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OZET

H. pylori, pek ¢ok gastrik hastaliga neden olan kronik bir infeksiyon etkenidir. Diyabetik
hastalarda H. pylori prevalansi hakkinda geliskili veriler vardir. Ancak, DM’lu hastalarda genotip

cesitliligi ve endoskopik bulgularla ilgili bir caligmaya rastlanmamastir.

Calismamiza gastroskopi ile biyopsi alinan 81 hasta dahil edildi. Hastalar diyabetik olan ve
olmayanlar olarak iki gruba ayrildi. Bu hastalardan tespit edilen H. pylori’nin genotipik analizleri
polimeraz zincir reaksiyonu ile, subtip analizleri de (sitotoksin iliskili toksin A, vakuolizan toksin A)

amplifikasyon yontemi ile yapild.

DM’lu hastalarda cagA oraninin DM olmayanlara gore artmis oldugu ancak bu farkin
endoskopik bulgularla korele olmadigi goézlendi. VacA subtiplerinde ise; pangastrit + bulbit
grubunda diyabetik hastalarda VacA M2 oraninin artmis oldugu saptandi.

VacA M2’nin subtiplerinin epitel hasar1 gosterici etkisinin diisiik olmasi, caligmaya alinan
diyabetik hastalarda iilserin az goriilmesini agiklayabilir. Hatta; vacA M2’nin  mide
adenokarsinomasinda ve peptik lilserde de az goriilmesi, diyabetik hastalarin midesinde kolonize
olan H. pylori’nin, karsinojenik etkisi zayif olan suslardan olustugunu, diyabetin bu hastalar1 mide
patolojilerine karsi korudugunu diisiindiirebilir. Bu c¢alismada elde edilen sonuglar; H. pylori
genotipik yapismin diyabeti olanlarda ve olmayanlarda farkli olabilecegini ve Diabetes Mellitus’da

heniiz tam aydinlatilmamis faktorlerin bu durumda etkili olabilecegini diisiindiirmektedir.

Anahtar Kelimeler: H. pylori, Diabetes Mellitus, cagA, vacA.



SUMMARY

H. pylori is a chronically infection agent which causes several gastric diseases. There are
conflicting data about the prevalence of H. pylori in diabetics. But, there is no study about the

genotypic variation and endoscopic findings.

Our study included 81 patients who were taken gastroscopic biopsy. Patients were divided
into two groups as diabetics and non-diabetics. Genotypic analyses of H. pylori were performed with

polymerase chain reaction and amplification method (cagA, vacA) was used for subtype analyses.

In diabetics, cagA ratio was increased compared with non-diabetics, but this difference was
not correlated with endoscopic findings. For VacA subtypes; VacA M2 ratio increased in diabetics
in pangastritis + bulbitis group.

The weak epithelial damage effect of VacA M2 subtypes may explain the fewer incidences
of peptic ulcers in diabetics. Moreover; the fewer incidence of VacA M2 subtypes in gastric
adenocarcinoma and peptic ulcer, suggests that the H. pylori species colonized in stomach of
diabetics have weak carcinogenic effects and diabetes was protecting them against gastric

pathologies.

In conclusion; the results of this study suggests that the genotypic structure of H pylori may
be different in diabetics and non-diabetics and some unclarified factors of diabetes mellitus are

effective in this situation.

Keywords: H. pylori, Diabetes Mellitus, cagA, vacA.
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1. GIRIS ve AMAC

Gecmisten gilinlimiize kadar infeksiyon hastaliklar1 ve mikro-organizmalar, insan hayatini
biiyiik 6lciide etkilemistir. Insanlar daha dogumdan itibaren mikroorganizmalarla hayat boyu

siirecek bir birliktelige baslarlar. Bu birliktelik de bazen hastalik seklinde ortaya cikabilir.

Insan viicuduna herhangi bir zarar vermeden organizma ile birlikte yasayan mikroorganizma
topluluklar1 viicudun normal florasini olustururlar. Bu yerlesimde viicut bdlgelerinin pH’s1, nemi,

degisik salgilarin bilesimi ve var olan bazi dogal inhibitér madde etkileri rol oynar.

Mide sivisinin asiditesi, genel olarak mikro-organizmalarin yasamasina elverisli degildir. Bu
nedenle midenin kalic1 florast bulunmaz. Helikobakter pylori (H. pylori), mide suyunun diisiik
pH’mdan mukus katmaninin altina yerleserek korunur ve gastrit, iilser gibi klinik tablolara sebebiyet

verebilir.

H. pylori 1983°de Barry Marshall ve Robin Warren tarafindan kiiltiire edildikten ve
tanimlandiktan hemen sonra iist gastrointestinal hastaliklarla iligkisi arastirilmaya baslanmistir. H.
pylori infeksiyonu, ¢ogunlukla ¢ocukluk ¢aginda kazanilan ve giiniimiizde en sik goriilen kronik
bakteriyel infeksiyonlardan biri olarak kabul edilmektedir. H. pylori’nin mide mukozasinda ve
metaplastik mide epitelinde kolonizasyonu ile peptik iilser, kronik aktif gastrit tip B, iilser olmayan
dispepsi ve gastrik karsinom arasinda giiclii bir iligki oldugu daha 6nce yapilan ¢alismalarla ortaya
konmustur (1,2). Diisiik sosyoekonomik diizey infeksiyonun kazanilmasinda major risk faktorii

olup, sosyoekonomik diizey diistiikce H. pylori prevelansi artmaktadir (3,4,5).

Ayni zamanda 1989 yilindan itibaren H. pylori-kanser iliskisini destekleyen g¢aligmalar
giderek artmistir. 1994°de International Agency for Research on Cancer (IARC) ¢alisma grubunun
girisimi ile, 11 tlkenin deneyimli kanser uzmanlarinin eldeki verileri degerlendirerek yaptiklar1

toplant1 sonunda, H. pylori’nin insan midesi i¢in karsinojen olduguna karar verilmistir (6,7,8).

Diabetes Mellitus (DM), bir¢cok sistemi etkileyen kronik bir hastaliktir ve cesitli
gastrointestinal sistem hastaliklarma eslik edebilir. Bu durum gastrointestinal patolojiden cok,
DM’da artmis infeksiyon riski, otonom ndropati ve motilite bozuklugu ile ilgilidir (9,10).
Gastrointestinal semptomlar, genel populasyona gére DM’lu hastalarda daha sik goriiliir. H. pylori

siklig1 ile DM arasinda pozitif korelasyon oldugunu gosteren ¢alismalar bildirilmesine karsin, iliski
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saptanamayan yada negatif iligkili oldugunu gosteren ¢alismalarda bulunmaktadir (11-14). Fakat,
literatirde DM’lu hastalarda H. pylori'nin genotipik oOzelliklerini arastiran calismaya
rastlanmamistir. Bu tez ¢alismasinda, Tip II DM’lu dispeptik hastalarda, H. pylori sikligi, genotipik

ozellikleri ve endoskopik bulgularla iligskisini arastirmay1 amagladik.
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2. GENEL BIiLGILER
2.1. Helikobakter pylori
2.1.1. Mikrobiyolojik Ozellikleri

1982 yilina kadar midenin, asitli ortamindan dolay1 steril oldugu kabul edilmekteydi. Bu
yillarda, Warren ve Marshall standart Campylobacter kiiltiir ortamina, 34 antral biyopsi materyalini
ekerek bakteriyi izole etmeyi basarmuslardir (15-17). 1989 yilinda Goodwin ve arkadaslar1 bu
mikroorganizmay1r Campylobacter genusundan tamamen ayirmis ve helikal yapist ve siklikla

midenin pilor bolgesinden izole edildigi icin H. pylori adin1 vermiglerdir (18).

H. pylori gram negatif, unipolar, kivrimli veya spiral, hareketli, kiint ve yuvarlak uclu, 4-6
unipolar kirpige sahip, mikroaerofilik, 0.5-1 mikrometre genisliginde, 2.5-4 mikrometre boyunda bir
bakteridir. Tek ucgtan ¢ikan 4-7 adet flageli sayesinde hareket eder. Bakterinin dis membrani, Ortii
seklinde devam ederek flagelleride kaplar (18). Ideal olarak 37 °C, %98 nemli ve %35-15 oksijen

iceren karbondioksitli ortamda 4-7 giinde {irer.

H. pylori midede 6zellikle antruma yerleserek yasar ve mukus igerisinde koloniler yapar.
Ureaz enzimi ile iireyi amonyaga cevirip ¢evresinde bazik bir ortam olusturmak suretiyle kendisini
mide asitinin zararh etkilerinden korur. Helikobakter genusu i¢inde sadece H. pylori’nin konakg¢isi
insandir. H. pylori mukus tabakasi icinde genellikle serbest olarak yasamakla birlikte, adhezin
aracilig1 ile endotel hiicresine yapisabilir ve hiicre i¢ine endositoz ile girebilir. H. pylori’nin kronik
aktif gastrit, peptik iilser, mide karsinomu ve mukoza ile iligkili lenfoid doku (MALT) lenfomasi ile

iligkisi bir¢ok arastirmada ortaya konmustur (15,19,20).

H. pylori’nin fenotipik diizeyde farklilik gostermemesine ragmen, genotiplerinde bazi
farkliliklar vardir. Bunlar, gastrik patoloji ve lilser yapici etki ile de ilgilidir. Bu farkliliklari; vacA,
cagA ve lipopolisakkaritler olugturmaktadir (21).

2.1.2. Epidemiyoloji

H. pylori infeksiyonu, diinyada oldukca yaygindir. Kot hijyenik kosullar, disik

sosyoekonomik diizey ve kalabalik yasam kosullar1 infeksiyon oramini arttrrmaktadir (3-5). H.
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pylori, duodenal iilserli hastalarin %95’inde, mide {ilserli hastalarin %70-80’inde, non-iilser
dispepsili hastalarin ise yaklasik %50’sinde gorilmektedir. H. pylori infeksiyonunu tasiyan
bireylerde H. pylori negatif olanlara gére daha fazla peptik iilser gelisme riski vardir. Prospektif ve
retrospektif ¢alismalarda gastrik kanser ve gastrik lenfomada H. pylori %90 oraninda bulunmustur

(19,20).

H. pylori infeksiyonu prevelansi, gelismekte olan iilkelerde % 100’e kadar ulasirken,
gelismis iilkelerde sosyoekonomik diizeye bagli olarak % 10 ile % 50 arasinda degismektedir
(22,23). Tiirkiye’de 7-14 yas arasi cocuklarda yapilan ¢alismalarda seroprevelans 1990 yilinda
%78.5, 2000 yilinda %66,3 olarak bulunmustur (24). Seroprevalansdaki bu diisiis ¢cevresel kosullarin
diizelmesi ve sosyoekonomik diizeydeki artisa baglanmaktadir. Asagidaki sekilde farkli

hastaliklarda H. pylori prevalansi gosterilmektedir (Sekil 1).

100,
8017 B KRONIK GASTRIT
601 B DEUDENAL ULSER
a0l 0 MIDE ULSERI
0 NONULSER DiSPEPSI
20 m MiDE CA
0 @ MALTOMA

FARKLI HASTALIKLARDA H.PYLORI
PREVALANSI

Sekil 1 : Farkli hastaliklarda H. pylori prevalansi (25,26,27)

H. pylori, kadin ve erkeklerde ayni oranda gozlenmektedir. Gelismekte olan tilkelerde cocuk
niifusunun ¢ogu infeksiyona yakalanmakta, spontan eradikasyon pek miimkiin olmadigindan
hastalik prevalans1 yasla birlikte artis gostermektedir (28). Gelismis iilkelerde ise ¢ocuk ve
genglerde infeksiyon orani diisiik, erigskinlerde yiiksektir, prevalansi 60 yas lizerindeki topluluklarda
%350’ye kadar ulagmaktadir. Bu iilkelerde rekiirren infeksiyonlar nadir olup ileri yaslarda akut
infeksiyonun etkileri de azalmaktadir. Akut infeksiyonlar, ¢ocuklarda genellikle pangastrit, nadiren
de mide iilseri ve mide kanseri, eriskinde ise antral bolgede peptik iilser seklinde gozlenir (21,28).
Ulkemizde yapilan arastirmalarda hastaligm prevalansmin % 4678 oraninda oldugu ve yasla arttig1

bildirilmistir (28). H. pylori sikligi, sosyo-ekonomik diizeyi diisilk toplumlarda daha fazla
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bulunmustur (29,30). Batili iilkelerde 40 yasin altindaki kisilerin % 20’si, 60 yasin lizerindekilerin %
50’si H. pylori ile enfektedir. 20 yasin altinda prevalans % 20’nin altindadir. Gelismekte olan
iilkelerde ise prevalans % 80’e ulagsmaktadir. Gelismekte olan iilkelerde ¢cocuklarin yaklagik % 50’si
5 yasina kadar % 70-90°1 10 yasina kadar; 50 yas civari eriskinlerin % 90-100°4 H. pylori ile
kolonize olurlar (15,22,23,29).

2.1.3. Patogenez

H. pylori’nin midede kolonizasyonunu saglayan major faktorler midenin mikroaerofilik
yapisi, mukusta yasama, spiral sekil, flajellalar ve iireaz aktivitesidir. Spiral seklin yol agtig1 motilite
ve ireaz, bunlardan en Onemlileridir. Mukus icinde serbest yasayabildigi gibi, bazen mukozal
epitelyal hiicrelere yapisabilir. Noroendokrin hiicrelere ve notrofillere de tropizm gosterebilir. Epitel
hiicre yiizeyi ve intraepitelyal alanda; kan grubu antijenlerine, lewis A ve lewis B antijenlerine,
sinyalize proteinlere, bag dokuda; laminin, vitronektin ve kollajene baglanip bu yapilarin

biitlinliigiini bozmaktadir (28).

H. pylori, gastrointestinal sistemde sadece gastrik epitel hiicrelerini etkiler, intestinal epiteli
etkilemez. Kolonizasyonunda gastrik enflamasyon olusur. Lamina propriada mononiikleer
hiicrelerde artis gozlenir. H. pylori, doku invazyonu yapmaz. Bununla birlikte lezyonlar, bakterinin

ekstraselliiler tirtinlerine kars1 olusan doku reaksiyonuna baglidir (28).

H. pylori salgiladig1 iireaz enzimiyle CO, ve NHj olusturur. Bu friinler bakteriyi mide
asidinden korurken, mide epiteline toksik etkiler olusturur. NHy4, hiicreler arasi tutunmayi azaltir ve
H. pylori’nin sitotoksinlerinin etkisini arttirir, ndtrofillerin baslattigi mukozal hasar1 potansiyalize
eder. Ayrica gastritin kroniklesmesini ve iilser olusumunu provake eder (21). H. pylori infeksiyonu,
serum gastrin diizeyini yiikseltir. Hayvan arastirmalarinda, yliksek serum gastrin diizeyinin

amonyaga bagli olabilecegi ortaya konmustur (28).

2.1.4. Genotipik ozellikleri

H. pylori’nin komple gen dizi swas1 Tomb ve arkadaslar1 tarafindan 1997 yilinda
aciklanmustir (31). H. pylori’nin 26.695 nolu susu G + C oran1 % 39 mol olan, 1.667.867 baz ¢iftine
sahip tek bir sirkiiler yapida kromozom icermektedir. Toplam gen sayis1 1.590 olup her biri ortalama

1.091 baz c¢ifti tasimaktadir. Kodlanan birgok genler arasinda: 16S, 23S ve 5S ribozomal RNA
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(rRNA) genleri, DNA replikasyonunda gorev alan gyrA, homolog DNA rekombinasyonundan

sorumlu recA ve hiicre canlilig1 i¢in 6nemli ftsH genleri gibi 6nemli olanlar belirlenmistir (15,32).

Bir¢ok gen bolgesinin virulansla iliskili oldugu diisiiniilmektedir. Bunlar arasinda: dis
membran proteinleri ve lipopolisakkarit molekiillerini kodlayan genler, vakuolizasyon sitotoksin
geni (vacA), sitotoksin iliskili gen (cagA), adhesin geni (H. pylori A), flagellin genleri (flaA ve
flaB), lireaz gen kiimesi (yapisal alt birimleri kodlayan ureA ve ureB geni, fonksiyonu bilinmeyen
ureC ve ureD genleri ile iireaz aktivitesi i¢in gerekli olan ureE, ureF, ureG, ureH ve urel genleri)

bulunmaktadir (15).

H. pylori suslarinmn yaklasik % 50’si, biiytikliikleri 1.5-40 kb arasinda degisen plazmid
icerirler. Ancak bu plazmidlerin herhangi bir virulans faktorii tasiyip tasimadiklari heniiz
belirlenememistir (16). Bu plazmidler, yapilan pasajlarla kaybolabilmektedir. Yapilan caligmalarda,
antibiyotiklere direngli suslarin plazmid profillerinin diger suslardan farkli olmadig1 saptanmistir. H.
pyvlori’de antibiyotik diren¢ genleri kromozomlarda lokalizedir. Gen haritasinda c¢oklu genlerin
degisken lokalizasyonlari, H. pylori genomunda etkin bir yeniden diizenlemenin gerekli oldugunu

gostermektedir.

H. pylori suslarmin %80’inde cagA geni ile kodlanan sitotoksin bulunmaktadir. Gen
bolgelerinin kodladig1 proteinler epitelde tirozin fosforilasyonunu indiikleyerek inflamatuvar yanit1
baslatan tirozin kinazi aktive ederler. Bu gen sadece vacA geni varliginda bulunur. H. pylori’nin
patojen olma niteligini etkileyen diger onemli faktor, vacA geni ile kodlanan vakuol yapici
sitotoksindir. vacA geni tim H. pylori suslarinda olmasma ragmen bakterilerin sadece %65’ inde
aktif sitotoksin proteini Uretir. Enfekte kisilerde genellikle bu toksine karsi notralizan antikorlar

bulunur (28).

Diskida, mide sivisinda ve biyopsi 6rneklerinde Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile H.
pylori tesbit edilebilir. Duyarliligi ve ozgiilligii % 95’in iizerindedir (33,34). ilk adim, Taq
polimerazin potansiyel inhibitorlerinin uzaklastirilmas: olabilir. Enroth ve Engstrand, adezin
geninden tiiretilen primerler kullanarak, PCR uygulamadan 6nce, manyetik immunolojik ayirma
teknigi uygulamuslardir (35). lIlging bir 6zellik, arastrmacilarm kiiltiirde iiretilen 6rnegin yasi
arttikga pozitif sonu¢ icin gereken bakteri sayisinin yiikseldigini bulmus olmalaridir. Bu bulgu,
kokkoidal bi¢cimlerin degisik antijenik Ozellikleri ve DNA igerikleri bulunabilecegini
diistindiirmektedir. Hedef DNA se¢imi de reaksiyonun duyarliligina katkida bulunabilir. 16S rRNA

geninin, her bakteri hiicresinde birden ¢ok sayida kopyasi bulunur.
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2.1.4.1. Vakuolizan toksin A (vacA)

Insan ve diger memeli hayvanlarin basta mide olmak iizere tiim epitel hiicrelerinde asidik
vakuolizasyona neden olan bir toksindir. vacA toksini 90 kDa biiytikliigiinde oligomerik yapida bir
protoksindir. H. pylori suslarmin tamaminda toksini kodlayan vacA geni bulunmasina ragmen
genomdaki farkliliklar nedeniyle ancak bazi suslar toksin tliretebilmektedir (16,36,37). Asit pH’da
proteolize ugrayarak 34 kDa’luk N terminal ve 58 kDa’luk C terminal pargalarina ayrilip aktif hale
gecer. 58 kDa parga, hiicreye baglanmayi saglarken, 34 kDa’luk boliim hiicrede vakuolizan ATPaz
proton pompasmi aktive ederek nukleus etrafinda zayif bazlarin birikimine ve vakuollerin
olusumuna yol agar. vacA geni suslar1 arasinda, 6zellikle azot iceren ugtaki (N ucu) kisa olan sinyal
dizisi ve orta bolgede farkliliklar gostermektedir. VacA sinyal dizilerine gore Sla, S1b, Slc ve S2
olmak tlizere dort, orta dizi farkliliklarina gérede M1 ve M2 olmak {izere iki subtipi bulunmaktadir.
Orta bolge tipi toksin etkinliginin baslica belirleyicisidir. Ayrica mide epitel hasarinin diizeyiyle
iligkilidir. Sinyal dizi tipi ise midedeki inflamasyon diizeyiyle ve duodenum iilseri prevalansiyla
iligkilidir (36-39). ABD’de yapilan bazi ¢alismalarda vacA’nin S1a aleline sahip H. Pylori suslarinin
S1b ve S2 alellerine gore artmis toksin aktivitesi gosterdigi, bu nedenle gastrik iltithap ve peptik
iilser ile yakin iligkili oldugu gosterilmistir. Benzer sekilde orta bolge M1 aleli, M2 aleline gore daha

yiiksek toksin seviyesi ve agir epitel hasar1 olusturma potansiyeline sahiptir.

VacA pozitif suslarinin ¢ogu cagA toksini yoniinden de pozitiftir. Béylece teorik olarak mide
epitelinde olusan hasarin vacA sitotoksinin aktivitesi sonucunda ortaya ¢iktig1 ve gastroduodenal ve
gastroozofageal patolojiden, gastrik karsinomalardan ve MALT lenfomadan bu toksinin sorumlu
oldugu soylenebilir. Bu toksini salgilayan H. pylori suslarinin, bu aktiviteyi gostermeyenlere kiyasla
daha siklikla peptik iilserli vakalardan izole edilmesi, bu proteinin virulansla ilgisini gostermektedir

(16,37,39).
2.1.4.2. Sitotoksin iliskili toksin A (cagA)

VacA iireten suslarin hemen tamaminda goriilen ancak vakuol olusumuna yol agmayan 128
kDa agirliginda oldukca immunojen bir hidrofilik toksindir. VacA’ya yardimci oldugu diisiiniilen bu
toksin 20°den fazla ekstraselliiler proteinin tiretildigi cagA patolojik gen adasi i¢in bir gostergedir.

Bu ada picA (cagA ve cagD) ve picB gen bolgeleri bulunmaktadir. PicB’ nin kodladig1 proteinler
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epitelyum hiicrede tirozin fosforilasyonunu indiikleyerek inflamatuvar yanit1 baslatan tirozin kinazi

aktive ederler (36-39).

Bu geni tasiyan H. pylori suslari, bu geni tasimayanlara kiyasla peptik iilser ve mide
karsinomu vakalarryla daha sik iliskili bulunmaktadir. Ulkemizede yapilan bir ¢alismadada benzer
sonuclar bildirilmistir (40). CagA geni bakterideki cag patojenisite (patojenik gen) adasinin bir
belirteci olarak kullanilir. CagA geni, cag patojenite adasi genleriyle birlikte yiiksek oranda iltihabi
reaksiyonlarla iligkilidir. Gastrik mukozada IL-8, 1L—6, IL-10, IL-12 ve TNF sekresyonunu uyarir
(16,36,37,39).

2.1.5. Tan1 yontemleri

H. pylori’nin tanisi i¢in kullanilan testleri baglica iki grupta toplayabiliriz.
1-Invaziv testler
2-Non invaziv testler

2.1.5.1. invaziv testler

2.1.5.1.1. Hizh iireaz testi

Endoskopik biyopsi orneklerinde, bakterinin iireaz aktivitesinden yararlanilarak yapilan bir
testtir. Ortamda bulunan tlirenin, bakteri tarafindan amonyaga ¢evrilmesi ile degisen ortam pH’ smnin
renkli bir belirte¢ ile gosterilmesi esasmna dayanir. Bugilin kullanilan hizli {ireaz testi %85' in

iizerinde duyarlilik ve %95' in lizerinde 6zgiilliik degerlerine sahiptir (41).
2.1.5.1.2. Histolojik inceleme

H. pylori, mide mukozasinda yaygin olarak yerlesmesine karsin yamali bir dagilim gosterir.
Bu nedenle endoskopik biyopsi Orneklerinin alindigi alan ayrica 6neme sahiptir. Son dénemde
yapilan bazi ¢alismalarda biyopsilerin korpus ve antrumun ortalar1 ile bu iki alanin kii¢iik ve biiyiik
kurvatura yakin boliimlerinden alinmasi gerekliligi lizerinde durulmaktadir (42). Histopatolojik

inceleme %90'n lizerinde duyarhilik ve 6zgilliige sahiptir (41).
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2.1.5.1.3. Kialtiir

Kiiltiir, histopatoloji ile birlikte en 1yi tan1 yontemlerinden biridir. H. pylori i¢in uygun
besiyerleri kanl agar, ¢ikolatali agar, Columbia besi yeri, Skirrov besi yeri ve Tayer-Martin besi
yeridir. H. pylori’nin liremesi i¢in en uygun ortam 1lik, nemli, mikroaerofilik bir ¢evredir. Kiiltiiriin

duyarlilig1 %70-95, 6zgiilliigii ise %100 olarak bildirilmektedir (41).
2.1.5.1.4 Polimeraz zincir reaksiyonu ve molekiiler tipleme

Bakteriye 6zgii 16S ribozomal RN A’ nin amplifikasyonu temeline dayanir ve oldukca duyarl
ve Ozgiildiir. Bu yontemle, cagA ve vacA genleri, bu genlerin birliktelik gdsterdigi hastaliklar ve
antibiyotik direnci arastirilabilir. Gastrik olmayan sivilarda ve diskida H. pylori DNA’sinin
saptanmas1 ile noninvaziv olarak tani konulabilir (21). Yanlis negatif sonucun olasi sebepleri;
spesimende bulunan bilesikler ile olusturulan inhibisyon ve az sayida bakteri bulunmasidir. Single
step PCR, nested PCR, biprobe FRET, real-time PCR gibi tiplerinin birbirinden farkli 6zellikleri
vardir (43). Real-time PCR biyopsi materyallerinde H. pylori taranmasinda ve ayni zamanda
klaritromisin duyarlilig1 arastirilmasinda en dogru sonuglari veren yontemdir. Diger geleneksel PCR
yontemlerine gore kisa ¢alisma zamani, yliksek 6zgiilliik ve kontaminasyon riskinin diistikliigii gibi
avantajlar1 vardir (44). PCR ile H. pylori tesbitinin duyarliligir ve 6zgiilliigii % 95’in iizerindedir
(33,34).

2.1.5.2. Non invaziv testler
2.1.5.2.1. Seroloji

Kronik H. pylori infeksiyonu Ig G ve Ig A sekresyonu ile karakterize bir dizi lokal ve
sistemik immiin reaksiyona yol acar. Infeksiyonun varligmn1 arastirmada daha ¢ok Ig G tayini tercih
edilir. Antikor diizeyini kantitatif olarak degerlendirmek icin ELISA, kalitatif degerlendirme igin ise

diger immunoassay yontemlerinden yararlanilir (45).
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2.1.5.2.2. Ure-Nefes testi

Non invaziv, hizli ve kolay bir testtir. Radyoaktif karbon ile isaretli iire, agizdan verilir. Bir

saat i¢inde nefesle atilan isaretlenmis CO, tespit edilir. Spesifitesi % 95 ve sensivitesi % 85 tir (41).

2.2. H. pylori ile iliskili gastrik hastahklar

Gastrik hastaliklarin ¢ogu toplumun H. pylori ile enfekte olan %30’ unda gozlenmektedir
(Sekil 2). Ozellikle malt lenfoma midede en sik goriilen lenfoma tiirii olup H. pylori infeksiyonu ile

iligkisi oldukc¢a kuvvetlidir ve infeksiyon eradike edildiginde tam iyilesme saglanmaktadir (18).

Duodenum ulseri

Mide Ulseri

H. pylori
pozitif Mide karsinomu

Mide lenfomasi

Sekil 2 : H. pylori ile iliskili gastrik hastaliklar.
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2.2.1. Gastrit

Gastrik veya duodenal iilserli hastalarda genellikle gastrit de bulunur. Gastrit, gastrik
mukozanin kronik inflamasyonu olarak tanimlanir. Bu yiizden histopatolojik bir tamidir. Akut
gastrit; bazi zararli maddelerce ( NSAI, alkol, safra vs.) gastrik mukozanm irritasyonunun sonucudur
ve histolojik olarak 1limhdir. Ancak H. pylori’nin akut infeksiyonunda histolojik olarak belirgin bir
inflamasyon vardir ve klinik olarak nadiren taninabilir (46). Semptomlar, genellikle 3—14 giin stirer.
Karm agrisi, bulanti, kusma, ates, ishal gibi semptomlarin varligi nedeniyle ¢ogu hasta besin
zehirlenmesi olarak degerlendirilir. Infeksiyonu takip eden giinlerde siddetli akut nétrofilik gastrit
gelisir, bakteri viskdz mukus tabakay1 delerek epitel hiicrelerinin membranma yerlesir ve ¢ogalir.
Barry J. Marshall goniillii denek bulamayinca H. pylori kiiltiiriinii icerek kendi kendini infekte etmis,
bes giin kadar sikayeti olmamis fakat 5.giinlin sonunda bulant1 ve kusma semptomlar1 gelismis,
ondort gilin sonra hastalik kendiliginden diizelmistir. Bununla birlikte, 8. giin yapilan kiiltiir ve

histolojik incelemede agir akut gastrit ve ¢cok sayida H. pylori saptanmistir (21,28).

Immiin yanit, hastalarm cogunda akut evrenin devaminda H. pylori’yi ortadan kaldirmaya
yeterli olmaz. Artik gastrit, kronik hale ge¢gmistir ve bu durum genellikle 6miir boyu devam eder ve

genellikle asemptomatiktir (21,28).

Kronik gastritin nedeni, hemen her zaman H. pylori infeksiyonudur ve infeksiyon tedavisi ile
kaybolur (46). H. pylori gastriti dncelikle midenin antrum boliimiinde yerlesir. Zamanla korpus
bolimiine ilerler ve pangastrit yapar. H. pylori ile iliskili kronik gastritin temel histopatolojik
ozellikleri; ylizey epitelyumunda dejenerasyon, glandiiler atrofi, plazma hiicreleri, monosit ve

lenfositlerden olusan inflamatuvar hiicre infiltrasyonudur (21,47).

Kronik H. pylori infeksiyonunun gastrik asit sekresyonu iizerindeki sonuclar1 degiskendir.
Infeksiyon, bir ucta hipergastrinemi ve gastrik asit hipersekresyonundan, diger ucta hipoklorhidri
veya aklorhidriye kadar uzanan bir dizi degisiklige neden olabilir. Antral gastritte en fazla etki
somatostatin salgilayan D hiicreleri lizerindedir, luminal asidin antral gastrin salinimi {izerindeki
feedback inhibisyonu azalir. Olusan hipergastrinemi, parietal hiicrelerin asir1 uyarilmasma ve ilimli
asit hipersekresyonuna neden olur. Kronik H. pylori infeksiyonu olan hastalarda yemekle uyarilan
gastrin salimmmi da fazladir. Sonu¢ olarak, kronik antral gastrit, antral G hiicrelerinin
hiperfonksiyonuna, uygun olmayan hipergastrinemiye, asit hipersekresyonuna ve potansiyel

duodenal iilser hastaligina neden olur. Pangastrit veya korpus gastritinde ise H. pylori infeksiyonu
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asit sekresyonu yapan bolgeleri etkileyerek sonunda hipo veya aklorhidri ve gastrik atrofi olusturur

(sekil 3) (46).
2.2.2. Mide Ulseri

Mide {ilseri, duodenal iilsere gore H. pylori’ye daha az oranda baghdir (% 50-80) (28). H.
pylori ile indiiklenen gastrik tilseri olan hastalarda degisik derecelerde gastrik atrofi ve intestinal

metaplazinin eslik ettigi kronik gastrit tablosu vardir (sekil 3) (46).

2.2.3. Duodenal Ulser

Duodenal iilserli hastalarin % 90’ indan fazlasinda H. pylori infeksiyonu vardir. H. pylori ile
iligkili olan duodenal iilser patogenezinde sirasiyla; H. pylori’nin uyarici etkisiyle G hiicrelerinden
gastrin sekresyonu artar ve hipergastrinemi gelisir. Midenin fundus boliimiinden ve duodenumun
Brunner bezlerinden salgilanan pepsin ve kandaki proenzimleri olan pepsinojen 1 ve pepsinojen 2
diizeyleri artar. Gastrin ve pepsinojen, mide asit sekresyonunu artirir. Mide asidi artinca
duodenumda asir1 asit yiikii olusur. Bu durum duodenumda gastrik metaplazi odaklar1 olusturur. H.
pyvlori, bu odaklara yerleserek kolonize olur ve duodenit gelistirir. Duodenit gelistikten sonra
genetik, cevresel faktorler ve konagm immiin yanit1 gibi kolaylastiric1 faktorlerle duodenal iilser
gelisir. Arastirmalarda asit baskilayic1 tedavilere antibiyotik eklenmesinin iilser iyilesmesini
hizlandirdig1 ve H. pylori eradikasyonu saglandiginda daha az niiks goriildiigii bulunmustur. Bu da

H. pylori’nin duodenal iilser patogenezindeki roliinii desteklemektedir (sekil 3) (21,28,46).
2.2.4. Non Ulser Dispepsi (fonksiyonel dispepsi)

Ug hafta veya daha uzun siiredir dispeptik semptomlar olmasmna ragmen endoskopik,
radyolojik veya biyokimyasal olarak herhangi bir patolojinin bulunmamasi halidir. Abdominal agr1,
yemek sonrasi dolgunluk, gaz, bulant1 ve kusma, retrosternal yanma semptomlarindan biri veya
birkac1 birlikte goriilebilir. H. pylori siklig1 yiiksek oranda pozitif bulunmustur (21). Sebebi tam
olarak bilinmemektedir. Hastalarin % 50’ den fazlasinin gastrik bosalma zamani1 uzamistir. Siklikla

antiasit ilaclara veya H, reseptor antagonistlerine yanit verir (sekil 3) (46).

22



2.2.5. Mide Kanseri

Gastrik adenokarsinomun yliksek oranda gdzlendigi bolgelerde H. pylori insidansimin yiiksek
oldugu gozlenmistir. Bazi1 arastirmacilar, 6zellikle ¢ocuklukta kazanilmis infeksiyona sekonder
gelisen uzun siireli gastrik inflamasyonun, gastrik mukozay1 ¢evresel karsinojenlerin etkilerine ac¢ik
hale getirdigi fikrini savunmuslardir (48). Kronik H. pylori infeksiyonu midede asit salgilayan
bolgeleri etkileyerek hipo veya aklorhidri ve gastrik atrofi olusturur. Mukozal koruyucu faktorlerin
kaybma bagli olarak gastrik iilserasyon geligir. Uzun siireli gastrik atrofi midede intestinal metaplazi
ve mide kanserine yol agabilir (46) (sekil 3). H. pylori infeksiyonunun mide epitel hiicrelerinin
proliferasyonunu belirgin olarak artirdigi, H. pylori eradikasyonu sonrasinda ise bu proliferasyonun
normale dondiigii gézlenmistir. Mide kanseri olusumunda H. pylori kadar ¢evresel irritan maddeler,

nitritler ve beslenme yetersizliginin de rolii vardir (21).
2.2.6. MALT Lenfoma

Mide lenfomalarinin ¢ogu B lenfositlerinden kaynaklanir ve mukoza ile iliskili lenfoid doku
lenfomas1 olarak adlandirilir. H. pylori infeksiyonunun bu timoér tipiyle yakin iliskisi vardir.
Infeksiyonun neden oldugu kronik T hiicresi stimiilasyonu, B lenfosit kaynakl1 tiimdrleri olusturan
sitokin tiretimine neden olur. Retrospektif biyopsi arastirmalarinda MALT lenfomasinin % 90’ min
H. pylori ile iliskili oldugu belirlenmistir. Klinik olarak mide iilserine benzer. Semptomlar
dispepsiden kusma ve gastrointestinal kanamaya kadar degisebilir. Kilo kayb1 ve abdominal kitle
daha ¢ok yiiksek dereceli tiplerinde gozlenir. Son arastirmalarda, ileri olmayan evrelerde H. pylori

eradikasyonunun tiimor histolojisinde diizelme sagladig1 gosterilmistir (28,47,49) (sekil 3).
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H. Pylori
Kolonizasyonu

Akut H. Pylori | Epidemik Aklorhidri
Enfeksiyonu
l
|
Haftalar Aylar |
I
Y l
Kronik SUperfisiye| | gmmmmm— l
Gastrit | Y
I
Aylar Yillar |
Antral predominant Corpus predominant |
enfeksiyon enfeksiyon |
Artmis asit salgisi Azalmis asit salgisi |
bl b
Y Y

Duodenal Nonulser Asemptomatik Gastrik Kronik Atrofik

Ulser Dispepsi  Kronik Ulser  Gastrit
Enfeksiyon
Gastrik Gastrik
Maltoma Antral

Kanser

Sekil 3 : H. pylori’nin gastrik kolonizasyonunun potansiyel sonuclar1 (46).
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2.3. Diabetes Mellitus

Diabetes Mellitus glukoz ve diger enerji veren molekiillerin bozulmus metabolizmasi ile akut
ve kronik komplikasyonlar ile seyreden kronik bir hastaliktir (50-53). Diyabet ortak tetikleyici
faktoriin hiperglisemi oldugu degisik patojenik mekanizmalarla olusan bir grup bozuklugun
birlesiminden meydana gelmektedir. Diinya genelinde diyabet, 135 milyondan fazla insani
etkilemektedir, bu rakamin 2025 yilinda 300 milyona ulasmasi beklenmektedir. DM i¢in halen
gecerli ADA tani kriterleri (54);

1) Kilasik diyabet semptomlari (poliiiri, polidipsi ve agiklanamayan kilo kaybi1) + rasgele
Olciilen glukoz konsantrasyonunun 200 mg/dl veya daha yiiksek olmasi

2)  Aclik plazma glukoz konsantrasyonunun 126 mg/dl veya daha yiiksek olmasi

3) 75 gram oral glukoz tolerans testi’nde yiikleme sonrasi ikinci saat glukoz

konsantrasyonunun 200 mg/dl veya daha yiiksek olmas1

2.4. Dispepsi

Dispepsi postprandial dolgunluk, siskinlik veya bulanti ile karakterize olabilen persistan veya
tekrarlayan subjektif iist abdominal rahatsizlik veya epigastrik agr1 seklinde tarif edilebilir. Dispepsi,
bir hastalik olmaktan ziyade semptomlar kompleksidir. Dispeptik semptomlar sunlardir; epigastrik
agri, epigastrik rahatsizlik hissi, epigastrik yanma, epigastrik dolgunluk, agirlik hissi, siskinlik,
cabuk doyma, epigastrik huzursuzluk-sikinti, bulanti, kusma, gegirme ve flatulans. Karsimiza
dispepsi ile gelen hastalar organik ve fonksiyonel iki kategoriye ayrilir. Dispepsi tanisinda
bulamamak daha onemlidir, tan1 organik olaylar1 dislamakla konur. Dispepsi her zaman yemekle
iligkili semptomlarla smirli degildir, ¢iinkii peptik iilserli hastalar siklikla yemeklerle iliskisiz
agridan yakinirlar. Dispeptik yakinmalarla ilk kez bagvuran hastalarda yakinmalarin nedenini ortaya
koymak i¢in yapilan incelemelerde bir patoloji (lilser vs.) ortaya konursa, organik dispepsi; lokal
veya sistemik bir hastalik sorumlu olarak bulunamamais ise fonksiyonel dispepsi olarak kabul edilir.
Endoskopinin yaygin kullanimi ile birliktede, cogunda yeni baslangi¢cli fonksiyonel dispepsisi (veya

noniilser) olan baz1 hastalarda yapisal kanitlar bulunmustur.
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2.5. DM ve Dispepsi

DM’a g¢esitli gastrointestinal sistem anormallikleri eslik edebilir. Bu durum gastrointestinal

patolojiden daha ¢ok otonom néropati ve bununla ilgili motilite bozuklugu ile ilgilidir (9,10).

Gastrointestinal semptomlar, DM’lu hastalarda sik goriilebilir. Bu semptomlar mindr
dispeptik semptomlardan gastroparezi’ye kadar degisen spektrumda olabilir ve etyopatolojisi hala
tam net degildir. Baz1 ¢alismalar, otonomik ndropati ve zayif glisemik kontrolii sorumlu tutarken

bazilarida bu semptomlar1 karmasik sebeplere baglamaktadir (55).
2.6. Dispepsi ve H. pylori

Dispepsili hastalarin semptomlari, peptik tlserli hastalarin semptomlarindan ayrilamaz. H.
pylori gastriti, fonksiyonel dispepsili hastalarin % 30-60’inda bulunur ancak genel popiilasyonda
tamamen asemptomatik kisilerde de siktir, bundan dolay1 H. pylori ve fonksiyonel dispepsi arasinda

iligki kurulamamigtir. Fakat yine de kiigiik bir grup hastada 6nemli olabilir.

Fonksiyonel dispepside H. pylori’nin yeri ve etkisi hakkinda kesin bir karar yoktur. Bati
iilkelerinde yetiskinlerin 1/3°i H. pylori’li olmasma ragmen asemptomatiktir. Genel olarak diisiik
sosyoekonomik durum ve ileri yas, artmis prevalansla korelasyon gdstermektedir. Ozellikle iigiincii
diinya iilkelerinde ¢ok yiiksek infeksiyon insidansi vardir. Prevalans, % 90’lara ulasmaktadir. Oyle

goriiliiyor ki H. pylori’si olan sahislari cogu semptomsuzdur (56).

Sonug olarak giiniimiizde etyolojisi ve patogenezi agiklanmamais bir hastalik olan fonksiyonel
dispepsi ile biyolojisi ve insan gastrointestinal sistemindeki etkileri heniiz tam olarak bilinmeyen bir
organizma olan H. pylori arasindaki iligkiler hakkindaki bilgiler birbiri ile ¢elisir niteliktedir.
Fonksiyonel dispepsi’nin tedavi protokoliinde H. pylori eradikasyonu en son alternatif olarak kabul
gormektedir. Her fonksiyonel dispepsi’li hastada H. pylori eradikasyonu gereksizdir. Semptomlari
antiasit, H, reseptdr antagonisti ile tedaviye ragmen devam eden hastalarda ve 6zellikle tilsere
benzer dispepside H. pylori eradikasyonu yapilabilir. Cok sik goériilen bir durum olan fonksiyonel
dispepsi’li hastalarin tiimiinde H. pylori aranmasi yararina gore pahali bir yontemdir. Fonksiyonel

dispepside heniiz semptomatik tedavi disinda tedavi alternatifi kisithdir.
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2.7. DM ve H. pylori

Diabetes Mellitus’lu hastalarin infeksiyona yatkin oldugu eskiden beri bilinen bir husustur.
DM’lu hastalarda, immiin sistemin yetersizliginden dolay1 kronik infeksiyon daha sik ve siddetlidir.
H. pylori’nin diinya popiilasyonunun kabaca % 50’sinin mide mukozasini etkiledigi bilinmektedir.
H. pylori genellikle ¢cocukluk caginda edinilen ve yasam boyu kronik infeksiyona yol agan bir
etkendir (57-59). DM’da H. pylori sikligmin arastirildigi ve serolojik antikorlarin varhigina dayal
calismalarda bu mikro-organizma, diyabetik hastalarda yliksek prevalansta gosterilmissede
(14,60,61,62), son zamanlarda yapilan ii¢ calismada DM ile H. pylori arasinda dogrudan bir iligki
bulunamamistir (55,59,63). DM’lu hastalarda yapilan sekiz prevalans calismasinda ise, H. pylori

prevalansiin % 30-70 arasinda degistigi bildirilmistir.

Sonug olarak; H. pylori prevalansi ile DM arasinda pozitif korelasyon oldugunu goésteren
calismalar bildirilmesine karsm, iliski saptanamayan ya da negatif iliski oldugunu gosteren

calismalarda bulunmaktadir (11-14).
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3. GEREC VE YONTEM

Calismamiza Aralik 2006 ile Mart 2008 tarihleri arasmda Kahramanmaras Siit¢ii Imam
Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesinde Gastroenteroloji ve Endokrinoloji Klinigine dispeptik
yakinmalarla basvuran 128 hasta dahil edildi. Bu calismaya Kahramanmaras Siit¢ii Imam
Universitesi T1ip Fakiiltesi etik kurulu tarafindan onay almarak basland1 ve her hastadan imzah olur
formu alindi. Hastalar, diyabetik ve non-diyabetik olarak iki gruba ayrildi. Calismadan digslanma
kriterleri; son 6 ay igerisinde H. pylori eradikasyon tedavisi almis olmak, son 2 ay igerisinde proton
pompa inhibitorii (PPI), H, reseptor antagonisti, antiasit, Non-steroid antienflamatuar ilag, steroid
vb. ila¢ kullanim1 6ykiisii olmak, obez olmak (BMI>30), diyabete bagli komplikasyonlar (diyabetik
nefropati ve diyabetik noropati gibi). Toplam 128 hasta i¢inden, 21 kisi de PPI vb. ila¢ kullanimi
nedeni ile, 8 kisi de eradikasyon tedavisi almis oldugu i¢in, 13 kisi de diabete bagh komplikasyonlar
gelistigi icin, 5 kisi de obez oldugu icin ¢alismadan ¢ikarildi. 14 erkek, 67 kadin toplam 81 hastaya
%10’luk xylocain ile bogazin lokal anestezisinden sonra Pentax EPM-3300 marka videogastroskop
ile Ozefagogastroduodenoskopi (OGD) yapildi ve islem sirasinda, antrumdan ve korpusdan
histopatolojik inceleme i¢in ikiger adet biyopsi alindi. Genotipik inceleme i¢cin de yine antrum ve
korpustan ikiser adet biyopsi 6rnekleri %20’lik dextroz icerisinde saklanarak -20 °C’de laboratuvara

ulastirildi.

Genotipik inceleme icin alinan ornekler isleninceye kadar, 1 ml Ph 7.4 PBS (Phosphate
Buffer Saline) soliisyonu igeren agiz1 kapakli steril ependorf tiiplerine alinarak laboratuvarda —20
°C’de muhafaza edildi. Laboratuvarda biyopsi Ornekleri antrum ve korpus kaynakli oldugunu

belirtecek sekilde numaralandirildi ve kayit altina alind.
3.1. PBS (Phosphate Buffer Saline) hazirlanmasi

Biyopsi 6rneklerinin laboratuvara taginmasi ve saklanmasi amaci ile kullanildi.

NaCl 17 g/l
NaH,PO, 0.44 g/l
K,HPO4 2.4 g/l

Belirtilen maddeler tartilarak 1 litre distile su i¢inde ¢oziindiikten sonra otoklavda 121 °C’de 15 dk.

steril edildi. Steril epondorf tiiplerine birer mililitre dagitild1.
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3.2. PCR uygulamalan

Elde edilen mide biyopsi 6rneklerinden QIAamp doku kiti ile DNA ekstraksiyonu yapildi.
Ekstraktlarda H. pylori genom varligmi tespit etmek icin iki farkli primer ¢ifti (ureC (glmM) ve
ureA) kullanildi ve bunlarm birbirine olan istiinliikkleri degerlendirildi. Daha sonra H. pylori
genomunu ihtiva eden Ornekler virulansda sorumlu gen bolgelerinin (cagA, vacA S1/S2, vacA

M1/M2) varligini belirlemek i¢in farkl spesifik primerler ile ileri ¢alismaya alind1.
3.3. Biyopsi 6rneklerinden DNA ekstraksiyonu

H. pylori DNA’smin ekstraksiyonu i¢in (QIAGEN QIAamp DNA Mini Kit 4) doku
ekstraksiyon kiti kullanild1.

3.4. Ekstraksiyon kitinin uygulanisi
Ekstraksiyon kitinin uygulanmas1 asagidaki sekilde gergeklestirildi:
1. Mideden alinan yaklasik 25 mg doku 6rnekleri 1.5 ml’lik ependorf tiiplerine alindu.

Bunlarin iizerlerine 180 pul ATL buffer (doku lizis tamponu) ve 20 ul pK (proteinaz K) eklenip

santrifiij edildi ve 56 °C’de bir gece bekletilerek tam olarak erimesi saglandi.

2. Inkiibasyondan sonra kisa siire ile santrifiij edilerek kapakta s1vi kalmamasi saglandi. Uzerine 200
ul AL buffer (guanidine hydrochloride + guanidine tuzlar1) eklenip 15 sn vorteks yapildi ve 70 °C’de
10 dk bekletildi. Tekrar kisa stire ile santrifiij edildi.

3. Uzerine 200 pl etanol (% 96-100) eklenip 15 sn. santrifiij edildi.

4. Karisim 2 ml’lik toplama tiipii igindeki QIAamp spin kolonlara kenarlarini 1slatmadan bosaltild:
ve 6000 x G’de 1 dk. santrifiij edildi (HERAEUS Biofuge Primo R). Spin kolon yeni bir toplama

tiipiine aktarildi, i¢i s1vi dolu olan tiip atild1.

5. Filtrenin {izerine kenarlarini islatmadan 500 pl AWI1 buffer (yikama solusyonu: guanidium
isothiocyanate + ethanol) eklenip 6000 x G’de 1 dk santriflij edildi. Spin kolon yeni bir toplama

tiipiine aktarildi, i¢i s1vi dolu olan tiip atild1.

6. Filtrenin {izerine kenarlarmi islatmadan 500 pl AW2 buffer (yikama solusyonu: yiiksek
konsantrasyonda tuz + ethanol + sodium azide) eklenip 20000 x G’de 3 dk santrifiij edildi (Gerek
duyuldugunda bu asama tekrar edildi).

7. Spin kolon yeni temiz bir 1.5 ml’lik ependorf tiipiine aktarildi. Uzerine 200 pl AE buffer veya
distile su eklendi ve oda 1sisinda 1 dk bekletilip, 6000 x G’de 1 dk santrifiij edildi. Spin kolon atildi
ve tiipteki sivida ekstrakte edilmis DNA kaldi.
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3.5. Ekstrakte materyalde DNA miktarinin spektofotometre ile 6l¢iilmesi

Ekstrakte edilmis DNA igeren ependorf tiipleri, spektrofotometrede (CHEBIOS s.r.lL
Optimum-One UV-VIS Spectrophotometer) 260 nm dalga boyunda absorbansi 6lciildii. DNA
derisimi (ul/ml)= OD260 x Seyreltme faktorii x 50 formiilii ile hesaplandi ve yogunluklarmnin
amplifikasyonlar i¢in yeterli oldugu (>3 pg/ml) tespit edildi. Daha sonra bu tiipler arastirilacak olan

gen bolgelerinin amplifikasyonlar1 tamamlanincaya kadar -20 °C’de sakland.
3.6. Amplifikasyon
Amplifikasyon agsamasinin gerceklestirilmesi i¢in Termal Cycler (APPLIED
BIOSYSTEMS 2720 Termal Cycler) kullanildi.
3.6.1. H. pylori ureA geninin amplifikasyonu

UreA genini tespit etmek amaciyla bu gene spesifik 411 bp uzunlugundaki gen fragmentini
hedef alan HPU1 5’-GCC AAT GGT AAA TTA GTT CC-3’ ve HPU2 5’-CTC CTT AAT TGT
TTT TAC AT-3’ primerleri sentez ettirildi. Liyofilize halde gelen primerler steril bidistile su ile 100
pmol/ul olacak sekilde diliie edilerek stok primerler hazirlandi. Toplam reaksiyon hacmi 50 pl
olacak sekilde PCR buffer (10X Mg free, 500 mM KCl, 100 mM Tris-HCI, 0,1% Triton X-100) 5
pl, MgCl, 25mM) 5 pl, ANTP karisimi (her biri 10 mM) 1 pl, herbir primer ¢iftinden ( stok 100
pmol/ul) 1 pl, Tag DNA polimeraz (Vivantis 5 u/ul ) 0.25 pl, steril ultra piir su 26.75 pl eklenerek
amplifikasyon karisimi hazirlandi. Negatif 6rnek olarak distile su kullanildi. Hazirlanan bu karigima

ekstrakte edilen DNA 6rneginden 10 pl eklendi ve amplifikasyon i¢in termal cycler’a yerlestirildi.
Amplifikasyon asamalar1 su sekilde programlandi:
1. 94 °C’de 4 dak. - ilk denaturasyon
2. 94°C’de 1 dk. — denaturasyon
56°C’de 1.5 dk. —baglanma 35 dongii
72 °C’de 1 dk. — uzama
3. 72°C’de 7 dak. - sonuzama ve +4 °C’de bekleme konumu.

Amplifikasyon iirlinleri % 2’lik agaroz jel elektroforezinde yiiriitiilerek incelendi.
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3.6.2. H. pylori ureC (glmM) geninin amplifikasyonu

UreC genini tespit etmek amaciyla bu gene spesifik 294 bp uzunlugundaki gen fragmentini
hedef alan glmM-F 5°- AAG CTT TTA GGG GTG TTA GGG GTT T -3° ve glmM-R 5’- AAG
CTT ACT TTC TAA CAC TAA CGC -3’ primerleri sentez ettirildi. (Ella Biotech GmbH,
Deutschland) Liyofilize halde gelen primerler steril bidistile su ile 100 pmol/ul olacak sekilde diliie
edilerek stok primerler hazirlandi. Toplam reaksiyon hacmi 50 pl olacak sekilde PCR bufter (10 X
Mg free, 500 mM KCI, 100 mM Tris-HCI, 0,1% Triton X-100) 5 ul, MgCl, (25mM) 5 pl, NTP
karisimi (her biri 10 mM) 1 pl, herbir primer ¢iftinden ( stok 100 pmol/ul ) 0.5 ul, Tag DNA
polimeraz (vivantis, 5 u/ul U) 0.25 pl, steril distile su 32.75 pl eklenerek amplifikasyon karigimi
hazirland1. Negatif 6rnek olarak distile su kullanildi. Hazirlanan bu karisima ekstrakte edilen DNA

orneginden 5 pl eklendi ve amplifikasyon i¢in termal cycler’a yerlestirildi.
Amplifikasyon asamalar1 su sekilde programlandi:

1. 94 °C’de 4 dak. - ilk denaturasyon

2. 94°C’de 1dk. - denaturasyon

57°C’de 1 dk. - baglanma 35 dongii

72 °C’de 1 dk. - uzama

3. 72 °C’de 7 dk.- son uzama ve +4 °C’de bekleme konumu.
Amplifikasyon iirlinleri % 2’°lik agaroz jel elektroforezinde yiiriitiilerek incelendi.

3.6.3. H. pylori cagA geninin amplifikasyonu

CagA genini tespit etmek amaciyla bu gene spesifik 349 bp uzunlugundaki gen fragmentini
hedef alan CagA F 5°- GAT AAC AGG CAA GCT TTT GAG G -3’ ve CagA R 5’- CTG CAA
AAG ATT GTT TGG CAG A - 3’ primerleri sentez ettirildi. Liyofilize halde gelen primerler steril
bidistile su ile 100 pmol/ul olacak sekilde diliie edilerek stok primerler hazirlandi. Toplam reaksiyon
hacmi 50 pl olacak sekilde PCR buffer (10 X Mg free, 500 mM KCIl, 100 mM Tris-HCI, 0,1%
Triton X-100) 5 pl, MgCl, (25mM) 5 pl, ANTP karigimi (her biri 10 mM) 1 pl, herbir primer
ciftinden ( stok 100 pmol/ul ) 0.5 ul, Taqg DNA polimeraz (Vivantis 5 u/ul U) 0.25 ul, steril distile
su 27.7 ul eklenerek amplifikasyon karigimi hazirlandi. Negatif 6rnek olarak distile su kullanildi.
Hazirlanan bu karisima ekstrakte edilen DNA 6rneginden 10 pl eklendi ve amplifikasyon i¢in termal

cycler’a yerlestirildi.
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Amplifikasyon asamalar1 su sekilde programlandi:

1. 94 °C’de 4 dk. - ilk denaturasyon

2. 94°C’de 1dk. - denaturasyon

57°C’de 1 dk. - baglanma 35 dongii

72 °C’de 1 dk. - uzama

3. 72 °C’de 7 dk.- son uzama ve +4 °C’de bekleme konumu.
Amplifikasyon iirlinleri % 2’lik agaroz jel elektroforezinde yiiriitiilerek incelendi.

3.6.4. H. pylori vacA S1/S2 geninin amplifikasyonu

VacA S genini tespit etmek amaciyla bu gene spesifik 259 bp (S1) ve 286 (S2) bp
uzunlugundaki gen fragmentini hedef alan vacA-s F 5°’-ATG GAA ATA CAA CAA ACA CAC ve
vacA-s R 5’-CTG CTT GAA TGC GCC AAA C primerleri sentez ettirildi. Liyofilize halde gelen
primerler steril bidistile su ile 100 pmol/ul olacak sekilde diliie edilerek stok primerler hazirlandi.
Toplam reaksiyon hacmi 50 pl olacak sekilde PCR buffer (10 X Mg free, 500 mM KCI, 100 mM
Tris-HCL, 0,1% Triton X-100) 5 ul, MgCl, (50mM) 2 pl, NTP karigimi (her biri 10 mM) 1 pl,
herbir primer c¢iftinden ( stok 100 pmol/ul ) 0.5 pl, Taqg DNA polimeraz (vivantis 5 u/pul) 0.25 pl,
steril distile su 35.75 pul eklenerek amplifikasyon karisimi hazirlandi. Negatif 6rnek olarak distile su
kullanildi. Hazirlanan bu karisima ekstrakte edilen DNA 6rneginden 5 pl eklendi ve amplifikasyon

icin termal cycler’a yerlestirildi.
Amplifikasyon asamalar1 su sekilde programlandi:
1. 94°C’de 4 d k. - ilk denaturasyon
2. 94°C’de 1dak. - denaturasyon
57°C’de 1 dak. - baglanma 35 dongii
72 °C’de 1 dak. - uzama
3. 72 °C’de 7 dak.-son uzama ve +4 °C’de bekleme konumu.

Amplifiye olan S1 ve S2 gen bolgelerinin elektoforezde aymrimini artirmak i¢cin % 3’liik agaroz jel

elektroforezi ile degerlendirildi.
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3.6.5. H. pylori vacA M1/M2 geninin amplifikasyonu

VacA M genini tespit etmek amaciyla bu bdlgeye spesifik 570 (M1) ve 645 (M2) bp
uzunlugundaki gen fragmentini hedef alan vacA-m F 5’- CAA TCT GTC CAA TCA AGC GAG ve
vacA-m R 5°-GCG TCA AAA TAA TTC CAA GG primerleri sentez ettirildi. Liyofilize halde gelen
primerler steril bidistile su ile 100 pmol/ul olacak sekilde diliie edilerek stok primerler hazirlandi.
Toplam reaksiyon hacmi 50 pl olacak sekilde PCR buffer (10 X Mg free, 500 mM KCI, 100 mM
Tris-HCL, 0,1% Triton X-100) 5 ul, MgCl, (50mM) 1 pl, dNTP karisimi (her biri 10 mM) 1 pl,
herbir primer ciftinden ( stok 100 pmol/ul ) 0.5 pl, Taqg DNA polimeraz (vivantis 5 u/pul) 0.25 pl,
steril distile su 36.75 pul eklenerek amplifikasyon karigimi hazirlandi. Negatif 6rnek olarak distile su
kullanildi. Hazirlanan bu karisima ekstrakte edilen DNA 6rneginden 5 pl eklendi ve amplifikasyon
icin termal cycler’a yerlestirildi.

Amplifikasyon asamalar1 su sekilde programlandi:

1. 94°C’de 4dk. - ilk denaturasyon

2. 94°C’de 1dk. - denaturasyon

57°C’de 1 dk. - baglanma 35 dongii
72 °C’de 1 dk. - uzama

3. 72°C’de 7 dk.-son uzama ve +4 °C’de bekleme konumu.

Amplifiye olan M1 ve M2 gen boélgelerinin elektoforezde ayirimmi kolaylastirmak i¢in jel

konsantrasyonu artirilarak % 3’e ¢ikarildi ve elektroforez gergeklestirildi.
3.7. Istatistiki Degerlendirmeler

Yas ortalamalarmin karsilastirilmasinda student-T testi uygulandi. Cinsiyet, endoskopik ve
genotipik  bulgularm  dagilimmin  karsilastirilmasinda  ki-kare testi uygulandi. Istatistiki
degerlendirmeler, SPSS 16.0 paket programu ile yapildi. P degeri, 0.05’in altindaki degerler anlamli
kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Hasta Karakteristigi

Kahramanmaras Siit¢ii Imam Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Gastroenteroloji ve
Endokrinoloji klinigine dispeptik yakinmalarla bagvuran 128 hasta arasindan yaslar1 18 ile 75
arasinda degisen 14 erkek (%18), 67 kadin (%82) toplam 81 hasta ¢aligmaya alindi. Tiim hastalarin
yas ortalamas1 46,51+12,51, erkek hastalarin yas ortalamasi 51,28+14,13, kadinlarin yas ortalamasi
45,52+12,03 idi.

Calisma grubundaki hastalarin 46°s1 Diabetes Mellitus’lu (%56) iken (DM grubu), 35’inde
Diabetes Mellitus saptanmadi (Non-DM grubu) (%44). DM’lu hastalarin 3’1 erkek (%6,5) 43’1
kadin (%93,5) iken, Non-DM’lu hastalarm 11’1 erkek (%31,5), 24’1 kadindi1 (%68,5).

4.2. H. pylori sikhgi
Calismaya alman toplam 81 hastanin 76’sinda histoloji ve/veya PCR ile H. pylori pozitifken
(%93), 5 kiside H. pylori saptanamadi (%7)
i. Non-DM grubu :
35 hastanin 32’sinde H. pylori pozititken (%91), 3 hastada H. pylori saptanamadi (%9).
ii. DM grubu :
46 hastadan 44’tinde H. pylori pozititken (%96), 2 hastada H. pylori saptanamadi (%4).
(Tablo-1).

DM ve Non-DM gruplar1 arasinda H. pylori pozitifligi acisindan istatistiksel olarak anlamli

fark yoktu (p=0,434).

Tablo-I : Diyabetik olan ve olmayan hastalarda H. pylori siklig

Non-DM DM Toplam
H. pylori | 32/35 (% 91) 44/46 (% 96 ) 76/81 (% 93)
pozitif
H. pylori | 3/35(%9) 2/46 (% 4) 581 (% 7)
negatif
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4.3. Endoskopik olarak saptanan gastroduodenal lezyonlar

Tiim Hasta grubunda, hastalarm ¢ogunda birden fazla tan1 bir aradaydi (Ornegin; pangastrit +
bulbit + hiyatal herni + 6zofajit, gibi). Bu durumda istatistiksel olarak karmasa olusmamasi i¢in
endoskopik tanilar lokalizasyon ve yayginligma gore 4 ana baslik iizerinden degerlendirildi. Bu
tanilar pangastrit, pangastrit + bulbit, 6zofajit, antral gastrit + bulbit olarak belirlendi. Calisma
grubumuzda sadece birer duodenal ve gastrik iilser olmasi nedeniyle bu hastalar birlikte olduklar1
guruplara dahil edildi.

DM grubundaki 46 hastanin 2’sinde pangastrit (%4), 40’inda pangastrit + bulbit (%87),
1’inde 6zofajit (%2), 3’linde de antral gastrit + bulbit saptand1 (%6).

Non-DM grubundaki 35 hastadan ise 2’sinde pangastrit (%6), 26’sinda pangastrit + bulbit
(%74), 3’tinde 6zofajit (%9), 4’linde de antral gastrit + bulbit saptand1 (%11) (Sekil-4).

DM ve Non-DM’lu gruplar arasinda endoskopik bulgular acisindan istatistiksel olarak
anlamli fark yoktu (p=0,44).

45 =
40 4
35 4
30 4
25 -
20 +
15 1
10+

B DMV
Non-DM

Sekil 4 : Diyabetik olan ve olmayan hastalarda endoskopik bulgularin dagilim
Endoskopik olarak pangastrit + bulbit tanis1 alan toplam 66 hastanin 40’inda DM

saptanirken, 26 hastada DM saptanmadi. Bu iki grup arasinda da istatistiksel olarak anlamli fark

yoktu (p=0,08)
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4.4. Genotip dagilim

Genotip dagilimi, alman mide antrum ve/veya korpus biyopsilerinden PCR’da H. pylori
pozitif saptanan hastalar {izerinden degerlendirildi. Bu hastalar cagA ve vacA pozitif veya negatif
olmasina gore; ayrica vacA’nin 4 ayr1 subtipine (S1, S2, M1, M2) gore degerlendirildi.

Calismaya alman tiim hasta grubunda 81 hastanin 43’linde cagA pozititken (%53), 38
hastada da negatif (%47) olarak saptandi. VacA ise 63 hastada pozititken (%78), 18 hastada da
negatif (%22) olarak saptandi.

i. Non-DM grubu :

Non-DM grubundaki 35 hastadan alinan antrum ve/veya korpus biyopsilerinden 14 hastada
cagA pozitif saptanirken (%40), 21 hastada negatif saptandi (%60). VacA ise 25 hastada pozititken
(%71), 10 hastada negatif saptandi (%29). Ayrica vacA subtiplerine géore Non-DM grupta 14
hastada S1 (%40), 7 hastada da S2 pozitifken (%20), 14 hastada S subtipi saptanmadi (%40). M
subtipine gore; 10 hastada M1 (%28), 10 hastada M2 (%28), 3 hastada hem M1 hem M2 pozititken
(%9), 12 hastada M subtipi saptanmadi (%35).

ii. DM grubu :

DM grubundaki 46 hastadan alinan antrum ve/veya korpus biyopsilerinden cagA 29 hastada
pozitif saptanirken (%63), 17 hastada negatif saptandi (%37). VacA ise 38 hastada pozititken (%83),
8 hastada negatif saptand1 (%17). Ayrica vacA subtiplerine gére DM’lu grubta 25 hastada S1 (%54),
9 hastada S2 pozititken (%20), 1 hastada hem S1 hem S2 (%2) pozitif saptandi. 11 hastada da S
subtipi saptanmadi (%24). M subtipine gore; 9 hastada M1 (%20), 25 hastada M2 (54), 4 hastada
hem M1 hem M2 pozititken (%9), 8 hastada M subtipi saptanmad1 (%17).

DM grubunda cagA pozitifligi, Non-DM grubuna gore artmis olarak saptandi. Bu artig da
istatistiki olarak anlamliyd:r (p=0,04). VacA pozitifligi acgisindan ise DM ve Non-DM gruplar
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir sonu¢ saptanmadi (Sekil-5). Ancak, vacA subtiplerine gore
degerlendirildiginde; sadece vacA M2’nin DM grubunda istatistiki olarak anlamli yiiksek oldugu
(p=0,01), diger subtipler arasinda istatistiki fark olmadig1 saptandi (VacA M p=0,11; VacA S
p=0,35) (Sekil-6).
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Sekil 5 : Diyabetik olan ve olmayan hastalarda genotipik dagilim

a DM

@ Non-DVI

vacA M1+HW2

vacA M1

vacA S1+S2

vacA M2

S2

vacA

Sekil 6 : Diyabetik olan ve olmayan hastalarda vacA subtiplerine gore genotipik dagilim
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4.5. Genotipik ozelliklere gore endoskopik bulgularin dagilim

4.5.1. CagA ve vacA pozitif olan hastalarda endoskopik bulgular

Calismaya alinan toplam 81 hasta igerisinden 43 hastada hem cagA hemde vacA birlikte
pozitif saptandi. Bu 43 hastanin 29’unda Diabetes Mellitus mevcut iken (%67) 14 hastada Diabetes
Mellitus saptanmadi (%33).

i. Non-DM grubu :

Non-DM gruptaki 14 hastanin 1’inde pangastrit (%7), 10’unda pangastrit ve bulbit (%71), 2
hastada 6zofajit (%15), 1 hastada antral gastrit ve bulbit saptandi (%7).

ii. DM grubu :

DM grubundaki 29 hastadan ise 1’inde pangastrit (%3), 25 hastada pangastrit ve bulbit
(%87), 1 hastada 6zofajit (%3), 2 hastada antral gastrit ve bulbit saptandi (%7). Bu grupta DM ve
Non-DM’lu hastalar arasinda endoskopik bulgular agisindan istatistiksel olarak anlamli bir sonug

saptanmadi (p=0,54) (Sekil-7).

a2 DM
7 Non-DVI

dzofiit antral gastrit,bulbit

Sekil 7 : CagA ve vacA pozitif olan olgularda endoskopik bulgular

4.5.2. CagA pozitif vacA negatif olan hastalarda endoskopik bulgular

Calismamiza alinan hastalar i¢inde cagA pozitifken vacA negatif olan hasta yoktu.
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4.5.3. CagA ve vacA negatif olan hastalarda endoskopik bulgular

Calismaya alman hastalarimizdan 18 hastada hem cagA hemde vacA negatif saptandi (%22).
Bu 18 hastanin ise 8’inde DM varken (%44), 10 hastada DM saptanmadi (%56).

i. Non-DM grubu :

Bu grupta, 9 hastada pangastrit ve bulbit (%90), 1 hastada da antral gastrit ve bulbit
saptanirken (%10), sadece pangastrit ve sadece 6zofajit tanisi alan hasta yoktu.

ii. DM grubu :

DM grubundaki 8 hastadan 1’inde pangastrit (%12), 6’sinda pangastrit ve bulbit (%75), 1
hastada da antral gastrit ve bulbit saptanirken (%13), bu gruptada sadece 6zofajit tanis1 alan hasta
yoktu.

Endoskopik bulgular agisindan, DM ve Non-DM’lu hastalar arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir sonug saptanmadi (p=0,49) (Sekil-8).

a DM
& Non-DVI

|l
0 Y Y

pangastrit pangastrit, bulbit Ozofajit antral gastrit,bulbit

Sekil 8 : CagA ve vacA negatif olan hastalarda endoskopik bulgular

4.5.4. CagA negatif, vacA pozitif olan hastalarda endoskopik bulgular
CagA negatif vacA pozitif 20 hasta vardi (%25). Bu 20 hastanin ise 9’unda DM mevcutken (%45),
11 hastada DM saptanmadi (%55).

i. Non-DM grubu :
Non-DM gruptaki 11 hastanin 1’inde pangastrit (%9), 7’sinde pangastrit ve bulbit (%64), 1 hastada
0zofajit (%9), 2 hastada da antral gastrit ve bulbit saptandi (%18).
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ii. DM grubu :
DM grubundaki 9 hastanin tamaminda pangastrit ve bulbit saptanirken (%100), sadece pangastrit,
sadece Ozofajit, antral gastrit ve bulbit tespit edilmedi. DM ve Non-DM hastalar arasinda

endoskopik bulgular agisindan istatistiksel olarak anlamli bir sonug¢ saptanmadi (p=0,25) (Sekil-9)

| DM
7 Non-DVI

pangastrit pangastrit, bulbit Ozofajit antral gastrit,bulbit

Sekil 9 : CagA negatif, vacA pozitif olan hastalarda endoskopik bulgular

4.5.5. VacA subtiplerine gore endoskopik bulgular

i. Non-DM grubu :

Calismamiza alinan toplam 35 Non-DM gruptaki hastalar arasindan vacA, S subtipine gore;
14 hastada S1 subtipi (%40), 7 hastada ise S2 subtipi pozititken (%20), 14 hastada S subtipi
saptanmadi (%40). S1 pozitif olan 14 hastadan 2 hastada pangastrit (%14), 11 hastada pangastrit ve
bulbit (%78), 1 hastada antral gastrit ve bulbit saptandi (%8). S2 pozitif olan 7 hasta i¢inden ise 3
hastada pangastrit ve bulbit (%42), 2 hastada 6zofajit (%29), 2 hastada da antral gastrit ve bulbit
saptandi (%29).

Non-DM gruptaki hastalar iginden vacA, M subtipine gore degerlendirildiginde ise; 10
hastada M1 (%28), 10 hastada M2 (%28), 3 hastada da hem M1 hemde M2 pozititken (%S8), 12
hastada vacA M subtipi saptanmadi (%36). M1 pozitif olan 10 hastadan ise 1 hastada pangastrit
(%10), 9’unda da pangastrit ve bulbit saptand1 (%90). M2 pozitif olan 10 hasta i¢inden ise 6 hastada
pangastrit ve bulbit (%60), 1 hastada 6zofajit (%10), 3 hastada da antral gastrit ve bulbit saptandi
(%30). Hem M1 hem M2 pozitif olan 3 hasta arasindan 1 hastada pangastrit (%33), 2’sinde de
0zofajit saptand1 (%67).

40



ii. DM grubu :

DM grubundaki 46 hasta arasindan vacA, S subtipine gore; 25 hastada S1 subtipi (%54), 9
hastada ise S2 subtipi (%20), 1 hastada hem S1 hem S2 pozitifken (%2), 11 hastada S subtipi
saptanmadi (%24). S1 pozitif olan 25 hastadan 1 hastada pangastrit (%4), 22 hastada pangastrit ve
bulbit (%88), 1 hastada 6zofajit (%4), 1 hastada da antral gastrit ve bulbit saptandi (%4). S2 pozitif
olan 9 hasta i¢inden ise 8 hastada pangastrit ve bulbit (%89), 1 hastada da antral gastrit ve bulbit
saptandi (%11).

DM gruptaki hastalar igcinden vacA, M subtipine gore ise hastalar; 9 hastada M1 (%20), 25
hastada M2 (%54), 4 hastada da hem M1 hemde M2 pozititken (%9), 8 hastada vacA M subtipi
saptanmadi (%17).

M1 pozitif olan 9 hastadan ise 8 hastada pangastrit ve bulbit (%89), 1 hastada antral gastrit
ve bulbit saptandi (%11). M2 pozitif olan 25 hasta i¢inden ise 23 hastada pangastrit ve bulbit (%92),
1 hastada 6zofajit (%4), 1 hastada da antral gastrit ve bulbit saptandi (%4). Hem M1 hem M2 pozitif
olan 4 hasta arasindan 1 hastada pangastrit (%25), 3 hastada da pangastrit ve bulbit saptandi1 (%75)
(Tablo-2) (Tablo-3).

Tablo-II : Diyabetik olan ve olmayan hastalarda vacA subtiplerinin dagilimi

Non-DM DM P degeri
S1 14/35 (% 40) 25/46 (% 54) P>0,05
S2 7/35 (% 20) 9/46 (% 20) P>0,05
S1+S2 - 1/46 (%2) P>0,05
M1 10/35 (% 28) 9/49 (% 20) P>0,05
M2 10/35 (% 28) 25/46 (% 54) P<0.05
M1+M2 3/35 (% 8) 4/46 (%9) P>0,05
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Tablo-3 : Diabetik olan ve olmayan hastalarda vacA subtiplerine gére endoskopik bulgularin dagilimi

Non DM DM
Pangastrit | Pangastrit + bulbit | Ozofajit | Antral gastrit + | Pangastrit | Pangastrit + bulbit | Ozofajit | Antral gastrit +
bulbit bulbit

S1 2 (%14) 11 (%78) - 1 (%38) 1 (%4) 22 (%388) 1 (%4) | 1(%4)

S2 - 3 (%42) 2 (%29) |2 (%29) - 8 (% 89) - 1 (%]11)

S1+S2 | - - - - - - - -

M1 1 (%10) 9 (%90) - - - 8 (%89) - 1 (%11)

M2 - 6 (% 60) 1 (%10) | 3 (%30) - 23 (%92) 1 (%4) | 1(%4)

MI1+M2 | 1 (%33) - 2 (%67) | - 1 (%25) 3 (%75) - -
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4.6. Endoskopik bulgulara gore genotipik ozellikler

Calismaya alman toplam 81 hasta icinden endoskopik olarak sadece pangastrit tanis1 alan
4 hasta saptandi. Bu hastalarin ise 2’sinde cagA pozitifken, 2’sinde de negatifti. VacA ise 3
hastada pozititken, 1 hastada pozitif saptanmadi.

Pangastrit + bulbit saptanan grupta ise toplam 66 hasta vardi (%81) ve bu hastalarinda
35’inde cagA pozitifken (%53), 31 hastada cagA negatif bulundu (%47). VacA ise 51 hastada
pozitifken (%77), 15 hastada negatifti (%23).

Ozofajit grubundaki 4 hastanin ise 3’iinde cagA pozitifken, 1 hastada cagA saptanmadi.
VacA ise 4 hastada da pozitif saptand..

Antral gastrit + bulbit grubundaki 7 hastadan ise 3’ilinde cagA pozitifken, 4 hastada
saptanmadi. VacA ise 5 hastada pozititken, 2 hastada saptanmadi.

CagA ile endoskopik bulgular arasinda istatistiksel olarak anlamli fark saptanmadi
(p=0,78).

Pangastrit + bulbit grubundaki 66 hastanin 40’inda DM varken (%60), 26 hastada DM
saptanmadi (%40). DM grubundaki 40 hastanin 25’inde cagA pozitifken (%63), 15 hastada cagA
saptanmadi (%37). Non-DM grubundaki 26 hastanin ise 10’unda cagA pozititken (%38), 16
hastada cagA saptanmadi (%62) (p=0,05) (Sekil-10).

@ CagA pozitif
CagA negatif

Sekil 10 : Pangastrit + bulbit saptanan grupta DM ve Non-DM hastalarda cagA genotip

dagilimi
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VacA subtipleri degerlendirildiginde; vacA M, DM grubunda Non-DM grubuna gore
endoskopik olarak pangastrit + bulbit saptanan hastalarda istatistiki olarak anlamli artmis tespit
edildi (p<0,001).

Pangastrit + bulbit saptanan DM grubundaki 40 hastanin 8’inde M1 (%20), 23’{inde M2
(%58), 3’iinde M1+M2 saptanirken (%8), 6 hastada vacA M subtipi negatifti (%14). Non-DM
gruptaki 26 hastadan ise 9’unda M1 (%35), 6 hastada M2 saptanirken (%23), 11 hastada da vacA
M subtipi tespit edilmedi (%42). Pangastrit + bulbit grubunda DM ve Non-DM grup arasindaki
fark vacA M dagilimi agisindan istatistiki olarak anlamliydi (p=0,007)

Endoskopik olarak pangastrit + bulbit tanisi alan hastalar arasinda VacA M2 pozitif olan
toplam 29 hasta vardi. Bu 29 hastanin 23’1 diyabetli iken (%79), 6 hasta ise non-diyabetikti
(%21). Bu gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli saptandi (p=0,002). Diger
endoskopik bulgulara gore ise VacA subtipleri agisindan anlamli bir fark saptanmadi. (Sekil-11).

5. p<0,05

m DM
@ Non-DVI

Sekil 11 : Pangastrit + bulbit saptanan grupta vacA subtipleri (p=0,007)
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5. TARTISMA ve SONUC

H. pylori infeksiyonu diinyada en sik goriilen bakteriyel infeksiyondur ve bu
mikroorganizma mideye yerleserek mukus tabakasi igerisinde koloniler yapar (29). Sahip oldugu
cesitli patojenik mekanizmalarla kronik aktif gastrit, peptik iilser, mide karsinomu ve mukoza ile
iliskili lenfoid dokunun (MALT) lenfomas: gibi bir¢cok hastaliktaki rolii cok sayida ¢aligma ile
ortaya konmustur (15,19,20). Her ne kadar diinya niifusunun yarisindan fazlasinin H. pylori ile
infekte oldugu gosterilmisse de degisik cografik, sosyo-ekonomik durumlar, ayrica bakterinin ve
konagin kendine ait 6zelliklerinden dolayr ¢ok farkli sonuglar bildirilmektedir. H. pylori’nin
gastrik hastaliklarla iliskisi ortaya konulduktan sonra, diger sistem hastaliklar1 ile olan iliskiside
son yillarin 6nemli arastirma konularindan biri haline gelmistir. Bir¢cok sistemi, 6zelliklede
immun sistemi ve gastrointestinal sistemide etkileyebilen kronik bir hastalik olan diabetes
mellitus bu yonelimde ilk siray1r alan hastaliklardan biri olmustur. Degisik hasta gruplarinda
cesitli prevalans oranlar1 bildirilmekle beraber bakterinin genotipik 6zelliklerinin, Tip 2 DM’lu
hastalarda karsilastirildigi bir ¢alismaya rastlanmamistir. Bu calismada DM gibi kronik seyreden
ve sistemik bircok etkisi ortaya ¢ikan ve genel bir immiin zayifliga yol acan bir hastalikta,

bakterinin genotip dagiliminda degisim olup olmadigi arastirimistir.

Bizim sonucglarimiza gore, diyabetik ve diyabetik olmayan hastalar arasinda H. pylori
siklig1 acgisindan istatistiksel olarak anlamli bir iligki gosterilemedi. Her ne kadar serolojik
antikorlarin varhigina dayali yapilan c¢alismalarda H. pylori diyabetik hastalarda yiiksek
prevalansta gosterilmisse de (14,60,61,62), histolojik kanit temeline dayanan bir ¢alisma da H.
pylori’nin DM’lu hastalarda gelisen iist gastrointestinal sistem hastaliklarinda daha az oneme
sahip oldugunu gostermistir (64). Son zamanlarda yapilan ii¢ ¢alismada ise DM ile H. pylori
arasinda dogrudan bir iligski bulunamamistir (55,59,63).

Bizim ¢aligmamizda ki, toplam 81 hastadan 76 kiside histoloji ve/veya PCR ile H. pylori
pozitifken (%93), sadece 5 kiside H. pylori saptanmadi (%7). Gelismis iilkelerde yetigkinlerin
yaridan ¢ogu, gelismekte olan iilkelerde ise toplumun %90’dan fazlas1 bu bakteri ile infekte
olmustur (29). Genel olarak, iilkemizdeki yapilan arastirmalarda H. pylori’nin prevalansinin
%4678 oraninda oldugu ve yasla arttig1 bildirilmistir (28). Tiirkiye’de 7-14 yas aras1 ¢ocuklarda
yapilan caligmalarda seroprevelans 1990 yilinda % 78.5, 2000 yilinda % 66.3 olarak
bulunmustur. Tirkiye’deki prevalans ¢aligmalara gore bizim calismamizda H. pylori sikhigini
yiiksek bulmamizin sebebi de; bakterinin epidemiyolojik dagilimmin ve ¢aligmaya dahil etme
Olciitlerinin farkliligi, caligma grubumuzun dispeptik hastalardan secilmesi, histolojik ve/veya

PCR ile H. pylori tespitinin rol oynamis olabilecegi diisiiniildii.
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Calismaya alman vakalarimizdan, gerek DM’lu grupta gerekse Non-DM’lu grupta
iilserojenik ( CagA +, VacA +) veya non-iilserojenik (CagA -, VacA -) kabul edilen genotipik
ozellikler yoniinden endoskopik lezyonlar arasinda anlamh farklilik gozlenmedi. Hastalarimizin
biiyiik kismmim endoskopik bulgular agisindan tek tani (Pangastrit + bulbit) almis olmasi, bu

sonugta etkili olmus olabilir.

H. pylori’nin birgok gen bolgesinin virulansla iliskili oldugu diistiniilmektedir. H. pylori
suslarinin %80’inde cagA geni ile kodlanan sitotoksin bulunmaktadir. Yamaoka ve ark.’larmnin
1999 yilinda yaymlanan bir ¢alismasinda dort iilkenin verileri degerlendirilmis ve cagA
genotipinin; gastrit, gastrik kanser ve duodenal iilserli hastalarda yiiksek oranda goriildiigii
bildirilmistir (65). Ulkemizde yapilan bir ¢calismada da benzer durum bildirilmistir (40). Bizim
calismamizda ise peptik iilser tanisnin ¢ok diisiik olmasi, malignite tanismmin olmamasi ve
hastalik tanilarmin birden fazla ve homojen dagilimi bu tip bir degerlendirmeyi olanakli

kilmamustir.

CagA genotipinin bakterinin virulansinda 6nemli bir isaretci oldugu bilinmektedir. Fakat
bunun yaninda klinik bulgular ile cagA iliskisi arasinda celiskili sonuclar bulunmaktadir. Bu
konuda yapilan ¢ok merkezli bir ¢alismada duodenal iilser, gastrit ve gastrik kanser’li hastalarda
cagA oraninin belirgin olarak yiiksek oldugu saptanmistir (66). Diger yandan uzak doguda
yapilan bir calismada da H. pylori infeksiyonunun klinik bulgularin bir gostergesi
olmayabilecegi belirtilmistir (66). Literatiirde, cagA’nin DM’lu hastalarda goriilme sikligi ile
ilgili bir veriye rastlanamamistir. Bu calisjmada DM’lu hastalarda cagA oraninm DM
olmayanlara gore istatistiksel olarak anlamli artmis oldugu saptanmistir (P<0.05) (%63 vs %40).
Fakat endoskopik bulgularla cagA pozitifligi yoniinden diyabetik ve diyabetik olmayan hastalar

arasinda anlamli bir fark saptanmamistir (P>0,05).

VacA geni suslar1 arasinda, 6zellikle azot igeren ugtaki (N ucu) kisa olan sinyal dizisi ve
orta bolgede farkliliklar gostermektedir. VacA sinyal dizilerine gore S1 (Sla, S1b, Slc) ve S2
olmak tizere dort, orta dizi farkliliklarina goérede M1 ve M2 olmak iizere iki subtipi
bulunmaktadir. Orta bolge tipi toksin etkinliginin baglica belirleyicisidir. Ayrica mide epitel
hasarinin diizeyiyle iliskilidir. Sinyal dizi tip1 ise midedeki inflamasyon diizeyiyle ve duodenum
iilseri prevalansiyla iliskilidir (36-39). ABD ‘de yapilan baz1 ¢alismalarda Vac A’nin Sla aleline
sahip H. pylori suslarmin S1b ve S2 alellerine gore artmig toksin aktivitesi gosterdigi, bu nedenle
gastrik inflamasyon ve peptik ilser ile yakin iligkili oldugu gosterilmistir. Benzer sekilde orta
bolge M1 aleli, M2 aleline gore daha yiiksek toksisite ve agir epitel hasar olusturma

potansiyeline sahiptir. Bu farkliligin islevle baglantili oldugu, S1/M1 genotiplerinin in vitro
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kosullarda daha fazla sitotoksin etkinligi ekspresyonu yaptig1 ve peptik lilserle daha fazla iligkili
oldugu gosterilmekle beraber, S2/M2 genotiplerinin sitotoksik olmadigi bildirilmektedir.
Boylece belirli genotiplerle hastalik durumlar1 arasinda iliski bulundugu ilk kez gosterilmistir
(37,67). Bizim caliymamizdaki hastalarin, endoskopik tani olarak biiyiik cogunlugunu pangastrit
+ bulbit olusturmaktaydi. Diger endoskopik tan1 gruplarinda vaka sayilarinin az olmasi nedeniyle
sagliklr istatistiki degerlendirme yapilamayacagi i¢cin sadece pangastrit + bulbit grubunda
karsilagtirma yapildi ve bu gruptaki DM’lu hastalarda vacA pozitifliginin anlamli oranda yiiksek

oldugu goriildii.

DM’lu hastalarda vacA pozitifliginin yiiksek olmast esas olarak subtiplerinden
kaynaklanmaktaydi. VacA genotipindeki bu artisin da; vacA M’den, vacA M’deki farkin ise
vacA M2’nin diyabet grubundaki belirgin fazlaligindan kaynaklandigi goriildii. Literatiire
bakildiginda; diyabetik hastalarda vacA subtiplerinin degerlendirildigi bir caligmaya rastlanmadi.
Yamaoka ve arkadaslar1 yaptiklar1 calismada endoskopide tesbit edilen ciddi lezyonlarda (gastrit,
gastrik kanser ve duodenal iilser), vacA M2 subtipinin pozitiflik oraninin diisiik oldugunu
gostermislerdir (65). Yine Kanada’da yapilan bir calismada da gastroduodenal patoloji (duodenal
iilser, gastrik iilser ve gastrik adenokarsinoma) saptanan hastalarda vacA M2 subtipini diisiik
oranda tespit etmislerdir (68). Yapilan ¢alismalarda da belirtildigi gibi, vacA M2’nin zayif toksin
etkisi ve epitel hasar1 gosterici etkisinin diisiik olmasi, caligmaya alinan diyabetik hastalarda
iillserin az goriilmesini agiklayabilir. Hatta; vacA M2’nin mide adenokarsinomasinda, peptik
iilserde de az goriilmesi (65,68), diyabetik hastalarin midesinde kolonize olan H. pylori’nin,
karsinojenik etkisi zayif olan suslardan olustugunu, diyabetin bu hastalar1 mide patolojilerine
kars1 korudugunu diisiindiirebilir. Rousseau ve ark.’larmin DM’la kanser iligkisini arastirdiklari
bir calismada, sadece karaciger kanserinin diyabetli hastalarda arttigini, mideninde icinde
bulundugu bir¢ok kanserde ise bu oraninin degismedigini bildirmektedirler (69). Yine Amerika
Birlesik Devletleri’nden bildirilen bir ¢alismada da 6zofagus ve mide adenokanserleri ile diyabet
arasinda bir iligki gosterilememistir (70). Bu caligmada elde edilen sonuglar; diyabetik hastalarda
H. pylori genotipik yapismin farkli olabilecegini ve bu hastalikta heniiz tam aydinlatilmamis
faktorlerin devreye girebilecegini diisiindiirmektedir. Gorlinen o ki, diabetes mellitus’ta H.
pylori’nin 6zellikle virulans1 az olan VacA M2 genotipine sahip suslarmin fazla goriilmesi,
predispozan durumlar (6rnegin diyabetik gastroparezi) ve koruyucu faktorler (6rnegin diabetin
indiikledigi aklorhidri) arasinda karmasik bir dengeyi yansitmaktadir. H. pylori’nin gastrik
mukozada kolonizasyonunu etkileyen bir¢ok faktor heniiz tam bilinmemektedir (71). Belki de

diyabette virulans1 zayif suslarin fazla goriiliiyor olmasi, bu hastaliktaki immun supresyonun
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yaninda bilinmeyen bir mekanizmanin da bu yonden zayif bakterilerin kolonizasyonunu

arttirdigini diistindiirebilir.

Diger yandan; immun bozuklugu olan hastalarin H. pylori i¢in yiiksek risk tasiyip
tastmadig1 da agik degildir. Hatta AIDS’1i hastalarda yapilmis olan ¢alismalarda, bilinmeyen bir
hiicresel 1mmun cevabin H. pylori kolonizasyonunu bozuyor olabilecegi gosterilmistir
(72,73,74). Diyabetik hastalarin 6nemli bir kisminda hidroklorik asit sekresyonunun azalmis
oldugunu ve bununda H. pylori i¢in zararli olabilecegini bildiren calismalar mevcuttur

(75,76,77).

Endoskopik olarak 6zofajit tespit edilen 4 hastanin 3’iinde cagA pozitif olarak saptandi.
Her ne kadar bu say1, yorum yapmak icin yeterli olmasa da 6zofajitli hastalarin 3/4’inde cagA
miisbetliginin ileri caligmalarla arastirilmasi gerekmektedir. Bu hastalarin biri diyabetik digerleri
non-diyabetikti. Somi ve ark.’larmin yakin bir zamanda yaptig1 ¢alismada da cagA pozitifliginin
reflii 6zofajitten koruduguna dair sonug¢ elde edilmistir (78). Bizim ¢alismamizda diyabetik
hastalarda cagA pozitifliginin Non-diyabetik hastalara gore fazla bulunmasi diyabetik hastalarda
0zofajitin az goriilmesini agiklar niteliktedir. Fakat 6zofajitli hastalarin sayismin ¢ok az olmasi

bu konuda yorum yapmay1 zorlastirmaktadir.

Tiim endoskopik tanilar iginde CagA siklig1 ve pangastrit + bulbit tanis1 alan hasta grubu
icerisinden ise VacA’nmn diger subtipleri acgisindan anlamli bir fark saptanmadi. Diger
endoskopik tani gruplarinda, istatistiksel olarak anlamlilik saptanmamasi bu gruplardaki hasta

sayisinin az ve bulgularin homojen dagilimmdan kaynaklaniyor olabilir.

Sonug olarak; bizim ¢alismamizin verilerinde, diyabetik ve diyabetik olmayan hastalar
arasinda H. pylori siklig1 agisindan bir fark saptanmadi. Ancak bu iki grup arasinda genotip
dagilimlar1 agisindan bazi farkhiliklar goriildii. Buda, diyabetik hastalarin midesinde kolonize
olan H. pylori’nin, karsinojenik etkisi zayif olan suslardan olustugunu, diyabetin bu hastalar
mide patolojilerine karst korudugunu diisiindiirebilir. Literatiirde; H. pylori genotip
dagilimlarinin, diyabetik ve diyabetik olmayan gruplar arasinda karsilastirildigi bir ¢alisma
olmadigindan bu farkliliklarin yorumlanmasi daha gii¢ hale gelmektedir. Calismamizdan elde
edilen sonuglar, H. pylori’nin genotipik yapismin diyabeti olanlarda ve olmayanlarda farkli
olabilecegini ve Diabetes Mellitus’da heniiz tam aydinlatilmamis faktorlerin bu durumda etkili
olabilecegini diisiindiirmektedir. Daha bliyiik hasta sayilari, istatistik yapilabilecek sayida
heterojen dagilmis endoskopik tanilari igeren ileri galigmalarla bu iliskiler daha net olarak ortaya

konulabilecektir.
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