.3.2.4.4. Dizi Analizi sonuclarinin degerlendirilmesi

Dizi analizi ile elde edilen veriler, GenBank erisim numarasi AE000511.1 olan
H.pylori 26695 susunun ilgili bolgesi ile karsilastirildi
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/6626253?from=752512&t0=754995&sat=4 &sat

key=72127904&report=gbwithparts).

3.4. Doku Orneklerinin Mikroskobik incelemesi

Biyopsi Orneklerinden Giemsa boyama yontemi ile H.pylori arastirmak igin iki
adet temiz lamda ezilerek preparat hazirlandi. Preparatlar 2-3 dak. metil alkolde tespit
edilerek Giemsa ile boyandi. Boyali preparatlar mikroskopta 100x biyitmede
incelendi. H. pylori koyu mavi boyanmis, spiral, marti kanadi veya S seklindeki kivrik
bakteriler seklinde goruldi.

3.8. Istatistiksel Analizler

Yas ortalamalarinin karsilastiriimasinda student-T testi uygulandi. Cinsiyet,
endoskopik ve genotipik bulgularin dagihminin  karsilastiriimasinda ki-kare testi
uygulandi. istatistiki degerlendirmeler, SPSS 21.0 paket programi ile yapildi. P degeri,
0.05’in altindaki degerler anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

H.pylori genotiplerinin antibiyotik direnci ile iliskisini belirlemeyi amaclayan
calismamizda Sitcii imam Universitesi Tip Fakiltesi Hastanesi Gastroenteroloji Bilim
Dali poliklinigine Ocak 2013 - Haziran 2013 tarihleri arasindaki 6 aylik sure igerisinde
dispeptik yakinmalar ile basvuran 64’0 (% 62.1) kadin, 39’u (% 37.9) erkek olmak
Uzere toplam 103 hastanin mide antrum ve korpusundan alinan biyopsi ornekleri
degerlendirildi (Tablo 4.1). Hastalarin yaslari 18 ile 77 arasinda degismekte olup yas
ortalamasi 47.7 = 159 olarak saptanmistir. Erkek hastalarin yas ortalamasi 50.9
kadinlarin yas ortalamasi 44.4 idi.

Tablo 4.1: Hastalarin Cinsiyete Gére Dagilimi

Calismaya dahil olan hastalardan alinan biyopsi érneklerinin kiltiir yontemiyle
incelenmesi sonucunda 103 hastanin 58’inde (% 56.3) antrum ve/veya korpus 6rneginde
H.pylori pozitifligi saptandi.

H.pylori gimM genini (294 bp uzunlugundaki spesifik fragmentini) hedefleyen
PCR testi ile 47’s1 (% 73.4) kadin, 29°u (% 74.3) erkek olmak (izere toplam 76 (% 73.8)
olguda orneklerin en az birinde H.pylori’nin mide kolonizasyonunu goésteren PCR

pozitifligi tespit edildi.

H.pylori saptanmasinda PCR duyarlihgi daha yuksek oldugu icin istatistiksel
degerlendirmeler PCR sonuclarina gore yapildi. Cinsiyet yoninden H.pylori pozitif ve
H.pylori negatif gruplar arasinda istatistiksel fark saptanmadi. (p>0,05) (Tablo 4.2).
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Tablo 4.2: Kadin ve erkek hastalarin mide biyopsisi 6rneklerinden en az birinde gimM
genini hedefleyen PCR testi ile H.pylori dagilimi.

gImM-PCR(+) gimM-PCR(-)

Cinsiyet Sayl (%) SayI (%) Toplam
Kadin 47 (73.4) 17 (26.6) 64
Erkek 29 (74.3) 10 (25.7) 39

Toplam 76 (73.8) 27 (26.2) 103

Kultir yontemi ile 44 (% 42.7) hastanin antrum 6rneginden H.pylori izole
edilirken, glmM genini hedefleyen PCR testi ile 65 (% 63.1) antrum érneginde H.pylori
icin 6zgul DNA dizilerinin varli§i tespit edildi. Kiltur ile antrum 6rneklerinde pozitiflik
tespit edilen hastalarin tamaminda PCR da pozitif olarak bulundu ve sonucta antrum
orneklerlerinde kiltir ve PCR ile H.pylori tespiti arasinda istatiksel olarak anlamli fark
saptandi (p<0.001). Korpus biyopsi 6rneklerinde ise kultur yontemi ile 40 (% 38.8),
glmM PCR testi ile 63 (% 61.2) hastada H.pylori pozitifligi elde edildi (tablo 4.3).

iki yontem arasinda antrum 6rneklerinde de oldugu gibi H.pylori pozitifligi igin
anlamli fark saptandi (p<0.001).

Tablo 4.3: Antrum ve korpus biyopsi érneklerinde kiltir ve gImM-PCR ile saptanan H.pylori
pozitifliginin dagilimi

Kaltdr (+) GImM-PCR (+) p degeri
Sayi % Sayi %
Antrum 44 42.7 65 63.1 p<0.001
Korpus 40 38.8 63 61.2

Hastalarin Endoskopik Bulgularinin Degerlendirilmesi

Endoskopik olarak 6rnek alinan hastalarin cogunda birden fazla endoskopik tani
bir aradaydi (Ornegin; pangastrit + bulbit + gastrik tlser + 6zofajit, gibi). Bu durumda
istatistiksel olarak karmasa olusmamasi icin endoskopik tanilar lokalizasyon ve
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yayginligina gore 2 ana bashk tzerinden degerlendirildi. Gastrik-duodenal Ulser veya
gastrik-duodenal mukozal hasari olan hastalar (Grup A), herhangi bir gastroduodenal
mukozal lezyonu olmayan saglam mukozah hastalar (Grup B). Arastirma bu tani

gruplari tzerinden karsilastiriimali olarak yapildi.

Endoskopik olarak incelenen 103 hastanin 40’1 (% 38.9) Grup A, 63’0 (% 61.1)
ise Grup B olarak belirlendi. Genel olarak degerlendirildiginde endoskopik bulgulari
Grup A olarak saptanan 40 hastanin 30’unda (% 75.0) H.pylori pozitif olarak, Grup B
endoskopik bulgulari olan 63 hastanin 46’sinda (% 73.1) H.pylori pozitif olarak
saptandi. Toplamda ise 103 hastanin 76’sinda (% 73.7) H.pylori pozitifligi saptandi.
(Tablo 4.4). Endoskopik bulgular ile H.pylori pozitifligi arasinda istatiksel olarak
anlamli fark saptanmadi (p>0.05).

Tablo 4.4: H.pylori pozitif ve negatif hastalarin endoskopik tanilar yoniinden dagilimlari

H.pylori Toplam
Endoskopik Tanilar Pozitif Negatif p
n (%) n (%) 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 lser veya gastrik duodenal mukozal hasari olan hastalar
*Grup B; Herhangi bir gastroduodenal lezyonu olmayan saglam mukozali hastalar

Genotipik dagilim

Genotip dagihmi, alinan mide antrum ve/veya korpus biyopsilerinden PCR’da
H.pylori pozitif saptanan hastalar Uzerinden degerlendirildi. Bu hastalar cagA ve vacA

pozitif veya negatif olmasina gore degerlendirildi.
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Mide biyopsisi 6rneklerinden en az birinde gimM-PCR pozitif olan toplam 76
hastadan 73’0Unde (% 96.0) vacA icin spesifik olan 349 bp uzunlugundaki DNA
fragmenti, 46 hastada (% 60.5) ise cagA icin spesifik olan 259 bp veya 286 bp
uzunlugundaki DNA fragmenti PCR testi ile biyopsi érneklerinden en az birinde pozitif
olarak bulundu. Calismaya alinan hastalarin 46°sinda ise hem cagA hemde vacA birlikte

pozitif saptandi. cagA pozitif tlim olgularda vacA pozitifligi tespit edildi (tablo 4.5).

Tablo 4.5: PCR ile H.pylori pozitif saptanan olgularda virtilans faktorleri

Virulans Faktorleri Pozitif
n (%)

cagA 46 (60.5)

vacA 73 (96.0)

cagA + vacA 46 (60.5)

H.pylori suslarinin 46’sinin (% 60,5) cagA geni tasimakta olan Tip | genotipinde
(cagA+, vacA+) yer aldiklari, 24’tinde vacA*cagA suslarin, 6’sinda da cagA ve vacA
negatif suslarin kolonize olduklarini gostermektedir. Toplamda 30 hastanin (% 39.5) Tip

Il genotipinde (cagA- ve vacA+/-) yer aldigi belirlendi.

H.pylori pozitif olarak saptanan 30 Grup A endoskopik bulgulu hastadan 21’inde
(% 70.0) cagA ve 29’unda (% 96.6) ise vacA orneklerden en az birinde pozitif iken,
H.pylori pozitif 46 Grup B endoskopik bulgulu hastadan 25’inde (% 54.3) cagA ve
44°Unun (% 95.6) vacA yonunden orneklerden en az birinde pozitif oldugu goraldi
(Tablo 4.6). Endoskopik bulgularla virulans faktorleri arasinda istatiksel olarak anlamli

fark saptanmadi (p>0.05).
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Tablo 4.6: Endoskopik bulgularla virulans faktorleri arasindaki iligki

cagA vacA
SayI (%) Say! (%)
Grup A 21 70.0 29 96.6
Grup B 25 54.3 44 95.6

*Grup A,; Gastrik-duodenal Ulser veya gastrik duodenal mukozal hasari olan hastalar
*Grup B; Herhangi bir gastroduodenal lezyonu olmayan saglam mukozali hastalar

Histopatolojik Verilerin Degerlendirilmesi

Patolojiye gonderilen 103 hastanin 6rneklerinden histolojik olarak H.pylori 75
(%72.8) hastada pozitif olarak gosterilirken, 26 hastada (%27.2) gosterilemedi (tablo
A.7).

Tablo 4.7: Patolojik inceleme sonucu H.pylori sikhgi

n %
H.pylori + 75 72.8
H.pylori - 28 27.2
Toplam 103 100

HPL 6rnekleme icin hastalarin lezyonlarindan alinan biyopsiler incelendiginde
akut gastrit 7 hastada (%6.8), kronik gastrit 44 hastada (%42.7), kronik aktif gastrit 43
hastada (%41.7) saptanirken 9 hastanin (%8.7) patolojik incelemesi benign olarak
bulundu (tablo 4.8).
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Tablo 4.8: Hastalarin Patolojik Tantlari

44

[EnN
o
~

Antral Gastrit Kronik Gastrit ~ Kronik Aktif Gastrit Benign

HPL inceleme yapilan hastalarin tanilari ile H.pylori varhg: arastirildiginda
istatistiksel olarak H. pylori varhgi acisindan anlamli fark saptanmadi (p>0.05) (tablo
4.9).

Tablo 4.9: Histopatolojide belirtilen alt tiplere gore H.pylori sikliginin dagihmi

Patolojik Tani H.pylori H.pylori Negatif Toplam
Pozitif
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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Cesitli Yontemlere Gore H.pylori Saptanma Sikligi

Endoskopik biyopsi alinan 103 hastanin histopatolojik incelemesinde 75 hastada
(%72.8) hafif, orta veya yogun siddette H.pylori saptandi. Kiltir ile 58 hastada %56.3 ve
PCR ile 76 hastada %73.8 oraninda H.pylori mevcudiyeti saptandi (Tablo 4.10).

Tablo 4.10: Farkli Yontemlerle Elde Edilen H.pylori Pozitiflik Sikhg:

(n=103).
oo | (e 75
o | () '
L 58
Kaltar
T L L 1
0 20 40 60 80

glmM-PCR pozitifligi tespit edilen 76 hastanin 58’inde kultir; 67’sinde ise
histopatolojik inceleme pozitif bulunmustur. H. pylori suslari igin son derece 6zgul ve
duyarli oldugu bilinen gImM-PCR sonuclari altin standart olarak kabul edildiginde
kullanilan yontemlerin duyarlilik ve 6zgulltkleri sirasiyla, kiltir icin % 89.2 ve % 52.6;
histopatoloji i¢in % 90.5 ve % 68.9 olarak hesaplanmistir.

Kltir ve Antibiyogram Duyarlilik Testi Sonuglarinin Degerlendirilmesi

Calismaya alinan 103 hastanin 58’inde antrum ve korpustan alinan biyopsilerden
en az birinde H.pylori kiltir pozitifligi saptandi (%56.3). Kiltirde H.pylori saptanan
hastalarda antibiyogram ile amoksisilin, klaritromisin, levofloksasin ve tetrasiklin
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direnci bakildi. Elde edilen H.pylori sugslari ile yapilan antibiyotik duyarlilik ¢alismasi
sonucunda bulunan degerler tablo 4.11°de gosterilmistir.

Tablo 4.11: Calismada elde edilen H. pylori suslari ile yapilan antibiyotik duyarlilik testi
sonugclari

Duyarh Direncli
llaglar Say! % Say! %
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 calisma sonuclarina gore direng oranlari siniflandirildiginda; tetrasikline
diren¢ saptanamamisken, amoksisiline %1.7, klaritromisine %10.3 ve levofloksasine

%6.9 oraninda antibiyotik direnci saptanmistir.

E-test yontemiyle antibiyotik direnci calisilan bu 58 hastanin 22’si (%37.9)
erkek iken, 36’s1 (%62.1) kadindi. Hastalarin cinsiyetleri ile antibiyotik direnci arasinda
anlamli fark bulunmadi (p>0.05). Cinsiyete goére antibiyotik diren¢ oranlari tablo
4.12°dedir.

Tablo 4.12: Cinsiyete gore antibiyotik direng oranlari

Cinsiyet Amoksisilin ~ Klaritromisin ~ Tetrasiklin ~ Levofloksasin p
Sayi % Sayi % Sayi %  Sayi %

Kadin (n=36) 0 0 3 8.3 0 0 2 55
Erkek (n=22) 1 4.5 3 13.6 0 0 2 9.0 p>0.05
Toplam(n=58) 1 1.7 6 10.3 0 0 4 6.9

Antibiyotik duyarlilik testi yapilan 58 hastanin 23’0 Grup A, 35’i Grup B
seklindeydi. Hastalarin endoskopik tanilari ile ilaclara karsi gelistirdikleri direng
arasinda anlamli fark saptanmadi (p>0.05). Grup A ve Grup B’ye gore antibiyotik

direncleri tablo 4.13’te verilmistir.
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Tablo 4.13: Endoskopik bulgulara gore antibiyotik direncleri

Amoksisilin Klaritromisin Tetrasiklin Levofloksasin
Sayi % Sayi % Sayi % Sayli %
Grup A 0 0 2 8.6 0 0 1 4.3
n=23
Grup B 1 2.8 4 11.4 0 0 3 8.5
n=35
Toplam 1 1.7 6 10.3 0 0 4 6.9
n=58

*Grup A; Gastrik-duodenal Glser veya gastrik duodenal mukozal hasari olan hastalar

*Grup B; Herhangi bir gastroduodenal lezyonu olmayan saglam mukozali hastalar

Virulans Faktorleri ile Antibiyotik Direnci iliskisi

Virllans faktorlerinin antibiyotik direnci tzerine olan etkisini belirlemek amaci

ile amoksisilin, klaritromisin, tetrasiklin ve levofloksasin direnci virilans faktorleri ile

degerlendirildi. CagA pozitif yani Tipl genotipte olan hastalarda amoksisilin direnci 1

hastada (%2.2), klaritromisin direnci 4 hastada (%8.6) ve levofloksasin direnci ise 3

hastada (%6.5) saptandi. cagA’nin negatif oldugu yani Tip 2 genotipteki hastalarda ise

amoksisilin direnci saptanmazken, klaritromisin direnci 2 hastada (%3.5), levofloksasin

direnci ise 1 hastada (%1.7) bulunmustur. Genotiplerle antibiyotik direnci arasindaki

iliski incelendiginde aralarinda istatiksel olarak anlamli fark bulunamamistir (p>0.05)
(tablo 4.14, tablo 4.15).

Tablo 4.14: Antibiyotik Duyarlihgi ile Viriilans Faktérlerinin iliskisi

Virulans Faktori

Levofloksasin

Duyarli Direncli

cagA Negatif
Pozitif
vacA Negatif
Pozitif

Amoksisilin
Duyarli Direncli
57 (%100) 0 (%0)
45 (%97.8) 1 (%2.2)
30 (%100) 0 (%0)
72 (%98.7) 1 (%1.3)

Klaritromisin
Duyarli Direncli
55 (%96.5) 2 (%3.5)
42 (%91.4) 4 (%8.6)
30 (%100) 0 (%0)
67 (691.8) 6 (%8.2)

56 (%98.3) 1 (%L1.7)
43 (%935) 3 (%6.5)
30 (%100) O (%0)
69 (%94.6) 4 (%5.4)
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Tablo 4.15: Genotiplerle Antibiyotik Direnci Arasindaki iliski

Tip 1 (n=46) Tip 2 (n=30)

Sayi % Sayi %

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 Yéntemlerle Antibiyotik Direng Oranlari

PCR yontemi ile antrum ve/veya corpus érneklerinde H.pylori pozitif saptanan
76 hastada RFLP yontemiyle klaritromisin direnci arastiriimistir. Antrum ornekleri
incelendiginde glmM-PCR pozitif 65 (%63,1) sustan 6’sinda (%9,23), corpus
orneklerinin incelenmesi sonucunda da gimM-PCR pozitif 63 (%61,1) sustan 7’sinde
(%11,1) Klaritromisine karsi nokta mutasyon saptanmistir. Antrum veya corpus
orneklerinden herhangi biri gImM-PCR ile pozitif saptanan 76 susun ise toplam 7’sinde
(%9,20) mutasyon saptanmistir.

Nokta mutasyonlar incelendiginde A2142G ve A2143G olmak Uzere iki sekilde
saptanmistir. A2142G mutasyonu bir hastanin hem antrum hem de corpus 6rneginde
saptanmigsken bir hastanin ise sadece corpus orneginde saptanmistir. A2143G

mutasyonu ise bes hastanin hem antrum hem de corpus 6rneginde saptanmistir.

Sonug olarak PCR-RFLP yontemiyle klaritromisin direncli saptanan 7 susun
5’inde (%71,4) A2143G mutasyonu, 2’sinde (%28,6) ise A2142G nokta mutasyonu
saptanmistir (Tablo 4.16).
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Tablo 4.16: Klaritromisin Nokta Mutasyon Sikli§i

Antrum + Corpus PCR RFLP
Klaritromisin mutasyonlari Say! %
A2142G 2 28,6
A2143G 5 71,4
Toplam 7 100

Antibiyogram ile antrum ve corpus drneklerinde klaritromisin direnci saptanan 4
hastada RFLP metoduyla da nokta mutasyon bulundu. Bir hastada sadece antibiyogram
ile diren¢ saptanabilirken, 2 hastada ise kulturde saf koloniler elde edilemedigi icin

RFLP yontemiyle klaritromisin direnci saptandi.

Levofloksasin direncinin molekuler yollarla belirlenmesi amaciyla e-test
metoduyla direncli saptanan 4 hasta ve farkli MIC degerlerinden olan 10 hasta olmak
Uzere toplam 14 hastanin 6rneklerinde gyrA nokta mutasyonu arastirildi.

incelenen 4 hastanin drnedinde nokta mutasyon saptandi. Mutasyon saptanan
hastalarin hepsinde e-test ile de levofloksasin direnci saptanmisti. Saptanan
mutasyonlara bakildiginda 3 hastada Asp-91, 1 hastada ise Asn-87 nokta mutasyonu

belirlendi.

E- test ile MIC degeri = 1mg/It olan Orneklerde levofloksasin direnci oldugu
kabul edildi. Molekuler yontemlerle levofloksasin direnci bulunan 4 6rnegin tamami da
e-test ile direng saptanan hastalarda bulundu.

68




5. TARTISMA

H.pylori, insanlar ve primatlarda mide mukozasina kolonize olarak,
asemptomatik tastyiciliktan peptik Ulsere, atrofik gastritten gastrik karsinomalara kadar
degisen patolojilere sebep olan gram negatif, mikroaerofilik bir mikroorganizmadir.
Diinya nufusunun yaklasik olarak % 50’sinden fazlasini infekte eden H.pylori, infekte
Kisilerin % 10-15’inde semptomatik infeksiyon olustururken, bu olgularin % 2-4’iinde
gastroduodenal patoloji intestinal veya diffuz tip mide kanseri ile sonlanmaktadir
(3,29,65). H.pylori infeksiyonlarinin prognozunu mikroorganizma ve konaga ait ¢ok
sayida faktorun etkiledigi ileri strdlmistlr (65). Patojenitenin mekanizmasini tespite
yonelik olarak yapilan molekiler bazli calismalarda, mide mukozasindaki doku
hasarindan, konak mide mukozasinda kronik ve giclu inflamatuvar cevap olusturan,
ozellikle cagA ve vacA gibi mikrobiyal drinler ile konagin mikroorganizmanin antijenik
Ozellikteki Orlinlerine karsi verdigi gucli ancak bakteri eradikasyonunu saglamak icin
yeterli olmayan immun cevabinin sorumlu oldugu ileri sirtlmustir (24,72). Bu sebeple,
etkili antimikrobiyallerin kullanilmamasi halinde, H.pylori infekte ettigi mide
mukozasinda 6dmur boyu kolonize olabilmektedir. Ancak, 1990’ yillarda bir proton
pompa inhibitori (PPI) ile kombine edilerek kullanilan antibiyotik kombinasyonlari %
98-100 oraninda Klinik ve bakteriyolojik kiirii saglarken, son yillarda 6zellikle H.pylori
infeksiyonlarinin  epidemik seyrettigi gelismekte olan Ulkelerde ilk secenek
antibiyotiklere karsi gelisen direng sebebi ile eradikasyon tedavilerinde basari
oranlarinin % 40-60’lara kadar geriledigi bildirilmektedir (5,65). Bu sebeple, H.pylori
ile iliskili calismalar bir taraftan patogenezi aydinlatmaya yonelik olarak devam
ederken, diger taraftan bu mikroorganizmanin antibiyotik direnci ve dirence yol acan
mutasyonlarin tespiti konusunda yogunlasarak devam etmektedir. Biz, bu calismada
dispeptik semptomlarla gelen hastalara yapilan endoskopik muayene ile H.pylori’nin
gastrik kolonizasyon sikhgini, cinsiyet faktorinin kolonizasyona olan etkisini,
histolojik lokalizasyonun ve kolonize suslarin cagA ve vacA genleri sikhiginin klinik
prognoza etkisini, bélgemizde H.pylori’ye olan antibiyotik direncini arastirdik.

H. pylori’nin antibiyotiklere karsi duyarlilik derecesinin bilinmesi énemlidir. in-
vitro sartlarda cok sayida antibiyotik bakteriye etkili bulunmustur ancak gastrik
mukozaya penetrasyonun zor olmasi ve ortam pH’sinin disik olmasi antibiyotiklerin

klinik etkilerini sinirlamaktadir. H.pylori zor ve yavas Ureyen bir mikroorganizma olusu
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nedeniyle, tedavide kullanilacak antibiyotikleri daha da secici yapmaktadir.
Antibiyotikler tek kullanildiklarinda etkilerini tam gosteremezler ve direng gelisimi

artar. Bu durum tedavide kombinasyonlarin gerekliligini ortaya ¢ikarmaktadir (117).

Mide biyopsisi 6rnekleri ve mide sivisi gibi klinik 6rneklerden H.pylori tanisi
amaci ile modifiye besiyerlerinin kullanildigi kiltir bazli yontemler ile bakteri
genomundaki 06zgul ve korunmus dizilerin ¢ogaltiimasini hedefleyen PCR bazli
tekniklerin karsilastinlldigi cok sayida calisma yapilmistir. H.pylori tanisinda bakterinin
genomundaki 6zgul ve korunmus gen bdlgelerinin amplifikasyonunu esas alan PCR
bazli yontemler histokimyasal boyama, kiltir veya serolojik temelli klasik tani
yontemlerine gore hizlilik, yuksek duyarlilik ve 06zgillik gibi 6nemli avantajlara
sahiptir.

Mishra K. ve arkadaslari dispeptik yakinmali hastalarin gastrik biyopsi érnekleri
ile yaptiklari ve tanida yine glmM-PCR ve kiltir yontemlerini kullandiklari
calismalarinda; H.pylori pozitiflik oranlari sirasi ile % 53 ve % 48 olarak tespit
etmislerdir (231). Bu calismada gastrik biyopsi 6rneklerinde tim yoéntemlerle beklenen
oranlarin altinda H. pylori pozitifligi bildirilmistir. Bu durum kullanilan yéntemlerin
duyarliliginin yanisira, uygulayicinin tecriibesi, biyopsi 6rneklerinin alinisi ve tasinmasi
ile sosyal cevreden kaynaklanabilir. Ancak sonug olarak bu arastirmacilar, gimM-PCR
testinin sensitivitesinin % 95, spesifitesinin de % 100 oldugunu belirterek, gImM-PCR

yonteminin kiltire gére daha duyarli oldugunu bildirmislerdir.

Benzer bir calismada da, Bickley J. ve arkadaslar 62 gastrik biyopsi 6rneginde
kultir ve PCR’In tani degerlerini karsilastirmislar, glmM-PCR’in H.pylori tanisinda
kaltur kadar 6zgil olmasina karsilik, % 96 kadar ylksek bir duyarlilik oranina sahip

oldugunu belirtmislerdir (232).

Bizim calismamizda da antrum ve/veya korpus oOrneklerinde gimM-PCR ile
H.pylori pozitifligi % 73.8 bulunmusken; kultir yontemiyle bu oran % 56.3 bulunmus
olup iki yontem karsilastirildiginda PCR yonteminin kiltiure goére H.pylori tespitinde
daha basarili oldugu gorulmustir (p<0.01).

Yetkin M. 3 yil suren calismasinda, kultir yontemi ile degerlendirdigi 194°U
kadin, 293l erkek hastalara ait olmak Uzere toplam 487 biyopsi 6rneginden, % 76.2’si

kadin ve % 81.2’si de erkek hastalara ait olmak lzere % 79.2’sinde H.pylori varhgini
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tespit etmistir (233). Oguz D. ve arkadaslari ile Ozden A., H.pylori’nin semptomatik
gruplardaki gastrik kolonizasyon oraninin farkli gruplarda % 60-81 arasinda degistigini
bildirerek, asemptomatik tastyiciligin yuksek oranlarda olduguna dikkat ¢ekmislerdir
(19,40). Kantargeken B. ve arkadaslari, Malatya bolgesinde MU’li hastalara ait antral
biyopsi orneklerini kiltir ve PCR bazli yontemler kullanarak degerlendirdikleri bir
calismada; 142 biyopsi orneginden % 75.4’Unde en az bir yodntemle H.pylori
kolonizasyonu tespit ettiklerini bildirmislerdir (234). Yine, Bolek B. ve arkadaslari
Istanbul’da yaptiklari bir calismada; PCR yontemi ile degerlendirdikleri biyopsi
orneklerinden % 84.6°sinda H.pylori gImM genine ait hedef fragmentin varhgini tespit
etmislerdir (235).

Bizim bulgularimizla birlikte farkh bolgelerden bildirilen ve kiiglik sapmalarla
% 75 gibi bir ortalama degere ulasan H.pylori prevalansi hastaligin epidemik seyrettigi

ulkeler icin 6n gorulen degerlerle 6rtismektedir.

Calismaya alinan erkek hastalarda PCR ile H.pylori tespit edilme orani %74.3,
kadin hastalarda ise %73.4 olarak belirlendi ve bu oranlara goére istatistiksel olarak
anlamli bir fark tespit edilmedi. Bizim calismamiz cinsiyetin H.pylori enfeksiyonu igin
bir risk faktori olmadigini gosteren ¢alismalari desteklemektedir (236).

H.pylori ile infekte Kisilerin hemen hepsinde gastrit ve midede fonksiyonel
degisiklik, %15-20sinde peptik Ulser, %2-12’sinde ulser komplikasyonu, %1-3’linde
mide kanseri, %0,1’inde primer gastrik lenfoma, az oranda da fonksiyonel dispepsi
gelisme riski vardir. Sonug olarak, infekte kisilerin %20-30’unda yasami tehdit edebilen
duodenal Glser, gastrik UGlser, mide karsinomu ve MALToma gibi hastaliklar
gelisebilmektedir (3,29,65).

Calismamizda HPL inceleme igin gastrik lezyonlardan alinan biyopsi drneklerini
inceledigimizde H.pylori sikhdini % 72.8 olarak saptadik. Hastalardan alinan érnekler
incelendiginde kr. aktif gastriti olan hastalarin % 37’sinde, kr. gastriti olan hastalarin %
30’unda, antral gastrit olan hastalarin ise % 4.9’unda H.pylori pozitifligi bulundu.
Ancak inceleme sonucu konulan patolojik tanilarla H.pylori sikhgi arasinda anlamli

iliski bulunmadi.

Sanliurfa’ da yapilan bir ¢calismada kr. gastriti olan hastalarin %89.8’de H.pylori
pozitif bulunmusken (237), 2006’da iran’da 1000 hasta ile yapilan bir calismada kr.
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aktif gastriti olan hastalarin %81’inde H.pylori pozitifligi bulunmustur (238). 2010
yilinda Bursa’da Konakci ve arkadaslarinin yaptiklari galismada ise 218 hastanin

patolojik bulgulari incelenmis, bunlarin % 50.5’inde H.pylori pozitif bulunmustur (239).

Bircok calismada HPL yontemle H.pylori saptamada farkli sonuglarin ortaya
cikmasinda H.pylori’nin mide mukozasinda yamali dagilim gdstermesi, lezyon

bdlgesinden biyopsi alinmamasi, ortamda Ureaz Ureten bagka bakterilerin varligi olabilir.

Endustrilesmis Ulkelerde, H.pylori suslarinin yaklasik % 10-20’si Klaritromisin
direnclidir. Gelismekte olan Ulkelerde ise, klaritromisine karsi direng orani daha
yuksektir ve % 25-50 arasinda degismektedir (154). Klaritromisin direnci Amerika’da
% 5-14, Avrupa’da % 10’un Gzerinde bildirilmektedir (117,157). Son yillarda tGlkemizde
bu diren¢c orani, bir calismada % 16.8, diger calismalarda ise % 52-56 olarak
bildirilmistir (158-160). Bizim calismamizda ise % 10.3 oraninda klaritromisine direng
bulundu. Bu oran, endustrilesmis tlkelerdeki klaritromisin antibiyotik direng araliginda

yer almaktadir.

Klaritromisin  kullanimi son donemlerde, Ust ve alt solunum yollari
infeksiyonlari basta olmak Uzere fakl endikasyonlarda kullanimi oldukca artmistir.
Cocuklarda kullanimi da oldukga yaygindir. Ayrica H.pylori eradikasyon tedavisi adi
altinda klaritromisinin de dahil oldugu kombine preparatlar da sik¢a kullaniimaktadir.
Birinci basamak saglik kuruluslarinda bile H.pylori varhgini gosteren herhangi bir test
yapiimadan bu tedavi baslanmaktadir. Tolere edilmesi zor olmasi sebebiyle hastalarin
bir kismi bu tedaviyi yarim birakmaktadir. Direngli suslarin gelisiminde bu da 6nemli
bir etken olabilir. Ozellikle ¢ocuklarda klaritromisin kullanimi kisitlanmalidir. Cunkii
H.pylori tedavisinde kullanabilecegimiz az sayida antibiyotik mevcuttur. ilerleyen

yillarda ilag direnci daha biyik bir problem haline gelebilecektir.

Amoksisilin direncinin saptanmadigi ya da yuksek saptandigi farkli calismalar
mevcuttur (163-165). 1996-2000 yillari arasinda Boyanova ve ark. e-test ve disk
difizyon yontemleri ile amoksisilin direncini % 0,9 olarak saptamislardir (166).
Isveg’te 2006°da yapilan bir calismada amoksiline direng saptanmamustir (167). 2010’da
Iran’in Kuzey bélgesinde 132 hastanin biyopsi drnekleri incelenmis, amoksisilin direnci
% 6.8 olarak saptanmistir (175).
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Ulkemizde Kantarceken ve arkadaslari disk difiizyon yéntemiyle 51 hasta
Uzerinde yaptiklari calismada amoksisiline diren¢ saptanmamistir (168). 2009’da
Bursa’da yapilan bir calismada 31 H.pylori susuna ait antibiyotik diren¢ profili
incelenmis, amoksisilin direnci % 3.2 olarak saptanmistir (180). Calismamizda da 58

H.pylori susundan birinde (% 1.7) amoksisiline karsi direng saptanmistir.

H.pylori’de tetrasiklin direncinin 20. yuzyilin sonlarina kadar olmadigi ya da
cok ender oldugu bildirilmistir. H.pylori de tetrasiklin direncinin insidansinin 6zellikle
bu antibiyotigin recetesiz elde edilebildigi belli cografik bdélgelerde arttig
gorilmektedir. Tek basina H.pylori eradikasyonunda etkisizdir. Bu nedenle Gcli
tedavide kullaniimaktadir. Tetrasikline karsi degisik diren¢ oranlari bildirilmistir.
Romano M. ve arkadaslari %2 oraninda (156), Roland N. ve arkadaslari %56 oraninda
direng bildirmislerdir  (227). Bartoleme ve arkadaslari tetrasikline direng
bulamamislardir (228). Ulkemizde Goral ve arkadaslarinin yaptigi calismada % 9.4
oraninda (229), Kantarceken ve arkadaslari ise yaptiklari ¢calismada %3.9 oraninda
tetrasikline direnc bildirmislerdir (168). Engin ve arkadaslari tetrasikline direng
bulamamislardir (230). Bizim calismamizda da tetrasikline direng tespit edilememistir.

Kinolonlar, H.pylori’ye karsi invitro etkili olmasina ragmen invivo olarak
etkinligi sinirlidir. Direngli vakalarda Gcli tedavide kullanilabilirler. 2000 yilinda
Kantarceken ve arkadaslari disk difizyon yontemiyle yaptiklari calismada
siprofloksasin direncini % 5,9 olarak bulmuslardir (168). 2004’te italya’da yapilan bir
calismada levofloksasin direnci % 22,4 bulunmustur (169). Calismamizda ise

levofloksasiline direng % 6,9 olarak saptanmistir.

Klaritromisin direnci dogrudan mide biyopsi 6rneklerinden PCR-RFLP yontemi
ile arastirilabilmektedir. Bunun vyanisira dirence neden olan mutasyonlar da
saptanabilmektedir. Klaritromisine karsi direng 23S rRNA’nin peptidil transferazi
kodlayan bolgesindeki spontan tek nokta mutasyonuna baghdir. 23S rRNA’nin peptidil
transferaz bolgesinde 2 pozisyonda (2142, 2143) 3 blylk nokta mutasyonu

tanimlanmustir.

H.pylori suslarinda, direncin genetik mekanizmasini tespit amaci ile PCR-RFLP
yontemi ile yaptigimiz calismada antrum veya corpus Orneklerinden herhangi biri
gImM-PCR ile pozitif saptanan 76 susun 7°sinde (%9,20) PCR-RFLP yontemiyle

klaritromisin direncini gdésteren mutasyon saptanmistir. Mutasyon saptanan 7 susun
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5’inde (%71,4) A2143G mutasyonu, 2’sinde (%28,6) ise A2142G nokta mutasyonu

saptanmistir.

Alvarez ve arkadaslari tarafindan H.pylori tedavisinde amoksisilin, metronidazol
ve Klaritromisin gibi antimikrobiyallerin yaygin olarak kullanildigi Kolombiya’da 106
hasta Uzerinde yapilan calismada PCR-RFLP teknigi ile Klaritromisin direnci % 3.8
olarak belirlenmis olup Klaritromisin direnci olan dort susun Gglinde A2143G nokta
mutasyonu, birinde ise A2142G mutasyonu saptanmistir (240).

Malezya’da yapilan bir calismada, 4 hastada PCR-RFLP teknigi ile klaritromisin
direnci saptanirken suslarin ikisinde A2142G nokta mutasyonu, diger ikisinde A2143G
nokta mutasyonu saptanmistir (241). ispanya’da 30 direngli sus ile yapilan calismada
izolatlardan 20’sinde (% 69) A2143G mutasyonu tespit etmislerdir (242). Japonya’da
Klaritromisin direngli 12 g¢ocuk izolati ile yapilan galismada, izolatlarin 11’inde (% 92)
A2143G mutasyonunu bildirmislerdir (243). Adana’da 2006 yilinda PCR-RFLP
yontemi ile Klaritromisin direncli suslarin % 78’inde A2142G ve % 12’sinde A2143G

nokta mutasyonu saptanmistir (233).

Direncli suslardaki mutasyon dagilim oranlarimiz ispanya ve Japonya’da
bildirilen mutasyon dagilim oranlar ile buyik o6lglde benzerlik gostermektedir
(242,243). Mutasyonlarin dagihmi hakkinda etkileyen faktorlere yodnelik yorum

yaptimamis, bunun bélgesel suslara bagli bir 6zellik oldugu sdylenmistir.

Florokinolonlar; gyrA ve gyrB genleri tarafindan kodlanan iki alt Uniteden
olusan DNA gyrase enzimini inhibe ederek bakterisidal etki gosteren antibiyotiklerdir.
H.pylori’de florokinolon direnci gyrA geninde 87, 88, 91 ve 97. aminoasitlerin
kodlandigi bolgelerde gelisen nokta mutasyonlar sonucu gelismektedir. Asn-87 ve Asp-
91 levofloksasinin baglanmasi igin en 6nemli hedef kodonlardir.

Calismamizda gyrA mutasyonu 4 hastanin 3’inde Asp-91, 1’inde ise Asn-87
kodonunda saptanmistir. Cin’de 2009 yilinda yapilan bir calismada gyrA geninde
mutasyon saptanan 27 susun 16’sinda Asn-87, 11’inde ise Asp-91 mutasyonu
saptanmisken (244), 2013 yilinda Guney Afrika’da yapilan bir ¢alismada gyrA geninde
mutasyon saptanan 17 hastanin 8’inde (% 47.5) Asn-87 kodonunda mutasyon

saptanmigken, 1 hastada (% 5.8) Asp-91 kodonunda mutasyon saptanmistir (245).
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Calismalarda levofloksasin icin bulunan bu farkli molekiler diren¢ oranlari cografi
dagihm farkliliklari ile iligkili olabilir.

Calismamizda e-test ve molekiler yontemlerle ayni 4 hastada levofloksasin
direnci saptadik. Bu bize gyrA geninde Asn-87 ve Asp-91 mutasyonlarinin
belirlenmesinde e-test yonteminde direng icin kabul ettifimiz MIC =1 mg/It degerinin
makul bir deger oldugunu dasundurmektedir. Yine levofloksasin direncinin
belirlenmesinde  DNA bazli taramanin geleneksel kultir yontemlerine alternatif

olabilecegini dustindurmektedir.

Calismamizda cinsiyet ile antibiyotik direnci arasinda istatistiksel olarak anlamli
bir fark tespit edilemedi. Qinjuan ve arkadaslarinin yaptiklari ¢alismada metronidazol,
klaritromisin ve amoksisilin direnclerine bakildi. Bulduklari oranlarla cinsiyet arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit edemediklerini bildirmislerdir (246).
Ulkemizde Onder ve arkadaslarinin H.pylori’nin antibiyotik direncini belirledikleri
calismada cinsiyet ile antibiyotik direnci arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark

tespit edemediklerini bildirmislerdir (247).

H.pylori’nin virllans faktorleri arasinda, vakuolleri aktive edici sitotoksin
(vacA) ve sitotoksin ile iliskili gen (cagA) 6nemli rol oynamaktadir. Calismamizda
cagA pozitifligi % 60.5, vacA pozitifligi ise % 96.0 oraninda saptandi.

Ulkemizde yapilan calismalarda cagA geni pozitiflik oranlarini, Saribasak ve
arkadaslar % 78; Saribas ve arkadaslari % 58.6; Karaman ve arkadaslari ise % 65.5
olarak bildirmektedir (77,248,249). Calismamizda saptanan % 60.5°lik cagA geni

pozitifligi, Saribas ve Karaman’in verilerine uyum gostermektedir.

Bizim bulgularimizin tGlkemizdeki farkl bolgelerden elde edilen calismalardaki
sonuclarla bire bir 6rtuismemesi, kullanilan yontem, calismayi yapan Kisilerin tecriibesi
gibi laboratuvarlar arasinda tolere edilebilir teknik farkliliklar kadar, bolgesel beslenme
aliskanlhiklari, sosyoekonomik sartlar gibi hasta gruplarinin cesitliliginden de

kaynaklanabilir.

VacA proteini H.pylori suslarinin tamaminda bulunmasina karsilik, suslarin
yaklasik olarak % 40-60’inda gen inaktif ya da dlsik aktiviteye sahiptir (89,90).

Ulkemizde, bakterinin virilans faktorleri ile ilgili serolojik ve molekiiler yontemler
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kullanilarak cesitli calismalar yapilmis ve bu faktorlerin klinik seyir tizerindeki etkileri

ile ilgili arastirmalara gereksinim oldugu vurgulanmistir (234,250,251).

H.pylori tedavisinde yetersizlik ve antibiyotik direnci gelismesinde virulans
faktorlerinin etkisi konusunda cesitli calismalarda farkli sonuclar bildirilmistir.
Calismamizda antibiyotik direnci ve duyarliligi ile H.pylori virulans faktérleri arasinda

anlamli iliski saptanmadi (p>0.05).

Godoy ve arkadaslarinin yaptiklari calismada virllans genleri ile patojenite,
antibiyotik direnci veya duyarlihgi arasinda bir iliski saptanmadigi bildirilmistir (69).
Yakoob ve arkadaslari ile van Doorn ve arkadaslarinin ¢galismalarinda tedavi yetersizligi
ile cagA negatifligi arasinda anlamli birliktelik bildirilmistir (92,252). cagA pozitif
olgularda tedavi cevabi daha iyi iken, cagA negatif olgularda tedavi basari sansinin daha

disuk oldugu belirtilmistir.

Suzuki ve arkadaslari 14 calismayi degerlendirdikleri meta-analizde cagA’nin
pozitifliginde eradikasyon oraninin % 84, cagA’nin negatif olmasi durumunda
eradikasyon oraninin % 73’e distugunu belirleyerek cagA’nin pozitif olmasinin

H.pylori eradikasyon tedavisi i¢in 6énemli bir faktér oldugunu bildirmislerdir (253).

cagA pozitifligi ve virllan genotiplerin tedavi yaniti (zerine etkisinin
patogenetik mekanizmasina iliskin farkli yorumlar yapiimistir. cagA’nin inflamatuvar
sitokinlerin saliniminda artisa yol acarak gastrik inflamasyona ve kan akiminin
artmasina sebep oldugunu ve antibiyotiklerin inflamatuvar dokuya daha iyi niifuz
ederek etkinliklerinin arttigi bildirilmistir. Diger bir yorumda ise cagA pozitif olgularda
bakteriyel yikin ve bakteriyel proliferasyonun daha yiiksek oldugu, antibiyotiklerin ise
cogalma dénemindeki bakterilere daha iyi etkide bulunduklari ve tedavi yanitinin daha
iyi oldugu belirtilmistir (24,253).

Ulkemizde H.pylori’nin seroprevalansi ile ilgili calismalar olmasina karsin,
genotipleri ve bunlarin hastalik patogenezi ile iliskisi konusunda bilgilerimiz sinirhdir.
Son yillarda H.pylori ile enfekte bireylerin bazilarinda kronik atrofik gastritin yani sira
gastrik adenokarsinom ve MALT lenfoma gelisirken bazilarinda gelismemesi, bu
bakteriye 0zgu virtlans faktorlerini gindeme getirmistir. Calismamizda endoskopik
olarak mukozal hasarin olup olmamasina gore Grup A ve Grup B olarak sinifladigimiz

hastalarda H.pylori cagA ve vacA virulans faktorleriyle iliskisini de degerlendirdik.
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Malatya’da 2003 yilinda yapilan bir calismada dispeptik sikayetleri olan 142
hastanin 107’sinde (% 75,4) histopatolojik olarak H.pylori saptanmis, bu hastalarin
66’sinda (% 61.7) cagA gen varhigini gosterilmistir (234). Calismada cagA’nin gastrik
ve duodenal tlser ile anlamli olarak iliskisi saptandigi halde NUD ile iliskisinin
olmadigini bildirilmistir. Salih ve arkadaslari ise 2007 yilinda 35 hastada yaptiklar
calismada PCR ile H.pylori suslarinda cagA genini gastritli hastalarin %57.1’inde ve
peptik Ulserli hastalarin ise % 92.9’unda tespit etmislerdir (254). Bolek ve arkadaslari
antrum 6rneklerini degerlendirdikleri calismalarinda, duodenal Glserli hastalarin % 86,6,
mide uUlserli hastalarin % 71.4, gastritli hastalarin ise % 57’sinin cagA pozitif oldugunu
bildirmislerdir (235). Allelik vacAs1ml susu duodenal tlserlilerde % 80.7 ve gastrik
ulserlilerde % 60 oraninda gorilurken, gastritlilerde % 75 oraninda slm2 susu
saptanmistir. Aydin ve arkadaslari 47 ulserli ve 52 NUD’li hastalarinda cagA
pozitifligini sirasiyla % 72.3 ve % 44.4 oldugunu ve en sik gorllen vacA genotipinin
sla (% 88,8) oldugunu belirtmislerdir (255).

Calismamizda endoskopik olarak Grup A lezyonu olan hastalarda cagA
pozitifligini % 70, Grup B lezyonu olanlarda ise % 54.3 olarak bulduk. Bulunan oranlar
eroziv lezyonlarin degerlendirildigi calismalara benzemekle birlikte istatistiksel olarak
anlamli degildi (p>0.05). Bunun sebebi ¢alismamizda 6rnek aldigimiz hastalarda gastrik
ya da duodenal Ulser oraninin az olusu, malignite tanisinin olmamasi ve hastalarin
baylk kisminin endoskopik bulgular agisindan tek tani almis olmasi, bu sonucta etkili

olabilir.

Calismamizda Grup A ve Grup B ile antibiyotik direnci arasinda istatistiksel
olarak anlamh bir fark tespit edilmedi. Ulkemizde Onder ve arkadaslarinin yaptiklari
calismada koyduklari endoskopik tani ile antibiyotik direnci arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir fark bulamadiklarini bildirmislerdir (247).

Sonug¢ olarak H.pylori antibiyotik duyarlih@inin  belirlenmesi  6nemlidir.
Bolgemizde ve Ulkemizde H.pylori’nin diren¢ durumunu takip etmek, dogru ve etkin
tedaviyle gereksiz antibiyotik kullanimini énlemek icin kiltir yapilarak antibiyotik
duyarliligi arastiriimalidir. Amoksisilin ve klaritromisin distik MIK degeri ve uygun
farmakokinetik Ozellikleri nedeniyle H.pylori eradikasyonunda hala en c¢ok tercih
edilen antimikrobiktir. Ancak ginumuzde 6zellikle klaritromisine karsi direng artmakta

ve eradikasyon tedavisinin basarisini azaltmaktadir. Amoksisiline diren¢ heniiz bir
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sorun olusturmadigindan tedavide ilk segenek olarak tercih edilebilir ve klaritromisinle
birlikte kombine edilebilir. Fakat yillar icinde direng gelisiminde anlamli artiglar oldugu
ve gelecekte de olacagr ongorisuyle 6zellikle birinci basamak tedavide dikkatli

olunmalidir.

Yine antibiyotik direncinin molekiler metodlarla saptanmasi sonucunda tim
diunyada farkli mutasyon sikhklarinin bulunmasi klaritromisin ve levofloksasin

direncinde cografi farklihklarin belirleyici oldugunu distindirmektedir.

Biyopsi orneklerinde H.pylori tanisinda mikroorganizmanin glmM genine ait
Ozgul ve korunmus dizilerin amplifikasyonuna dayali yontemin mikroorganizmanin
izolasyonuna yonelik selektif kiltiir yontemlerine gore daha yiiksek duyarhiliga sahip
oldugu gorulmus ve endoskopik muayenede lezyon tespit edilen hastalarda kultlr yerine

glmM-PCR’In tani yontemi olarak tercih edilmesi gerektigi kanaatine varilmistir.
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