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OZET

Kipritci Z. Helicobacter pylori’nin Virulans Faktorleri ve ilag Direnglerinin Molekiiler
Yéntemlerle Arastirilmasi. Yeditepe Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, Molekiiler

Tip ABD. Doktora Tezi. istanbul. 2016

H.pylori diinya populasyonunun yaklagik %50’sini infekte eden insan midesindeki
bakteriyel bir patojendir. Tedavi edilmezse kansere kadar giden degisik hastaliklara
sebep olabilir. Yapilan ¢alismalarla H.pylori suslarinin bazilarinin asemptomatik
bulunmasina karsin bazilarinin daha agir hastaliklara neden oldugu goriilmiistiir. Bunun
da nedeninin bakterinin virulans faktorlerinden kaynaklandigi bilinmektedir. H.pylori
icin bilinen en etkin virulans faktorleri cagA ve vacA’dir. VacA’nin da s1, s2, m1 ve

m2 allelleri en ¢ok karsilasilanlardir.

Bu calismamizda Yeditepe Universitesi Gastroenteroloji boliimiine basvuran ve
endoskopi islemi sirasinda biyopsi 6rnegi alinan 140 hastay1 degerlendirdik. Kumar S.
ve ark.’nin yaptigi caligma referans alinarak multipleks PCR yontemi ile H. Pylori
varligi ve cag A ve vacA virulans faktorlerinin varligi arastirildi. 69(%49,3) hasta
H.pylori pozitif olarak saptanmistir. Bu hastalarin 25(%36,2)’i cagA pozitif olup vacA
s1, s2, ml ve m2 allellerinin bulunma orani ise sirasiyla 16 (%23,2), 23 (%33,3), 16
(%23,2) ve 10 (%14,5) dur.

H.pylori enfeksiyonunun tedavisi i¢in standart olarak kullanilan tedavi protokoli, tiglii
tedavi seklindedir. Omeprazol gibi bir proton pompa inhibitérii (PPI) ve genelde
amoksisilin, klaritromisin veya metranidazolii iceren iki antibiyotikten olusur. Fakat son
yillarda antibiyotiklere kars1 gelisen diren¢ nedeniyle tedavide basar1 oran1 diigsmektedir.
Bu nedenle ¢alismaya aldigimiz hastalardan Genotype® HelicoDR (Hain Life Science,
Germany) kiti kullanilarak florokinolon ve Klaritromisin direnci, realtime PCR yontemi
ile de sadece klaritromisin direnci incelenmistir. Buna gore 20 (%25,6) hastada

florokinolon direnci saptanmigtir. Klaritromisin direncine ise hibridizasyon yontemi ile

X1



31(%39,7) hastada, realtime PCR yontemi ile 26(%33,3) hastada rastlanmistir. Bu

sonuglar istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir.

Anahtar Kelimeler: H.pylori, virulans faktorleri, cagA, vacA, antibiyotik direnci
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ABSTRACT

Kiprit¢i Z. Investigation of Drug Resistance and Virulence Factors of Helicobacter
pylori with Molecular Methods. Yeditepe University, Institute of Health Science,,
Molecular Medicine Department. PhD Thesis. Istanbul. 2016

Helicobacter pylori, a bacterial pathogen of the human stomach, infects an estimated
50% of the population worldwide. Infection by H. pylori causes gastritis initially and, if
allowed to persist, can induce a range of pathologies. Although most infected
individuals remain asymptomatic, some H. pylori positive individuals develop at least
one of the associated diseases at some point in their lives. The clinical outcome of H.
pylori infection is determined by multiple factors including H. pylori related virulence
factors. The most effective virulence factors of H. pylori is cagA and vacA. VacA also

has the most widely encountered alleles are s1, s2, m1 and m2.

In the present study inverse biopsy specimens which were obtained from the 140
patients at the Gastroenterology Department of Yeditepe University Hospital were
studied by multiplex polymerase chain reaction (PCR) assay for detection of vacA and
cagA virulance factors with Kumar S. et.al.’s study. 69(49,3%) of patients found
H.pylori positive. 25(36,2%) of them were cagA positive and vacA sl1, s2, m1 and m2
alleles found respectively 16 (23,2%), 23 (33,3%), 16 (23,2%) ve 10 (14,5%).

Standard treatment protocol used for the treatment of H. pylori infection is triple
therapy, which include omeprazole as a proton pump inhibitor (PPI) and two antibiotics
usually consist of amoxicillin and clarithromycin or metronidazole. In recent years,
however increase rate of antibiotic resistance, eradication rate is decrease. Because of
we analysed floroquinolone and clarithromycin resistance with using GenoType®
HelicoDR(Hain Life Science, Germany) test kit, and also we used realtime method for
only clarithromycin resistance. For this studies, we found the rate of floroquinolone
resistance 20 (25,6%), and clarithromycine resistance 31(39,7%), also in 26(33,3%)
patients with realtime PCR method.

Key words: H.pylori, Virulence factors, cagA, VacA, Antibiotic resistance
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1. GIRIS VE AMAC

H.pylori, diinya populasyonunun yaklasik %50’sini enfekte eden insan midesindeki
bakteriyel bir patojendir. H.pylori enfeksiyonu ilk olarak gastrite neden olur ve tedavi
edilmezse peptik iilser ve atrofik gastrit, intestinal metaplazi ve gastrik kanser gibi uzun
siireli bagka enfeksiyonlara da sebep olabilir. Bu hastaliklarin organizma tarafindan
tiretilen spesifik faktorlere mi bagl yoksa gastrik mukozada uzun stire kolonizasyon ve

etkisinin neden oldugu kronik inflamasyondan mi1 kaynaklandigi heniiz bilinmemektedir

(1).

Bakteriye bagl cesitli virulans faktorlerinin konak hiicre epiteline tutunmasi igin
onemli oldugu diisliniilmektedir. Salgilanan bir protein olan vacA, konak hiicreye
tutunmak icin membran insersiyonu, anyon- idareli kanal aktivitesi, transepitelyal
direnci degistirme, antijen prosesinin inhibisyonu ve apoptozun indiiklenmesi gibi
birgok aktiviteye sahiptir. Konak hiicrede membran biitiinliigiiniin bozulmasinin konak
hiicre yiizeyinde bakterinin varligim1  arttirdigi ~ distintilmektedir.  Bakterinin
patojenitesinden sorumlu oldugu diisiiniilen diger bir gen bolgesi olan Cag PAI varligi
bir¢cok hastaligin meydana gelmesi ile iligkilidir. Cag A proteini (adada da kodlanir)
konak hiicre sitoplazmasina tip IV sekresyon sistemi (T4SS) ile gecer. CagA epitel
hiicrenin igine bir kere gegtikten sonra, konak hiicre membrani ile baglantida kalir.
H.pylori enfeksiyonu boyunca artan hiicre proliferasyonunun, prekanser6z oldugunu
gostermek icin iyi bir gosterge oldugu diisiiniilmektedir (1). Oip A, Dup A, SabA, Alp
A/B, Hop Z bakterinin patojenitesinden sorumlu oldugu diisiiniilen diger virulans

faktorleridir (2,3).

Tirkiye gibi gelismekte olan iilkelerde H.pylori enfeksiyonuna daha siklikla
rastlanmaktadir. CagA geni tasiyan H.pylori izolatlart mide mukozasinda daha yaygin
inflamasyona neden olur. CagA pozitif suslar, cagA negatif olanlara gore atrofik gastrit
ve gastrik adenokarsinom gelisimine daha ¢ok neden olurlar (4,5). Bu nedenle hastalik
riskine katkida bulunmak i¢in H.pylori virulans faktorlerini ¢aligmak onemlidir. Bu
konuda Tirkiye’de yapilmis ¢alismalar olmakla beraber yeterli degildir. Bu nedenle biz
de patogenez acisindan en onemli iki virulans faktorii olan vacA ve cagA genlerinin

izole ettigimiz hastalardaki oranini saptamak istedik.



H.pylori’nin eradikasyonu i¢in genelde proton pompa inhibitorii (PPI) veya ranitidin
bizmut ve iki antibiyotigi iceren {iglii tedavi kullanilir. Genelde amoksisilin ve
klaritromisin tercih edilir. Kullanilan antibiyotikler makrolidler (klaritromisin veya

azitromisin), imidazol (metranidazol veya tinidazol), amoksisilin veya tetrasiklindir (6).

H.pylori izolatlarinda klaritromisin direnci artmaktadir. Prevalans gelismekte olan
iilkelerde gelismis iilkelerdekine gore daha fazladir. Tiirkiye gibi gelismekte olan
iilkelerde antibiyotik direncinin saptanmasi tedavinin etkinligi agisindan 6nemlidir.
Levofloksasin bir florokinolondur, H.pylori’ye karsi aktivitesi onemlidir. H.pylori

eradikasyonu basarisizliginda ikincil ilag olarak kullanilmaktadir (7).

Zor iireyen bir bakteri olmasi nedeniyle H.pylori’nin kiiltiiri ve antibiyogram
uygulamalarindaki teknik zorluklar, direncin belirlenmesinde kolay uygulanabilir ve
ucuz yontemlerin gerekli oldugunu gostermistir. Yapilan c¢alismalarda, tedavi oncesi
diren¢ varliginin saptanmasinin 6nemi gosterilmistir (8). Klaritromisin direncinin
belirlenmesinde fenotipik ve genotipik olarak bir¢ok yontem vardir. Molekiiler olarak
A2143G, A2144G gibi mutasyonlarla direng tespiti yapilmasi daha kolay ve dogru
sonuglar elde edilmesini saglamaktadir (9). H.pylori’de florokinolon direnci ise gyrA
geninde 87 ve 91. Pozisyonlardaki mutasyonlarla iliskilidir ve molekiiler yontemlerle

tespit edilmesi gerektigi gosterilmistir (10).

Antibiyotiklere diren¢ oranlari bdlgeden bolgeye degisiklik gdstermektedir.
Tiirkiye’de de farkli bolgelerde farkli diren¢ oranlarina rastlanmaktadir. Bizim de
amacimiz H.pylori eradikasyonu i¢in en sik kullanilan antibiyotikler olan klaritromisin
ve florokinolonlara direnci molekiiler bir yontem olan hibridizasyon yontemi ile

belirlemek ve realtime PCR yontemi ile karsilagtirmaktir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Tarihge

[k kez gastrik iilser 1586 yilinda italyan bir doktor tarafindan tanimlanmis, bunu
takiben 1688 yilinda Isve¢’ten Johannes ve Muralt duodenal iilserden bahsetmistir.
1761°de iist abdominal agr1 ve mide sikayeti olan hastalarda mide ve duodenumda
eritema ve erozyonlar tanimlanmistir. 18. ve 19. yiizyillar boyunca, midede hidroklorik
asitin ve mide sekresyonlarinin sindirim Ozelliklerinin tanimlanmasiyla st

gastrointestinal yolun fonksiyonu daha iyi anlagilmistir.

Midede spiral bakterilerin varligini ilk kez 1893 yilinda Italyan bir patolog olan
Bizzozero, kopek midesinde tanimlamustir. Insan midesinde ise ilk kez 1896 yilinda
gosterilmistir. Ve ilk rapor gastrik karsinom olan hastalara iliskindir. Bundan 9 yil
sonra, mide ve duodenal iilseri olan hastalarin midelerinde spiral mikroorganizmalar
oldugu bildirilmistir. Fakat rapor edilen bu mikroorganizmalarin agiz boslugundaki
kontaminantlar oldugu saptandigindan g¢alismalar basarisiz olmustur. Bu arada insan
midesindeki iireaz aktivitesinin varligi rapor edilmis ve bu iireaz aktivitesinin mide
mukoza hiicrelerinden kaynaklandigir distiniilmiis bu nedenle bakteri varligi ile

iliskilendirilmemistir.

1938 yilinda 242 otopsi midesinde hematoksilen ve eozin boyasi ile yapilan
incelemelerde %43 oraninda spiroketlere rastlanmistir. Bunu takip eden yilda
spiroketler 35 gastrik iilser veya karsinoma olan hastanin mide biyopsi materyalinde
%37 oraninda bildirilmistir. 1954 yilinda 1000 mide biyopsi Ornegi ile yapilan
calismada ayni1 sonuglar elde edilmeyince mide bakterileri ile ilgilenilmesinden

vazgecilmistir.

1950 yilinda Fitzgerald ve Murphy gastrik {ilserli hastalarin midelerinde
yaptiklar1 caligma ile iireaz aktivitesinin iire ve hidrojen iyonlar1 arasindaki bir
reaksiyon nedeniyle mide mukozasimi korudugunu saptamiglardir. Yani mide asidini
amonyak {ireterek notralize ediyordu. Ve iilser hastalarma iire verildiginde mide
asidinde noétralizasyonla sonuglandigini gérmiislerdir. Bundan 9 yil sonra tetrasiklin
verildikten sonra mide iireaz aktivitesinin azaldigi gosterilmistir. Midede iireazin

bakteriyel kaynakli oldugu, 1968 yilinda bakteri olmayan hayvanlarin midelerinde iireaz
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aktivitesinin yoklugu gosterildiginde dogrulanmistir. 1975’te gastrik iilserli hastalarin

mide materyallerinin %80’indeki gastritle bakterilerin iliskisi oldugu rapor edilmistir.

Batt Avusturalya’da bir histopatolog olan Robin Warren mide biyopsi
orneklerini Warthin-Starry boyasi ile boyamis ve mukozal bakterilerin varligin
gostermistir. Marshall ise gastrit ve gastrik bakterileri olan Rus bir hastayi tetrasiklin ile
tedavi etmis, enfeksiyonun yok oldugunu ve gastritin iyilestigini gozlemlemistir.
1981°de Barry Marshall ve Robin Warren’in birlikte klinik bir ¢alisma baslatmasi ile
modern ¢ag baslamistir. Bakteri, morfolojik olarak Campylobacter cinsine benzedigi
icin arastirmacilar mide biyopsi Orneklerini selektif besiyerlerine ekip kiiltiirleri
mikroaerofilik kosullarda inkiibe etmislerdir. 1982 yilinin Nisan ayma kadar yapilan
caligmalarda bu basillerin kiiltiirleri iki giin inkiibe edildigi icin basarisizlikla
sonuglanmistir. Fakat yapilan bir ¢alisma sirasinda kiiltiir plaklarmin Paskalya tatili
nedeniyle 6 giin boyunca inkiibe edilmesi sonucunda bu bakteri 1983 yilinda ilk kez
izole edilmis olur. Marshall, izole edilen bakterinin hastalik etkeni oldugunu kanitlamak
icin bir hastadan izole edilen susu agiz yoluyla alir ve bu arastirmacida yaklasik 14 giin
sonra gastrit belirtileri goriiliir. Boylece, Koch postulalar1 dogrulanip bakterinin gastrit
etkeni oldugu gosterilmistir (11, 12). Bu bakterilerin gastrit ile iligkisi oldugu ilk kez
Royal Australian College of Phsicians’ta 22 Ekim 1982’de sunulmus, 1983’te
yaymlanmigtir. Bu ‘Campylobacter benzeri organizmalar’ Campylobacter pyloridis
olarak adlandirilmistir. Cilinkii mikroaerobik, kivrik, Gram negatif bakterilerdi,
morfolojik ve guanin/sitozin igerikleri olarak da Campylobacter’e benziyordu. Diger
Campylobacter’lerden farkli olarak flajellalarinin varligi gosterilmistir. 1987°de ismi
Campylobacter pylori olarak degistirilmistir. Sonralar1 C.pylori’nin Campylobacter
cinsinden olmamasi gerektigi diistiniilerek 1989’da ismi, iki farkli morfolojik
yapisindan dolayi; invivo helikal, fakat invitroda g¢omak seklinde oldugundan

Helicobacter olarak diisiintilmiistiir.

Enfektif bir organizma ve gastroduodenal hastalik arasindaki iliski ile ilgili ilk
bildirilere gastroenteroloji birliginde ilk basta siipheli yaklasilmistir. Asit baskilayici
ajanlarla etkili bir sekilde tedavi edilebildigi goriildiigiinde daha iyi anlagilmistir. Peptik
ilserasyonla ve muhtemelen gastrik adenokarsinoma ile iligkisi oldugu ilk kez Marshall
ve arkadaslar1 tarafindan oOne siiriilmiistiir. 1987 yilinda Kopenhag’ta bir grup

enfeksiyon uzmanimin Avrupa H.pylori ¢alisma grubunu kurmasi ile gastroduodenal
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hastaliklarda bakterilerin rolii ile ilgili ¢alismalar hiz kazanmistir. Bu grup aym
zamanda gastroenteroloji  toplulugunda enfeksiyonun o6neminin farkindaliginin
artmasina bir yanittir. Bazi oncii gruplar iilkelerinde Helicobacter calisma grubunu
kurarak Avrupa calisma grubunda kendi {ilkelerini temsil etmektedirler. Avrupa
Helicobacter ve Mikrobiyota g¢aligma grubu (EHMSG) su anda varligimi Fransa’da
siirdiirmektedir. Ulkemizde ise Tiirk Gastroenteroloji derneginin Tiirk Helicobacter

pylori ¢alisma grubu bulunmaktadir.

H.pylori yeni genusun ilk tiyesidir, diger tiyeleri olan H.mustelae (dag gelincigi),
H.muridarum (fare), H.felis (kedi ve kopekler), H. nemestrinae (makak maymunu), H.
acinonyx (gita), H.rappini (kuzu), ayrica H.cinaedi ve H.fennelliae (gastroenteritli

insanlarda ) sonralar1 tanimlanmustir.

1944 yilinda H.pylori 1.derece karsinojen olarak tanimlanmistir. Gastrik veya
duodenal {ilseri olan ve ayni zamanda H.pylori olan her hastanin bakterileri eradike
edilmesi i¢in tedavi edilmesi Onerilmistir. 1997°de bir Avrupa toplulugu panelinde
H.pylori enfeksiyonu olan hastalarda, peptik iilserli hastalarda, diisiik diizey mukoza
iligkili lenfoid doku (MALT) lenfomali hastalarda, agir makroskopik veya mikroskobik
gastrit veya son giinlerde erken gastrik kanserde proton pompa inhibitorii temelli tiglii

tedavi verilmesi gerektigi 6nerilmistir (12).

2.2. Genel Bilgiler

Gram negatif spiral sekilli mikroaerofilik bir bakteri olan H.pylori, 1982’de ilk
kez gastritli bir hastanin midesinden izole edilmistir. 30 yi1l sonra H.pylori’nin diinya
populasyonunun yarisindan fazlasinda kolonize oldugu gosterilmistir. Enfekte kisilerin
yaklagik %20’sinde gastrit, gastrik adenokarsinom, peptik iilser, MALT lenfoma ve
gastrik kanser gibi hastaliklara sebep olmaktadir (13,14). MALT lenfoma ve gastrik
kanser hastaliklari, H.pylori’nin Diinya Saghk Orgiitii tarafindan siif 1 karsinojen
olarak siniflandirilmasina neden olmustur. Enfekte bireylerin %801 gastrik mukozada
H.pylori tarafindan indiikklenen kronik inflamatuar yaniti olusturmakta ve agik klinik

semptomlar gostermemektedir (14).

H.pylori midede kolonize olur ve genelde ¢ocuklukta kazanilir. Antibiyotik ile

tedavi edilmezse hayat boyu kolonizasyon meydana gelir (14,15). Biitiin enfekte
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insanlar inflamasyon ve bakteriye karst immiin yanit gelistirir ve bunun patogenezde
onemli bir rol oynadig1 disiinilmektedir. H.pylori ile indiikklenen hastaliklarin ¢ogu
erigskinlikte meydana gelir ve siklikla daha yagh yetiskinlerde inat¢1 infeksiyon seklinde
goriilmektedir. H.pylori ile iliskili en 6nemli hastaliklar, duodenal ve gastrik tilserasyon,
distal gastrik adenokarsinom ve primer gastrik lenfomadir. Buna karsilik, H.pylori ile
enfekte insanlarin biiyiik bir kisminda (>%80) bu hastaliklarin higbiri gelismez ve
hayatlar1 boyunca asemptomatik olarak tasirlar. Enfeksiyona karsi gelisen inflamatuar

yanit, konagin hastaliga genetik yatkinligi ve gevresel faktorlerle degisir (15).

H. pylori enfeksiyonunun bulas yolu kesin olarak bilinmemekle birlikte, bilinen
tek rezervuarinin insan olmasindan dolay1 enfeksiyonun insandan insana bulastig1 kabul
edilmektedir. Cogu gastrointestinal enfeksiyon gibi bu bakterinin de kalabalikta,
yetersiz dezenfeksiyonla ve aile i¢i gegisi ile bulasinin arttig1 disiiniilmektedir (16).
Insandan insana bulasta rol oynayabilecek fekal-oral yol, oral-oral yol ve iatrojenik yol
olmak tizere baslica 3 bulas mekanizmasi lizerinde durulmaktadir (17, 18). H.pylori’nin
ag1z boslugu, tiikriik ve dental plaklardan kiiltiirii yapilarak izole edilmesinin oral-oral
yolla geg¢isinin olabilecegini diisiindiirmektedir. Ayrica Afrika’li kadinlarin agizlarinda
ezdikleri besinleri bebeklerine vermesiyle de enfeksiyonun gectigine dair ¢alismalar
bunu desteklemektedir (18). En 6nemli bulas yolu ise fekal-oral yoldur. H.pylori ile
enfekte ¢ocuklarin diskilarindan bakterinin izole edilmis olmasi, diski ile kontamine
sularin kullanimi ile bulasin olabilecegini diisiindiirmektedir. Fakat sulardan bakteri
izolasyonu yapilamamistir. Diger bir bulas yolu ise iatrojenik yoldur. Bu da tiip,
dezenfeksiyonu iyi yapilmamis endoskop, gastrik mukozaya temas etmis 6rnegin baska

birine temasi ile meydana gelmektedir (17).

H.pylori yiiksek oranda heterojendir, yaklasik 1600 genlik bir genoma sahiptir,
%5-%10 kadar1 H.pylori’ye spesifik goriiniir. Genlerin VacA, cagA, oipA ve dupA gibi

virulans faktorleri ile iligkili oldugu diistiniilmektedir (2).

2.3. Mikrobiyolojik Ozellikleri

H.pylori, kisa sarmalli ve S harfi seklinde, katalaz, oksidaz ve iireaz pozitif, 2,5-
5,0 um uzunlugunda, 0,5-1,0 um genisliginde, Gram negatif bir mikroorganizmadir.
Tek ugtan ¢ikan 4-7 unipolar flajeli ile lofotrik6z goriinimdeki bu bakteri hareketlidir
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(19). H.pylorinin flajellasi bakteri hiicre duvarinin devami olan dis membran
komponentlerinden olusan bir kilifla ¢evrilmistir. Elektron mikroskopisi g¢alismalari
ayni zamanda flajelladaki hiicre membraninin iizerinde 40nm kalinliginda glikokaliks
ya da kapsiil benzeri polisakkaritge zengin bir tabakanin varligimi gostermistir (20, 21)
Kat1 besiyerindeki kiiltiirlerinde ¢omak seklinde goriinmekle birlikte spiral sekli
kaybolur. Uzun siireli kiiltirlerinde besin yetersizligi, artan oksijen miktari, alkali PH,
yiiksek sicaklik, farkli antibiyotiklere maruz kalma gibi durumlarda kokoid formlar
baskin hale gelir (17, 20). Elektron mikroskobunda incelendiginde kokoid formdaki
bakterilerin iki kolu membrandz bir yapi ile baglanmis U sekilli basiller oldugu goriiniir.
Kokoid formlar metabolik olarak aktiftir fakat kiiltiirii yapilamaz (17). Zorunlu
mikroaerofilik bir mikroorganizma olup %5-10’luk CO;’li ortamlara gereksinim duyar.
H.pylori, %5-7 at kanl agarda zayif da olsa bir hemoliz olusturur. Uremesi i¢in uygun
diger besiyerleri Brucella, gukulata, Colombia ve Skirrow agarlardir. Kan, hemin,
serum, nigasta, komiir igeren besiyerlerini daha c¢ok sever. Kati besiyerlerinde ise
hareket yetenegini yitirir. En iyi iireme ortamlarindan biri de nemlendirilmis ¢ukulata
agardir. Ideal olarak 37°C’de, %98 nemli ve %5- 15 CO;’li ortamlarda 4-7 giinde
yaklasik 1-15 mm ¢apinda, yuvarlak, disbiikey, seffaf koloniler yapar. H.pylori, iireaz,
katalaz, DNAase, alkalen fosfataz, 16sinaminopeptidaz, gamaglutamil aminopeptidaz
enzimleri salgilayabilir. Bunlardan, 6zellikle ‘lireaz testi’nin pozitifligine yol acan iireaz
enzimi, mide Orneklerinden bakterinin dogrudan tanimlanmasinda kullanilmaktadir.
H.pylori, antibiyotiklere duyarlilik bakimindan da Campylobacter fetus’e benzer.
Penisilinler, sefalosporinler, tetrasiklinler, eritromisin, rifampisin, aminoglikozoidler,
metronidazol ve bizmut bilesiklerine duyarhidir. Kotrimoksazol, sefsulodin ve
polimiksin direnglidir. Ayrica, safra tuzlarima duyarliligi nedeni ile bagirsaklarda

tiremesi de miimkiin degildir (19).



Sekil 1. A. H.pylori’nin mikroskopik goriintiisii
B.H.pylori kolonisinin selektif H.pylori agardaki goriintiisii. (22)

Sekil 2. H.pylori’nin basil formundan kokoid forma gegisi (23).



Tablo 1: H.pylori’nin bazi temel 6zellikleri (19, 24)

Ozellik Etki

Spiral sekil Mukus iginde kolay hareket edebilmesini
saglar.

Flagella Mukus tabakasinin derinliklerine hareketi

saglar.

Lipopolisakkaritler; GM3 gangliozid ve
Lewis B antijenlerine 6zgiil baglanmay1

saglar.

Gastrik mukus algilayan hiicrelere selektif

kolonizasyon

Ureaz A ve B

Gastrik ortamda yasam siirdiirme (bazi
deneysel calismalarda amonyagin epitel

hiicresine toksik etkisi gosterilmis)

SOD, Katalaz, ATPaz Gasrik ortamda ve muhtemelen de
fagositik vakuollerde (H202’den
korunarak) yasamu siirdiirme

Fosfolipaz A ve B Mukusun epitelyal hiicre membranin

sindirimi, mukus 1slakliginin artig1

Proteaz

Mukusun ve epitelyal hiicre membranin

sindirimi, mukusun eriyebilirliginin artisi.

Vakuol yapict sitotoksin (Vac A)

Epitel hiicresi zararlanmasi

(Vakuolizasyon)

Diisiik molekiil agirlikli  kemoatraktif

proteinler (porinler)

Notrofil ve mononiikleer hiicreleri kendine
cekerek reaktif oksijen bilesikleri ve

interlokinlerin salinmasi

Cag A (Sitotoksin iliskili gen A)

Sitotoksin olusumu ve peptik {lserle

iliskili oldugu diisiiniiliiyor.

Is1 sok proteinleri (Hsp A ve B)

Otoimmiinitede rol oynar

LPS (Lipopolisakkarit) (Endotoksin)

Pepsinojen stimiilasyonu, enfeksiyonun

devam etmesi




Tablo-1°de  gosterilen  ozellikler bu  mikroorganizmanin  virulans  ve
patojenitesinde ¢cok onemli rol oynamaktadir. Fenotipik diizeyde tim H.pylori’ler ayni
olmakla birlikte genotiplerinde bazi farkliliklar vardir ve bu farkliligin iilser yapici etki
ile de ilgisinin oldugu diistiniilmektedir. H.pylori’lerin; lipopolisakkarit yapisi, vakuol
yapict sitotoksin (vacA), sitotoksin iligkili gen A (cagA) ve notrofil aktivasyonu
bakimindan farkliliklar gosterdigi saptanmistir. Bakteri, lipopolisakkarit antijenlerine
dayanilarak tiplendirilebilir. Flajeller antijenleri ise hem Campylobacter’lerle hem de
tir icinde ortak yapidadir. Ayrica ‘vakuol yapici sitotoksin’ H.pylori’lerin %65’inde
vardir ve epitel hiicresinde vakuol olusumu ile karakterli bir zararlanmaya yol

acmaktadir (19).

2.4. H.pylori’nin Siniflandiriimasi

Warren ve Marshall tarafindan izole edilen bakterilerin ilk adi Campylobacter
cinsine ait oldugu disiiniildiigiinden Campylobacter pyloridis’tir (Daha sonra dilbilgisi
kurallarina uygun olmadigindan C.pylori olarak degistirilmistir). Elektron mikroskopi
ve genetik calismalarla C.pylori’nin 16S rRNA sekansinin, flajella yapisinin ve dig
membran yapisinin farkli oldugu goriilmistiir. Bu spiral bakterilerin Campylobacter

cinsi degil yeni bir cins bakteri oldugu diisiiniilmiis ve Helicobacter ad1 verilmistir (28).

Tablo 2: H.pylori’nin siniflandirmasi (25)

Domain Eubacteri

Kingdom Bacteria

Phylum Proteobacteria

Class: Epsilonproteobacteria
Order Campylobacterales
Family Helicobacteraceae
Genus Helicobacter

Species Helicobacter pylori

H.pylori yiiksek cesitlilik gosteren, neredeyse her izolatinin birbirinden farkli
oldugu, 4kb’lik bir genom bolgesi icinde 1400°den fazla polimorfik bolge igeren bir
genoma sahiptir (20, 26, 27). Bu heterojenite smiflandirma sisteminin temelini

olusturmaktadir ve suslar arasindaki aymrim igin kullamlir. ik olarak H.pylori suslari
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cag PAI ve vacA’nin varligma gore tip 1 veya tip 2 olarak siniflandirilir. Bunu takiben
cagA’nin allelik varyasyonu, cag PAI’da taginan ve cagA toksini kodlayan suslar, sonra
cag A alleli tasima oranlarina gére Dogu Asya ve Batili suslar olarak siniflandirilir. Bu
sistem spesifik olarak proteinin C-ucundaki varyasyona gore suslari ayirmak igin
kullanilir. Dogu Asya suslari predominant olarak Japonya, Kuzey Kore ve Cin’de
goriillir, buna karsin, Batili suslar daha ¢cok ABD, Avrupa ve Avusturalya’da goriliir
(14).

2.5. Konak ve cevre

H.pylori’nin insanlarda yaklasik 58000 yil o6nce insan goglerinden Once
Afrika’da goriildigi distintilmektedir. Afrika’dan farkli yerlere go¢ eden insanlarin
H.pylori’yi tasidiklar1 ve bugiinkii suslarin yayilmasina neden oldugu diistiniilmektedir.
Kolonize bireylerin ¢ok sayida olmasindan dolayi, ¢ogunlugu hastalik gelistirmez ¢iinkii
H.pylori insanlarla birlikte yiizyillar iginde gelismis, bu da H.pylori’nin normal flora

olarak siiflandirilmasina neden olmustur (14).

Gastrik kanser ve H.pylori ile meydana gelen birgok hastaligin multifaktoriyel
bir etyolojisi oldugu diistiniilmektedir ve organizmanin spesifik 6zelliklerine ve konak
genetik faktorlerine bagli olmakla birlikte diyet gibi ¢evresel faktorler, bakteri susunun
tipi, konak genotipi ve ¢evresel faktorlerin hepsinin katkida bulundugu diisiiniilmektedir
(5,29). Cevresel agidan, diyet ve cografik lokasyonun hastalik tizerine biiyiik etkisi
oldugu goriinmektedir. Yapilan birgok ¢alismaya gore, islenmis et ve sebzelerde
nitrozaminlerin tiiketimi ayn1 zamanda yiiksek oranda tuz tiketimi H.pylori

indiiklenmis hastalik riskini arttirmaktadir (14).

Diinyada kanser insidansindaki farkliliklar, H.pylori enfeksiyonuna karsi gelisen

hiicresel immun yanitin tipine de baglidir (15).

Konak polimorfizmi, bakteriyel polimorfizm ve g¢evresel kosullarin hepsi
H.pylori’yi kommensalden patojene doniistiiren etkiler arasinda bulunmaktadir. Fakat
acik mekanizma net degildir. Fakat hastaligin siddetinin bircok H.pylori virulans
faktorlinlin iiretimine bagh oldugu ¢ok acgiktir (14). Farkli derecelerde virulansi olan

farkli H.pylori suslarinin varligi ispatlanmistir (29). Farkli suslarda cagA ve vacA gibi
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toksinler, dis membran poteini, HomB, BabA, IceA, SabA/B, Dup A ve OipA gibi

virulans faktorlerin herbiri ¢esitlilik gostermektedir. (14).

Enfeksiyonun belirtileri ve H.pylori’ye immun sistemin nasil yanit verdigi
aciktir. T hiicrelerinin varligi H.pylori’nin indiikledigi kronik aktif gastriti ilerletir.
Peptik iilserli hastalarda Thl ve Th2 hiicresel yanitta artis gosterir. Bu, daha sonra
gastrik hastaliklarla iligkili patolojiye katkida bulunur. Karsilastirildiginda, H.pylori
infeksiyonunda T-regiilatuar (Treg) hiicrelerinin rolii koruyucu gériinmektedir. Yapilan
caligmalarda Treg hiicrelerinin H.pylori enfeksiyonuna karsi efektor T hiicre yanitini
kontrol ettigi gozlenmistir. CD4*CD25" Treg hiicrelerinin artisi ile immunsupresif
sitokin IL10’un salgilanmasinin IL-8 ekspresyonu ile iligkili oldugu ve asemptomatik
tastyicilarda NF-KB aktivasyonu ile iliskili oldugu gosterilmistir. H.pylori’nin konak
hiicrede IL-8 ekspresyonunu indiikledigi bilinmektedir (14). IL-8 {iretiminin artmas,
mukozal inflamasyon ve enfeksiyonun klinik belirtileri ile baglantili oldugu
diistiniilmektedir (29). Muhtemelen, Treg hiicre yanitinin varligi IL-8 ekspresyonunu ve
NF-KB aktivasyonunu regiile eder, proinflamatuar sitokin IL-17yi baskilayarak
hastaligin ortaya ¢ikisini engeller. T hiicre immun yamitinin H.pylori enfeksiyonunun
belirtilerini ortaya ¢ikardigi diisiiniilmektedir. Th17 hiicreleri H.pylori iliskili patolojiyi
yonetmektedir (14).

2.6. Patogenez

H.pylori diinya populasyonunun yaklagik %50’sini enfekte eden insan
midesindeki bakteriyel bir patojendir. H.pylori enfeksiyonu ilk olarak gastrite neden
olur ve tedavi edilmezse peptik iilser, atrofik gastrit, intestinal metaplazi ve gastrik
kanser gibi uzun siireli baska enfeksiyonlara da sebep olabilir. Bu hastaliklarin
organizma tarafindan iiretilen spesifik faktorlere mi bagli yoksa gastrik mukozada uzun
siire kolonizasyon ve etkisinin neden oldugu kronik inflamasyondan mi kaynaklandigi

heniiz bilinmemektedir (1).

Kolonize olan bakterilerin sadece %?20’sinin epitelle direkt etkilesimde
bulundugu tahmin edilmektedir (3). H.pylori Kkolonizasyonu esas olarak midenin
antrumunda smirlidir. Bu bolge paryetal hiicrelerden yoksundur. Gastrik epitelyum

hiicreleri sindirim isleminden sorumlu olmakla birlikte bu onlarin tek fonksiyonu
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degildir. Mukozal epitelyum hiicrelerin kesin fonksiyonu alt tabakadaki dokulari

liimene gegebilen patojenik mikroorganizmalardan korumaktir (3).

H.pylori, mide epitel hiicrelerinin apikal yiizeyine ve koruyucu mukus tabaka
arasinda yerlesir. Bakteriler oral kaviteyi ve 6zofajiyal yolu hidrolitik enzimleri ve
notral PH varhigr ile gegerler. Pilorusu gegtikten sonra bakteriler PH’1 1-4 olan midenin
asidik liimeni ile karsilasirlar. Asidik kosullar, cogu proteini denatiire ederek gastrik
proteazlarla hidrolize eder (30). H.pylori, midedeki zor kosullara adaptasyonuna
yardimci olmasi igin birgok karistk mekanizmayi kullanir (3). H.pylori bu zorlu
kosullara karsi lireazin amonyak ve bikarbonat iyonlarmi iireten enzimatik aktivitesi
aracilig1 ile kendini korur. H.pylori’nin mukus tabakasina girmek igin mide liimenini
hizlica gectigi tahmin edilmektedir. Hidrolize edici enzimler salgilamasi, helikoidal bir
sekle sahip olmasi ve flajella ile hareket etmesi gibi 6zellikleri sayesinde mukusa
girebilir, adezinlerle apikal hiicre membranina giiglii bir sekilde tutunur ve konak
gastrik epitel hiicrelerinin plazma membraninin biitiinliigiiniin bozulmasini indiikler

(30).

Farkli ¢aligmalar H.pylori’nin mide epitelyum hiicreleri iizerinde apoptozun
indiiklenmesi, hiicre proliferasyonu ve epitelyum hiicre baglantilarinin bozulmas: gibi
birgok etkisinin oldugunu gostermistir.  H.pylori’nin hiicre yiizeyi ile iliskisinde
virulans triinleri ile ya konak sitokine geger yada H.pylori tarafindan salgilanan ve

spesifik yanitlar1 destekleyen gastrik epitel hiicreleri ile sinyal proseslerini aktive eder

(3).

H.pylori epitelyum hiicre-hiicre baglantilarini, hiicre polaritesini bozar,
epitelyum hiicre reseptorlerine baglanir ve fonksiyonel yolaklarini stimiile ederek hiicre

proliferasyonunu da bozar (3).

Patojen ve konak arasindaki iliskide virulans mekanizmasi tam anlasilmis
degildir. Enfeksiyonun baslamasina neden oldugu diisiiniilen baz1 6nemli mekanizmalar
tanimlanmistir.  H.pylori’nin midedeki asidik limene maruz kaldigi miiddetce
organizmanin etrafindaki PH’1 notralize eden Onemli bir enzim olan {ireazin
tiretiminden gorevli olan bir gen ailesine mutlaka ihtiyaci vardir. Ayrica flajellumunu

basarili bir sekilde iiretip yonetebilmesi i¢in genis bir motilite gen setine ihtiyaci vardir.
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Motilite olmazsa H.pylori mide epitelini kendi firettigi asitten koruyan mukus
tabakasina penetre olamaz (1). Bakteri mukus tabakasinda kaldigi middetce, gastrik
epitel hiicrelere siki baglanmaya izin veren birgok klasik ylizey adezinleri eksprese eder.
H.pylori genomu 30’dan fazla dis membran proteini (OMPS) kodlar, bunlar
Helicobacter dis membran proteinleri (Hop) ve Hop iliskili (Hor) ailesi olarak ikiye
ayrilir. Hop grubu proteinlerde tanimlanmig bir¢ok hiicre adezyon faktorii vardir; BabA,
SabA, AlpA/B, Hopl, HopQ, HopZ ve OipA (3, 31). ilk tanimlanan H.pylori adezinleri
olan BabA ve SabA, gastrik epiteldeki hiicresel subpopulasyon iizerinde bulunan
oligosakkarit antijenlerine baglanirlar. Bunun g¢esitli virulans faktorlerinin konak hiicre

epiteline tutunmasi ig¢in 6nemli oldugu diisiinilmektedir (1).

Tablo 3: H.pylori’nin virulans faktorleri (32)
Virulans Faktorleri ~ Patogenezdeki rolii
Ureaz Midedeki asidik ortama karsi direng saglar, enfeksiyonun

erken fazlarinda dogal bagisiklik

Flajella Bakterinin  hareketinden  sorumludur,  kolonizasyonda
onemlidir.
BabA 78 kDa dis membran proteini, flukozillenmis Lewis” kan grubu

antijenine baglanir, epitel hiicrelerine adezyonda gorevlidir.

OipA Dis membran proteini, proinflamatuar sitokin ekspresyonu ile
MMP-1’in uyarilmasinda rol oynar, beta kateninin nukleusa
gbcline yol acar.

SabA Dis membran proteini, epitel hiicresindeki siyalize-Le™e
baglanir, notrofillerin aktivasyonunda rol oynar.

VacA 95 kDa salinan toksin, konak hiicre polaritesini bozar,
apoptozu indiikler, T hiicre proliferasyonunu ve efektor
fonksiyonunu baskilar

Cag PAI 37 kb genomik fragman, Tip IV sekresyon sistemini (T4SS)
kodlayan 29 geni igeren bolge

CagA ( Sitotoksinle 140 kDa protein, T4SS araciligiyla konak hiicreye girer, konak

iliskili gen A) hiicrelerinin siki baglantilarin1 pargalar, kanser olusumuna yol

acar.
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2.6.1. BabA (Blood Group Antigen Binding Adhesin)

Kan grubu baglayan antijeni kodlayan adezin, BabA, ilk kesfedilen H.pylori
adezinidir (3). Bu proteinler sayesinde bakteri mide peristaltizmi ve ortamin asidine
kars1 korunur. Lewis b'ye baglanmada daha etkin oldugu diistiniilen babA ayn1 zamanda
flajellindir (33). BabA, babA2 geni tarafindan kodlanir ve konak hiicredeki
fukozillenmis (Leb) antijenine baglanir. BabA2’nin bulunmasi duodenal iilser hastaligi
ve mide kanseri ile iliskili olup, cagA ve VacA sl allelleriyle bir arada bulundugunda

daha agir hastaliklarin olusumuna neden olur (32).

2.6.2. SabA (Sialic Acid Binding Adhesin)

Siyalik asit baglayic1 adezin (SabA), H.pylori’nin mide epitel hiicrelerindeki
siyaliye olan Le*e baglanmasinda rol oynar. H.pylori’nin iltihaplanmis gastrik
mukozaya tutunmasini arttirir. H.pylori’den kaynaklanan kronik gastritin tipik 6zelligi
nétrofillerin mide mukozasina infiltre olmasidir. SabA, siyaliye olan Le* araciligiyla
notrofillere baglanarak mide epitel hiicrelerinde oksidatif patlamaya (oxidative burst)
yol agar. Bunun sonucu olarak, mide epitelinde oksidatif hasar olusur. H.pylori’de
sabA’ nin varligi, mide kanseri, intestinal metaplazi ve korpus atrofisiyle iliskiliyken

yoklugu duodenal iilser olusumu ve nétrofil infiltrasyonuyla baglantilidir (3,32).

2.6.3. Alp A/ B (Adherence Associated Lipoprotein)
AlpA ve AlpB, H.pylori adezyonundaki OMP’leri kodlayan homolog 2 gendir.
AlpA ve AlpB hiicresel adezyonda bulunur ve proinflamatuar sinyal kodlarini yonetir

ve IL-6’nin daha diisitk mukozal diizeylerini indiikler (3).

2.6.4. HopZ (Helicobacter Outer Membrane Protein)

HopZ geni iirlini bakterilerin yilizeyinde bulunan diger bir H.pylori adezin
proteinidir. HopZ bakteriyel adezin proteini olarak tanimlanmistir fakat hopZ mutant
suslar AGS hiicrelerine tutunmayi azaltir. AlpA/B’ye benzer sekilde HopZ i¢in konak

baglama reseptori hala bilinmemektedir (3).

2.6.5. OipA (Outer Membrane Inflammatory Protein)
Dis membran inflamatuar proteini (OipA), 34kDa, hiicre yiizey proteinidir. Mide
epitel hiicrelerine H.pylori’nin tutunmasinda rol oynar. Fakat OipA adezyonu igin

konak reseptérii henliz tamimlanmamistir. Bununla Dbirlikte, OipA, matriks
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metalloproteinaz 1 (MMP-1)’in artisinda, glikojen sentaz kinaz 3b (GSK-3b)’nin
inhibisyonunda ve B katenin’in nukleusa translokasyonunda gorev alir. B katenin’in
nukleusa translokasyonu karsinogenezde etkin olan genlerin ekspresyonuna neden olur.
Ayn1 zamanda oipA, proinflamatuar sitokinlerden IL-8, IL-6 ve RANTES’in
ekspresyonunu cagA ile birlikte regiile ederek inflamatuar yanit olusumuna ve aktin
hiicre iskeletinin yeniden diizenlemesine yol agar. Fonksiyonel OipA’nin bulunmasiyla
duodenal iilser, mide kanseri ve nétrofil infiltrasyonunun arasinda baglanti

gosterilmistir (3, 32).
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Sekil 3. H. Pylori virulansinda bakteriyel tutunmanin rolii (34).

2.6.6. Mide Epitelini Etkileyen H.pylori Virulans Faktorleri
2.6.6.1. Cag PAI (Sitotoksin iliskili Gen-Patojenite Adasi)

Cag PAI muhtemelen en ¢ok calisilan H.pylori virulans faktoriidiir. Cag PAI,
40kb’lik bir DNA parcasidir ve 31 gen grubu igerir; cagA proteinini ve tip IV sekresyon
sisteminin(T4SS) bilesenlerini kodlar. CagA proteini, epitelyal hiicrelerin i¢ine girer,
T4SS’1 gecerek bakteriyel onkoprotein gibi davranir (1, 3, 13). T4SS aslinda igne
benzeri yapidadir. T4SS, Src ailesi kinazlarla fosforilasyondan sonra epitelyum hiicre
membranina baglanir ve SHP-2’yi aktive ederek ¢oklu hiicresel yanit1 baslatir. SHP-2,

fosfataz1 aktive eden c¢oklu etkilere sahiptir. Mide epitel hiicrelerin tight junctionlar1 ve

16



aderens junctionlarinda degisikliklere neden olur. CagA bu degisiklikleri E-kaderin,
Z0O-1 ve JAM gibi farkli junction proteinleri ile etkileserek yapar, normal epitelyum
yapisini, tight ve aderens junctionlarin normal fonksiyonlarmi etkiler. B-katenin, bir
transmembran proteini olan E-kaderin ile baglant1 kurarak hiicre-hiicre fonksiyonlarinda
lokalizedir. E-kaderin/B katenin kompleksinin epitelyum hiicre-hiicre baglantisinda
esansiyel bir rolii vardir ve epitelyum hiicre dokusunun normal yapisinda bulunur.
H.pylori enfeksiyonu boyunca fosforilasyon bagimsiz bir yolla, cagA’nin
translokasyonu ile E-kaderin/p katenin kompleksi bozulur. E-kaderin/p katenin
kompleksinin cagA ile bozulmasi mekanizmasi heniiz bilinmemektedir, fakat cagA’nin
E-kaderine baglanmak i¢in B katenin ile yaristig1 diisiiniilmektedir. Ayni zamanda cagA,
E-kaderin ile indirekt olarak baglanir ve bu baglanti E-kaderin/p katenin kompleksini
bozar. E-kaderin/p katenin kompleksindeki bozukluk cagA’nin E-kaderin ile etkilesmesi
ile gergeklesir, aderent kompleksten E-kaderin salinimina onciiliikk eder, sitoplazma ve
nukleusta p katenin yapimi ve [ katenin aracili sinyalin aktivasyonu, bu gastrik
epitelyum hiicrelerin transformasyonunu indiikler. ilaveten, tight junction yap: proteini
Z0-1’in yeri, cagA eksprese eden hiicrelerde tasinan cag ve ZO-1’in bazolateral
membranda yer degistirmesi 1ile iliskilidir. Epitelyal baglantisal defektlerin
indiiklenmesine ilaveten, cagA ayni zamanda PAR1/MARK kinaz baglanti yolu ile
polarite defektlerine de yol agar. Epitelyum hiicrelerin polaritesinin korumasinda
bolinmiis defektif-1 (patitioning defective 1) kinazlar (PAR1), mikrotiibiil iligkili
proteinlerin (MAP’s) fosforilasyonu ile 6nemli bir rol oynar. PAR1, epitelyal polariteyi
saglamak icin tight junctionlardan salinir. PAR1’in tight junctionlardan ayrilmasi atipik
proteinkinaz C ile meydana gelir, bu da PARZ1’i tight junctionlarda baglar ve fosforile
eder. Membrandan PAR1’in salinim1 PAR1’in apikal membrana penetrasyonunu inhibe
eder. H.pylori infeksiyonu boyunca taginan cagA PARI ailesi kinazlarin 4 {iyesinden
biri olan PAR1b’ye baglanir, (PAR1b’nin aktivitesinin inhibisyonu ve fosforilasyonu
bir PKC ile meydana gelir) sonunda baglantisal ve polarite defektlerine neden olur (3).
H.pylori infeksiyonu boyunca artan hiicre proliferasyonu, prekanseréz oldugunu

gostermek i¢in iyi bir gostergedir (1).
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Sekil 4. CagA ve peptidoglikan hiicreyi bir¢ok yolla etkiler (35).

2.6.6.2. CagA (Sitotoksin liskili Gen)

CagA pozitif H.pylori ile gastrik kanser gelisiminin molekiiler mekanizmasi ile
ilgili calismalar yapilmistir. CagA sebepli tlimorogenezisin ilk asamasi CagA’nin
gastrik epitelyal hiicrelere translokasyonudur. H.pylori, integrinler ve fosfotidilserin gibi
konak hiicre molekiillerini CagA’nin konak hiicreye girisi icin kullanir. laveten CagA
translokasyonu, endositik yolaktan saglanan enerji bagimli konak hiicre prosesine
thtiyac duyar. Sitomembran kolesterol ve aktin polimerizasyonu da cag A

translokasyonu i¢in 6nemlidir (13).

CagA, H.pylori’nin en iyi ¢alisilan virulans faktorlerinden biridir; bunun toksini
120-145 kDa biiyiikliigiindedir. Ve cag PAI iizerinde taginan cagA tarafindan kodlanir.
PAI tasiyan H.pylori suslarin tasimayanlara gore ¢ok daha virulant oldugu
bilinmektedir. Tip IV sekresyon sistemi (T4SS) ile konak hiicreye translokasyonunu
takiben, cagA etkisini direk olarak Okaryotik hiicre tiizerinde gosterir. Roli
multifaktoriyel gériinmektedir ve cagA bakterilerin devamliligina yardimci olmak igin

konak immun yanitin1 da regiile etmektedir (14).

CagA, Cag PAI'nin bir ucundan kodlanir ve diger bakteri tiirlerinde homologu

goriilmez. CagA muhtemelen H.pylori ile iliskili en virulant faktordiir ve enfekte eden
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tiirde varlig1 peptik iilser hastalig1 ve gastrik kanser igin bir risk faktoriidiir. Okaryotik
hiicrelere T4SS ile translokasyonunu takiben, cagA konak hiicrede plazma
membranindaki fosfotidilserine baglanir ve tirozin kaynaklarindan fosforillenir.
CagA’nin tirozin fosforilasyon bolgesinin karakteristik 0zelligi proteinin karboksi
polimorfik bolgesinde Glu-Pro-lle-Tyr-Ala (EPIYA) motifinin varhigidir (20, 36).
EPIYA motifinde bulunan tirozin; konak hiicre kinazlart C-Src ve c-Abl
fosforilasyonundan sorumludur. Fosfo-cagA SHP-2 ile bir kompleks olusturur. -SHP-2
bir tirozin fosfataz proteinidir. Bu kompleksin olusumu sonuglar1 alinir ve SHP2’nin
konak hiicre membraninda asil aktivasyonu saglar. Bir¢ok sinyal yolagi cagA ile
indiiklenmis SHP-2 aktivasyonunun sonucudur. cagA tarafindan SHP-2’nin
deregiilasyonu hiicrede uzama ile sonuglanir bu, “hummingbird fenotipi” olarak
adlandirilir. Infekte hiicrelerin uzun goriinmesi ve Ras bagimsiz Erk modifikasyonuna
bagimli, cagA ile PAR1/MARK ile ayn1 zamanda translokasyon devam eden Okaryotik
hiicrede cagA’nin stabilizasyonu iginde Onemlidir; C-terminal EPIYA motifinde
delesyon cagA’nin yarilanma omriinde 6nemli derecede diisiise neden olmaktadir (3,

14).

EPIYA motiflerinin 4 biiyiik tipi vardir. (A, B, C ve D) EPIYA-A, EPIYA-B ve
EPIYA-C motifleri ardarda “batili suslar’da bulunur. EPIYA-A, EPIYA-B ve EPIYA-D
motifleri “Dogu Asya” suslarinda bulunur. Bu motifler polimorfizme katkida bulunur,
proteinin C ucunda ve ard arda 1°den 7’ye kadar olan tekrarlari bulunur. EPIYA
motiflerin miktar1 fosforilasyon seviyeleri ile ve epitelyum hiicrelerinde goriilen

etkilerle orantilidir (3).

Diger yandan fosforile olmayan cagA, Met, E-kaderin, Grb2 ve Parlb gibi ¢esitli
sinyal proteinleri ile etkilesir ve Fosfotidilinositol 3-kinaz/Akt (PI3K/Akt) sinyal yolu,
niikleer faktor KB (NF-KB) sinyal yolu ve digerleri gibi benzer sinyal yolaklarini aktive
eder. Bu etkilesimler ve bu sinyal yolaklarmin aktivasyonu hiicre-hiicre baglarinin
kesilmesi veya hiicre polaritesinin kaybolmasi gibi epitelyal proliferasyon ve pro-

inflamatuar prosese katkida bulunur (13).

CagA proteinine ilaveten, peptidoglikan ve muropeptidler gibi bakteriyel hiicre
duvar1 komponentleri de T4SS araciligi ile konak epitel hiicresinin igine gecer. H.pylori

peptidoglikani, NODI1 tarafindan taninir, intraselliiler patojen-iligkili molekiiler patern
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(PAMP) tanima reseptorii, peptidoglikana duyarli olan, NF-KB aktivasyonunu indiikler

ve proinflamatuar immun yanitlar1 upregiile eder (3).

2.6.6.3. VacA (Vakuolize Edici Sitotoksin A)

VacA proteini, konaga baglanmasi i¢in genis bir dizi aktiviteye sahiptir;
membran insersiyonu, anyon- idareli kanal aktivitesi, transepitelyal direnci degistirme,
antijen prosesinin inhibisyonu ve apoptozun indiiklenmesi gibi. Muhtemelen konak
hiicrede membran biitiinliigiiniin bozulmasi, konak hiicre ylizeyinde dogal olarak varligi

arttirir (1).

H.pylori’nin ikinci 6nemli bir toksini, virulans faktorii vacA’dir. VacA 1988’de
bulunmustur ve her susta bulunmayan cagA’nin aksine hemen biitiin H.pylori suslarinda
bulunur. VacA hiicre membraninda por olusturarak konak hiicreden iire ve anyonlarin
salinimin1 uyarir. Geisse ve ark vacA’nin lipit tabakasina etkin baglanmasinda
kolesteroliin gerekliligini gostermislerdir. VacA ayrica kolesterol, sfingomiyelin ve
dioleoilfosfatidilkolinden olusan iki katmanl yapi ile etkilesim halindedir ve genellikle
sfingomiyelince zengin bolgeleri hedef aldigi bilinmektedir (37). Ilk olarak 140kDa
bliyiikliiglinde bir protoksin eksprese eder ve bir ototransporter mekanizmasi ile
88kDa’luk matur bir toksine doniisiir. Bu sekrete edilen form 33kDa (p33) ve 55kDa
(p55) fragmentlik formlara doniisiir. VacA’nin, AB toksini ile yapisal benzerligi oldugu
diistiniilmektedir. Son ¢alismalara gore, vacA yeni AB toksinleri igeren yeni bir subtip
modelidir. P33’den olusan A subuniti por formasyonu i¢in yanittir, enzimatik aktiviteye

gore ve p55°den olusan B subuniti konak hiicre membranindaki etkisine yanittir (3, 14).

VacA geni biitiin H.pylori suslarinda bulunur ve suslar arasinda 6nemli sekans
farkliliklar1 gosteren iki bolge igermektedir. S(sinyal) bolgesi ve m (medium) bolgesi.
Genin 5’ ucunda yerlesmis olan s bolgesinin iki biiyiik tipi, s1 ve s2’dir. S1 bdlgesinin
ise bilinen 3 subtipi (sla, slb, slc) vardir. m bdlgesinin de iki biiyiik tipi vardir, m1 ve
m2. Biitiin H.pylori suslari vac A geni icermesine ragmen, sitotoksin iiretme 6zellikleri
farklidir. m1 suslart m2’ye gore daha ¢ok toksin aktivitesi gosterir. sla tipi s1b’ye gore

daha aktiftir ve s2 tipinin farkedilir bir aktivitesi yoktur (29).

VacA’nin ilk olarak Racl GTPaz ile kontrol edilen F-aktin yapisinin altindaki

plazma membran bdlgesine baglandig1 bildirilmistir. VacA daha sonra klatrinden
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bagimsiz Cdc24 ile kontrol edilen erken endositik kompartman iginde pinositoz edilir ve
vakuol olusumunu uyaran ge¢ endozom olusur (37, 38). CD2-iliskili proteininin
(CD2AP) VacA igeren erken endozom ile filamentdz aktin (F-aktin) arasinda koprii
kurdugu bildirilmistir. CD2AP, F-aktin yapisim1 diizenler ve VacA’nin erken
endozomdan ge¢ endozoma transferi i¢in gereklidir (37, 40). H. pylori ile enfekte epitel
hiicre kiiltiiriinde kullanilan golgi par¢alama ajani Brefeldin A (BFA)’nin VacA’nin
indiikledigi hiicre vakuolasyonunu artirdigr ve ayrica vacA’nin diisiik toksik formlari ile
hiicresel vakuolizasyonu indiikledigi gosterilmistir (37, 41). VacA, T hiicre
proliferasyonu inhibisyonunda rol alir. Transforme T hiicre hattinda, VacA optimal T-
hiicre aktivasyonu i¢in gerekli olan transkripsiyon faktorii niikleer faktor aktive edici T
hiicreleri’ni (NFAT) inhibisyonu ile T-hiicresi canliligi ve proliferasyonu i¢in gerekli
olan IL-2 salinimini bloke eder. Sundrud ve ark (37, 42) VacA’nin NFAT aktivasyonu
ve IL-2 ekspresyonundan bagimsiz olarak, aktif CD4+ T-hiicrelerinin proliferasyonunu
inhibe ettigini gostermislerdir. VacA sitozol igine gecer, mitokondri i¢ membraninda
toplanarak endojen mitokondri kanallar1 aktive olur ve bdylece apoptoz uyarilir.
VacA’nin proapoptotik etkisi hiicre tipine baglidir ve gastrik epitel hiicrelerde sinirh
kalacag1 diisiinlilmektedir. CagA’dan farkli olarak VacA’nin T hiicre apoptozunu
uyarmadigi ve T hiicre proliferasyonunu onemli derecede azalttigr diisiiniilmektedir
(37). Ayrica, VacA, Bax ve Bak proapoptotik proteinlerini aktive ederek mitokondriden
sitokrom-c salinimin1 uyarir ve boylece vacA ile uyarilmis apoptozun hiicrenin

vakuolizasyonundan bagimsiz oldugu gosterilmistir (37, 38).
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Sekil 6. Multifonksiyonel bir toksin olan VacA-VacA vakuoller olusturabilir,

endozomlar ve erken lizozomlar olusturabilir. Hiicre tarafindan alinarak mitokondride
lokalize olur. Bu da apoptoza neden olur. Hiicre membranindaki bir proteine baglanir,

inflamasyonu indiikler ve T-hiicre aktivasyonunu ve proliferasyonu engeller (39).
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2.6.6.4. Ureaz

H.pylori iireyi amonyaga cevirerek mide asiditesini notralize eden ve boylece
kendisine hayatta kalmak i¢in daha uygun bir PH saglayan iireaz enzimine sahiptir (20).
H.pylori tireazi muhtemelen bakterilerden en ¢ok miktarda eksprese olan proteindir,
toplam protein agirhginin %10’u kadardir. Ureaz yiiksek molekiiler agirhikli bir
multisubunit enzimdir. A ve B olmak iizere iki subuniti vardir. Molekiiler agirliklart
sirastyla 29,5 ve 66 kDa’dur. Enzim bir dodecameric agregat1 igerir. Ureaz enzimatik
aktivitesi en iyi bilinendir, tireyi amonyak ve bikarbonata hidrolize eder, bu da lokal

mikrogevrede PH’1n dengelenmesine yardime1 olur (3).

Ure Amonyum-+bikarbonat
I'l\ll b}

C==0 +2 HyO + H* —=— 2 NH;* + HCO3
|
NH2

Ureaz ayni zamanda Class Il major histokompatibilite kompleks (MHC)
molekiili ve CD74’iin her ikisine de direkt olarak baglanarak bir adezin gorevi de
yapar. Ureazin bakteriyel adezin gdrevine destek, bazi calismalar gdstermistir ki, iireaz
mutantlar1 hidroklorik kosullarda kolonize olamazlar. Diger bir calisma gdstermistir ki,

tireaz aktivitesinin %50’sinden fazlas1 bakterilerin yiizeyinde ¢evrilidir (3).

2.6.6.5. Htr A (High temperature requirement A)

HtrA, H.pylori’nin salgiladigi, son tanimlanan tirinlerden biridir ve enzimatik
aktivitesi vardir. HtrA’nin serin proteaz aktivitesi oldugu gosterilmistir ve bunun
tizerindeki substratlardan biri adezin molekiili olan E-kaderindir. E-kaderinin
ektodomaini ve proteolizisinin, aderens baglantilarinin yikimina katkida bulundugu
ispatlanmigtir. HtrA, epitel bariyeri baglantilarini keser ve H.pylori’nin epitelyum
hiicrelerinin arasindan hiicreler aras1 bosluga girmesine izin verir. Salinan E-kaderin

ektodomaini gastrik kanserde anahtar bir prognostik indikatordiir (3).

2.6.7. H.pylori Tarafindan Indiiklenen Epitelyum Sinyali
H.pylori’nin etkiledigi sinyal yolaklari, en ¢ok calisilan, cagPAI pozitif suslari

tarafindan etkilenmektedir, bu suslar daha virulan ve Onemli inflamatuar yanitlar
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indiikler. CagA ve muropeptidler T4SS vasitasi ile konak epiteline geger. Bunlar daha
sonra birgok sinyal yolaklarini tetikler, epitelyum hiicre gen ekspresyonu ve
proinflamatuar  sitokinler =~ ve  kemokinlerin  tretimi ile sonuglanir. Bu
sitokinlerin/kemokinlerin  ekspresyonunun merkezi bir medyatori NF-KB’dir.
Proinflamatuar sitokinler/ kemokinleri indiiklemesi roliine ilaveten, onun hedef
genlerinden biri Bcl-XL, mitokondriyal apoptoz yolagini baskilayabilir, kontrolsiiz

proliferasyona Onciiliik yapabilir (3).

Epitelyal hiicre sinyalizasyonunun H.pylori tarafindan indiiklenmesinin 6nemli
bir sonucu, gastrik epitel hiicrelerde EGFR transaktivasyonudur. Bunun i¢in 6nerilen
mekanizmalardan biri HB-EGF sinyalini takiben ekstraselliiler transmembran
parcalanmasi ile gerceklesmektedir. Parcalanma metalloproteinlerin  ADAM ailesi
araciligr ile gerceklesir, bunlar ¢inko bagimlidir. Diger olast mekanizma, NADPH
oksidaz araciligi ile ROS olusumu, EGFR transaktivasyonuna oOnciililk eder. Bu
transaktivasyon hem cagPAI pozitif hem de negatif suslarda meydana gelir. Buna
ilaveten, H.pylori ile y-glutamiltranspeptidaz eksprese eder, bu gastrik epitel hiicrelerde
HP-EGF’nin bir upregiilatorii olabilir. ADAM ailesi proteinler ayni zamanda IL-8,
PGE-2, gastrin, ve pipo i¢imi ile oksidatif hasar1 iceren EGFR transaktivasyon

yolaginda bulunmaktadir (3).

H.pylori infeksiyonu boyunca aktive olan farkli sinyal yolaklarini anlamak,
sadece hastalik mekanizmasim1 anlamak i¢in degil, potansiyel ila¢ hedeflerini

tanimlamak i¢in de 6nemlidir.

2.6.8. Diger Virulans Faktorleri
2.6.8.1. DupA (Duodenal Ulcer Promoting Gene A)

2005’te tanimlanan bir virulans faktordiir. Duodenal iilseri arttiran dupA geni,
H.pylori genomunun yumusak bdlgesinde bulunur. DupA patogenezi antrumda IL-8
indliksiyonunda goriinlir. Antrum agirlikli gastrite Onciilik eder, duodenal {ilser
gelisiminde  Karakteristiktir.  Ilaveten ~ monositlerdeki  I1L-12’yi  indiikledigi
diistiniilmektedir (43).
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2.6.8.2. HP-NAP (Notrofil aktive edici protein)

HP-NAP (H.pylori noétrofil aktive edici protein), iireaz enzimi ile birlikte
midedeki fagosit ve mast hiicrelerinin lamina propria tabakasina gogiinde rol oynar (44).
TASS ve ferritin ailesine ait demir baglayan, 150-kDa’luk kemotaktik HP-NAP lamina
propriada inflamatuvar hiicrelerin aktivasyonunda onemli rol oynar. H.pylori suslari
yiizey hemagliitininleri ve heparan siilfat baglayan proteinleri eksprese ederler ve bu
sekilde fagositler ile etkilesime girerler. Hemagliitininler H.pylori’nin nétrofillere
adezyonuna yardimci olur. HP-NAP, nétrofilleri uyararak reaktif oksijen ara iiriinlerini
iiretmesine, Ca”* ve fosforilat sitozolik hiicresel sinyal molekiillerini serbest
birakmasina ve notrofillerin ylizeyindeki B2 integrinlerin eksprese edilmesine neden
olur. Notrofillerden reaktif oksijen ve nitrojen ara iirlinleri ile proteazlarin salinmasi,
epitel hiicrelerine direk toksik etki yaparak epitel hasarinda temel bir rol oynamaktadir.
Aynm1 zamanda, H.pylori dis membran proteini SabA’nin, nétrofillere H.pylori
baglanmas1 ile G proteinine bagli sinyal yolagim1i ve PI-3K’in daha sonraki

basamaklarinin aktivasyonunu uyarabildigi gosterilmistir (44).

2.6.8.3. Ice A (The induced by contact with epithelium gene)

Son zamanlarda tanimlanan diger bir virulans faktorlerden biri ice A’dir. Vac A
gibi biitiin H.pylori suslarinda vardir. ice A ve ice B olmak iizere iki allelik formu
bulunmaktadir. Peptik iilser hastalig1 igin marker olabilecegi diisiiniilmektedir. Ice A
prevalans1 Tiirkiye’de fazla calisiilmamistir. Hollanda ve Amerika’da yapilmis
calismalarda ice Al allelinin peptik tlser hastaliginin gelismesi ile ilgili oldugu
gosterilmistir. Erzin ve ark. Tirkiye’de yaptiklar1 ¢alismada da Hollanda’dakine benzer

sekilde ice A1 alleli yiiksek oranda saptamiglardir (29).

Ice Al, Neisseria lactamica’nin bir geni olan, CTAG-spesifik bir endonukleaz
kodlayan nlalllR ile sekans homolojisi gostermektedir. Diger taraftan, ice A2’nin
homoloji gdsterdigi bilinen bir gen yoktur. ice A2 geni iiriiniiniin fonksiyonu
bilinmemektedir. Yapilan bazi caligmalarda ice Al’in varligi ile peptik iilser arasinda
onemli bir baglanti oldugu gosterilmistir. ice Al’in ekspresyonu, H.pylori ve insan
epitelyum hiicrelerinin temasi ile kontrol edilmektedir ve ice Al genotipi mukozal IL-8
ekspresyonu ve akut antral inflamasyon gelisimi ile iliskilendirilmistir. Shiota ve
ark.’nin yaptig1 bir metanaliz ¢alismasinda ice Al’in Asya iilkelerinde batili iilkelere

gore daha fazla oranda goriildiigli saptanmistir. Bunun aksine ice A2 alleli prevalansinin
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ise batili {ilkelerde Asya iilkelerine gore daha fazla oldugu goriilmistiir. Ayrica ice
ATl’in peptik iilserle dnemli derecede iliskisi oldugu fakat gastrik kanserle bir iliskisi

olmadigi saptanmistir (45).

2.15. Tam

Genel olarak, H.pylori tanisi i¢in kullanilan testler invaziv ve noninvaziv testler
olmak iizere ikiye ayrilir. Invaziv testler, mide dokusundan kiiltiir, PCR, hizl1 iireaz testi
ve histopatolojik testleri igerir, noninvaziv testlerde ise H.pylori antijenleri igin diski,

antikor tetkikleri igin serum, idrar ve oral drneklere ihtiyag vardir (46, 47).

Tablo 4: H.pylori tanisi i¢in kullanilan testler

INVAZIV TESTLER NONINVAZIiV TESTLER

e Direkt Mikroskobik Inceleme ve
Direkt Floresan Antikor (DFA)

Serolojik Testler

Y Ontemi
e Kiiltiir e Ure nefes Testi
e Hizli Ureaz Testi e ldrarda veya Kanda C 3 Olgiimii

e Histolojik Inceleme Diskida Antijen Testi

e Molekiler Yontemler

2.7.1. Non-invaziv Testler
2.7.1.1. Ure Nefes Testi

Ure Nefes testi non-invaziv testler arasinda en giivenilir ydntem olarak kabul
edilmektedir. Bu amagla hastaya C13 ve C14 izotoplar ile isaretlenmis iire soliiSyonu
icirildikten sonra nefesle disar1 verdigi hava bir torbada toplanarak, isaretli CO; 6l¢iiliir.
Midede H.pylori varliginda, bakterinin {ireaz enzimi lireyi pargalayarak amonyak ve
isaretli CO; olusturur ve bu CO, nefeste saptanir. Radyoaktif CO; dl¢iimii en sik kiitle
spektrofotometresi ile yapilmaktadir, ancak infrared spektrofotometreler ile de daha
diisiik maliyette ve benzer performansta sonuglar alinmaktadir. Bu testin sensitivitesi
%98, spesifitesi %100 olarak bildirilmektedir. En iyi sonug, iire solusyonunun sitrik asit
ile verilmesi ve ire igilmesinden 20-25 dakika sonra nefes testinin yapilmasi ile

alinmaktadir. Cut-off degeri her protokolde farkliliklar gostermektedir. H.pylori
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tedavisinin takibinde de oncelikle onerilen testtir. Ancak yalanci pozitif sonuglari ekarte
etmek i¢in iire nefes testi eradikasyon tedavisinin bitiminden en erken 4-6 hafta sonra

yapilmalidir (48).

2.7.1.2. Diskida Antijen Testi

Diskida antijen testi uygulamasi kolay ve hizli sonu¢ veren bir yontemdir.
Maastricht 11l kriterlerinin “test ve tedavi” stratejisinde Onerilen test olmasina ve iire
nefes testi kadar basarili  sonuglar alinmasina ragmen maalesef yaygin
kullanilmamaktadir. ilk {iretilen kitlerde poliklonal antikorlarin kullanilmasi sonucu
yalanct pozitif reaksiyonlarin yiiksek oranda goriilmesi nedeniyle son yillarda
monoklonal antikor i¢eren kitler piyasaya siirlilmiistiir. Bu testlerin duyarlilig1 %58-96,
ozgilligii ise %67-100 olarak bildirilmektedir. Klinisyenin hasta basinda
uygulayabilecegi monoklonal antikor igeren immunokromatografik kart testler de
gelistirilmistir. Ancak standart laboratuvar Enzimimmunassay (EIA) testlerinin daha
dogru sonu¢ verdigi bildirilmektedir. Enfeksiyon prevalansinin yiiksek oldugu
bolgelerde diskida antijen testleri ile olduk¢a verimli sonuglar alinmasina ragmen bu
testler ile karsilasilan problemlerden birisi prevalansin diisiik oldugu bolgelerde
performanslarinin diisiik olmasidir. Bu nedenle prevalansin diisiik oldugu bolgelerde bu
testlerin {ire nefes testi veya serolojik testlerle kombine edilerek kullanilmasi
onerilmektedir. Monoklonal antikorlar1 igeren antijen testleri eradikasyon tedavisinin
takibinde de onerilmektedirler. Tedavi bitiminden 4-8 hafta sonra yapilmalidirlar.
Cocuklarda digkida antijen testleri kullanildiginda dikkatle degerlendirilmelidir. Cocuk
hastalarda “gegici H.pylori enfeksiyonlar1” olabilmekte ve bu nedenle antijen testleri ile
bu donemde yalanci pozitif sonug alinmaktadir. Cocuklarda eger semptom varsa testin
giivenirliligi artmaktadir, asemptomatik c¢ocuklarda ise test sonuglar1 dikkatle

degerlendirilmelidir (48).

2.7.1.3. Serolojik Testler

Kanda H.pylori’ye kars1 olusmus antikorlar1 saptayan bu testler yaygin olarak
kullanilmaktadir. Uygulamasi kolay ve diger yontemlere gore ucuz olmalar1 nedeniyle
tercih edilmektedirler. EIA en sik kullanilan yontemdir. Bu testlerin uygulanmasinda
kullanilan antijenin se¢imi ¢ok Onemlidir. Asya ve Avrupa’da enfeksiyon olusturan
suglarin farkliliklar1 nedeniyle lokal antijenlerden hazirlanmig Kitlerin tercih edilmesi

onerilmektedir. Ayrica testin cut-off degerinin bolgesel ve yasa bagli olarak modifiye
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edilmesinin test performansini artirdii gosterilmistir. Serolojik testlerin duyarliligi
%88-95, ozgiilliigii %86-95 dir. Ozgiil IgM antikorlar1 enfeksiyonun 18. giiniinden
itibaren yiikselir ve kisa siirede kaybolurlar, IgG ve IgA antikorlari ise 60. giinden sonra
genellikle birlikte yiikselmeye baslar ve enfeksiyon tedavi edilmedikge yiiksek kalirlar.
Tiim IgG pozitif hastalarda IgA yanitinin olugsmadigi, vakalarin %5’inde ise IgG yanit1
olmadan sadece IgA yanitinin olabilecegi gosterilmistir. IgM antikorlart akut
enfeksiyonun gostergesidir, ancak H.pylori’nin kronik seyirli enfeksiyon olusturmasi
nedeniyle semptomatik hastalarda bu antikorlar diisiik oranda (%10) pozitif saptanirlar.
IgG ve IgA antikorlar ise aktif enfeksiyonu gostermezler. Eradikasyon tedavisinden
sonra uzun sire (6-12 ay) pozitif sonug¢ verebilirler. Bu nedenle serolojik testler
eradikasyon tedavisinin takibinde Onerilmezler. Hastanin antibakteriyel ajan veya PPI
kullanmasi durumunda H.pylori enfeksiyonlarmin tanisinda serolojik testler tercih
edilmelidir. Bu testler disindaki tim diger tani1 yontemlerinde ilag kullanimi test
sonucunu etkilemektedir. Idrar, tiikriik ve parmaktan alinan kanda H.pylori antikorlarmi

saptayan testler de mevcuttur ancak bunlarin duyarlilik ve 6zgiilliikleri distiktiir (48).

2.7.2. invaziv testler
2.7.2.1. Histopatolojik inceleme

H.pylori enfeksiyonunun tanisinda altin standart olarak kabul edilmektedir.
Antral biyopsi érnekleri hematoksilen-eozin, Warthin-Starry giimiisleme, akridin oranj
veya Giemsa ile boyandiktan sonra mukus i¢inde yiizey epiteline tutunmus olan bakteri
arastirillir. Bu teknikle midede olusan degisikliklerin de gosterilebilmesi onemli bir
tercin nedenidir. Bu nedenle H.pylori enfeksiyonlarinin tanisinda  siklikla
kullanilmaktadir. Bu yontemin duyarlihigt %93-98, ozgilligi %95-98’dir. Mide
mukozasinda H.pylori’yi endoskopi esnasinda gosterilebilmesi olanagini saglayacak
olan mikroskopik endoskopi yonteminin {izerinde c¢alismalar stirmektedir ve yakin

gelecekte kullanilmasi planlanmaktadir (48).

2.7.2.2. Ureaz Testi

Endoskopi sirasinda alinan antral biyopsi 6rneklerinde H.pylori’nin salgiladigi
bir enzim olan iireaz enziminin gdsterilmesi esasina dayanir. Ureaz enziminin varliginda
ortamdaki lire amonyak ve bikarbonata parcalanarak, ortamin pH’in1 yiikseltir ve bu

degisim pH indikatorii ile gozlenir. Pozitif sonuglarin %90°1 ilk yarim saatte bulunur,
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kalanlar ise ertesi giin okunur. Hizli ve pratik bir yontem olmasi nedeniyle c¢ok

kullanilmaktadir. Duyarliligi %89-98, 6zgiilliigii %93-98 arasindadir (48).

2.7.2.3. Kiiltiir

Tanida altin degerinde bir test olarak kabul edilmekle birlikte uygulanmasindaki
zorluklardan dolay1 rutin uygulamalarda tercih edilmemektedir. Ancak son yillarda
tedavide kullanilan antibiyotiklere kars1 direng gelismistir. Antibiyotik direnci tedavinin
basarisim1  etkileyen en Onemli faktorlerden birisidir. Tedavide kullanilan
antibiyotiklerden birisi olan klaritromisine kars1 diinyada %2-30, iilkemizde de %20-35
oraninda direng gelistigi bildirilmektedir. Bu nedenle oOzellikle tedaviye yanit
allmamayan vakalarda biyopsi orneklerinin kiiltiirii ve antibiyotik duyarlilik testlerinin
yapilmasi onerilmektedir. H.pylori’nin oksijene duyarli bir bakteri olmasindan dolayi,
eger kiltliir calisilacaksa antral biyopsi orneklerinin hizli bir sekilde ve transport
besiyerinde (%20 gliserollii Brucella broth/serum fizyolojik) laboratuvara ulastirilmasi
gerekmektedir. Ornekler en fazla 4 saat iginde ekilmeli, eger hemen ekilemeyecekse
+4°C’de bekletilmelidir. At veya koyun kani ile zenginlestirilmis Beyin-kalp infiizyon
agar (BHI), Columbia agar, Brucella agar gibi besiyerleri kullanilabilir. Mikroaerofilik
ortamda 3-7 giinde iireme saglanir. Tiplendirme gram boyama, katalaz, oksidaz ve iireaz
aktiviteleri degerlendirilerek yapilabilir. Duyarliligi %77- 95, 6zgiilligi %100 olarak
bildirilmektedir. Antimikrobiyal duyarlilik testi i¢in Clinical Laboratory Standarts
Institute(CLSI) kriterlerine gore agar diliisyon teknigi Onerilmektedir. Ayica E-test

teknigi de diinyada yaygin olarak kullanilmaktadir (48).

2.7.2.4. Molekiiler Testler

H.pylori enfeksiyonlarinin tanisinda ve antimikrobiyal direncin gosterilmesinde
bakterinin kiiltiirde {iretiminin zor olmasi nedeniyle molekiiler tekniklerin kullanimi
yoniinde hizla ilerlenmektedir. Bu amagla mide biyopsi Orneklerinde bakterinin 16S
RNA’sinin ve klaritromisin direncine neden olan 23S RNA’daki mutasyonlarin PCR,
real-time PCR veya floresan insitu hibridizasyon (FISH) ile gosterilmesi ¢ok duyarli ve
hizli sonu¢ veren tekniklerdir. Ayrica oOzellikle cocuk hastalarda yararli olacagi
diistiniilen digkida real-time PCR ile bakterinin ve klaritromisin direncini gosteren
teknik gelistirilmistir. Maliyetlerinin yiiksek olmasi molekiiler testlerin 6nemli bir

dezavantajidir (48, 49).
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2.8. Tedavi

Bir bakteri olmast nedeniyle H. pylori tedavisinin temeli antibiyotiklerdir.
Cocuklarda H. pylori eredikasyon orani diisiiktiir ve reenfeksiyon siktir. Eradikasyon
icin gesitli tedavi protokolleri kullanilmaktadir (50). Bugiin hala %100 basaril1 olabilen
bir tedavi rejimi heniiz olusturulamamstir. Invitro ¢alismalarda bakterinin pek ¢ok
antibiyotige hassas olmasina karsin invivo sonuglar farkli olmustur. Bakterinin mukus
tabakasinin altinda kolonize olmasi antibiyotigin direkt etkisini azaltmaktadir. Bakteri
mukozaya invaze olmadigi i¢in de antibiyotigin kan yolu ile bakteriye ulasmasi zor
olmaktadir. Mide asidinin antibiyotik etkisini azaltmasi, bakterinin kolayca
antibiyotiklere diren¢ olusturmas: da tedavide basarisizliklarin nedenleri arasinda
sayilabilir. Tek antibiyotikle yapilan monoterapiler basarisizdir, bu yiizden ¢ok ¢esitli

kombinasyonlar denenmistir (51).

H.pylori'nin eradikasyonu igin genelde 3’lii tedavi kullanilir. Bu, PPl veya
ranitidin bizmut ve iki antibiyotik igerir, antibiyotiklerden genellikle amoksisilin ve
klaritromisin tercih edilir (6). Uglii tedavinin siiresi de halen tartismali olup merkezlere
gore 7-14 giin arasinda degismektedir (50). Ensik kullanilan antibiyotikler makrolidler
(klaritromisin veya azitromisin), imidazol (metranidazol veya tinidazol), amoksisilin
veya tetrasiklindir (6). Hizla gelisen direng sorunu, iilkeden iilkeye/bdlgeden bolgeye
degismekle birlikte, {iglii tedavi alan hastalarin %10-45’inde H. pylori eradike
edilememektedir (50). Antibiyotik tedavisi hastalarin yaklasik %20’sinde basarisizdir.
Farkl1 hastaliklarda benzer antibiyotiklerin kullanilmasi, siklikla bu antibiyotiklere fazla
maruz kalmis topluluklarda direng gelisimini arttirir (6). Eradikasyonu etkileyen diger
faktorler ise tedaviye uyumun yeterli olmamasi, yan etkiler nedeniyle ilaglarin yeterli

stirede alinmamasi olarak sayilabilir (50).

H. pylori, glikopeptidler, nalidiksik asit, trimetoprim, sulfonamidler, nistatin,
amfoterisin B ve siklohekzimide dogal direnclidir. Bu ajanlardan bazilari, besiyerlerinde

H. pylori’yi izole etmek i¢in kullanilmaktadir (52).

H. pylori, M. tuberculosis gibi mutasyonlarla diren¢ kazanan bir bakteridir.
Diren¢ mekanizmasinda plazmidler yer almaz; nokta mutasyonlar1 yer alir. Pek ¢ok
bakteride oldugu gibi ilag atim proteinleri (drug efflux proteins) de direncte dnemli rol
oynar (52).

30



H.pylori’ye kars1 en sik kullanilan antibiyotik, 3’1 tedavinin bir pargasi olan
klaritromisindir. Konsensus konferanslarina gore, direng orami %]15’ten %20’lere
ulastiginda bu antibiyotik kullanilmamalidir. Avrupa’daki faz 3 denemeleri gostermistir
Ki, klaritromisin direngli H.pylori suslarinin prevalansi arttiginda 4’li tedavi yontemi
olan, iki antibiyotik, PPI ve bizmut, birinci sira tedavi yontemi olmalidir. Klaritromisin
direnci nedeniyle yerine metronidazol kullanilabilmektedir. Gelismekte olan {ilkeler
artan oranda antibiyotik direncine alternatif antibiyotik tedavileri denemektedir. Bunlar
4’li tedavi, ardisik tedavi ve levofloksasin, rifabutin ve furazolidan gibi diger
antibiyotiklerle 3’1l tedavidir. 4’14 tedavi bizmut, PPI, metronidazol ve tetrasiklin

icermektedir (6).

Antibiyotik tedavisinin agizda metalik tat, bulanti, kusma, basagrisi, diyare,
kabizlik ve mide agris1 gibi birgok yan etkisi olabilmekte ve ayrica Candida albicans
gibi firsat¢1 patojenlerin artmasina neden olarak vajinit ve diger sikayetlere neden
olabilmektedir. Antibiyotik kullanim1 ps6domembran6z kolite de neden olabilmektedir.
Ayrica sik antibiyotik kullanimi antibiyotiklere karsi direng gelismesine neden
olmaktadir. Tiim bu nedenlerden dolay: arastirmacilar H.pylori enfeksiyonu i¢in farkli
tedavi yontemleri gelistirmenin yollarint da aramislardir. Simdilerde siyah {iziim
cekirdegi yagi ve balik yagi karigimindan olusan dogal tedavi yontemi Onerilmektedir.
Yapilan bir ¢alismada bu yontemle vakalarin %20’sinde H.pylori’nin ekarte edilebildigi
saptanmustir (53). Ayrica probiyotik ve prebiyotiklerin de antibiyotiklerin yan etkilerini
azalttigi ve tedavinin etkinligini arttirdigina dair bilgiler vardir. Hipertiroidizm
tedavisinde kullanilan radyoterapi sirasinda radyoiyodinin %15 kadarmin midede
bulundugu bilinmektedir. Bu bilgiden yola ¢ikarak Usluogullar1 ve ark. radyoterapinin
H.pylori iizerine etkinligi iizerine bir ¢aligma yapmislar ve bu yontemin H.pylori ve
diger enfeksiyonlarin {izerinde bir etkinligi olmadigi sonucuna varmislardir (54). Bu
bilgilere gore H.pylori’nin eradikasyonu i¢in su anda antibiyotik tedavisinden bagka

alternatif bir yol bulunmamaktadir.
H.pylori’nin antibiyotiklere direnci diinyada diizenli degildir, gelismekte olan

ilkelerde yiiksek, gelismis iilkelerde regete sikligiyla uyumlu olarak diisiiktiir. Bu

nedenle tedavi rejimine baslamadan dnce duyarlilik testi 6nerilmektedir (6).
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2.8.1. Duyarhlik Testi

Invitro olarak H.pylori igin duyarlilik testi fenotipik veya genotipik metodlarla
yapilir. CLSI, H.pylori’nin direng tespiti igin agar diliisyon yontemini standardize etmis
ve kullanimini 6nermistir, fakat E-test yontemi hem kullanim kolaylig1 agisindan hem
de agar dilisyonla benzer sonuglar verdiginden direng tespitinde siklikla
kullanilmaktadir. Yine de fenotipik testler zordur ¢iinkii organizma optimal kiiltir
kosullarinda yavas tiremektedir. Bu mikroorganizmadaki antibiyotik direncinin nokta
mutasyonuna bagli olmasi nedeniyle genotipik metodlar, fenotipik metodlara gore daha
cok tercih edilir. Bu metodlar direkt biyopsi materyaline uygulandigindan daha hizli

sonug alinir.

2.8.1.1. Fenotipik Metodlar

1. Agar diliisyon metodu; CLSI tarafindan H.pylori antibiyotik duyarliligi igin

onerilen bir metoddur.

2. Broth diliisyon metodu; Otomasyona uyarlanabilmesi avantajdir fakat H.pylori

zor Uredigi i¢in bu gecerli degildir.

3. Disk diflizyon metodu; Genel olarak ekonomiktir fakat yavas iireyen bakteriler

icin uygun degildir (6).

Antibiyotiklerin minimal inhibisyon konsantrasyonunu (MIK) saptayan bu testler
zaman alicidir ve sonuglar degiskenlik gdsterir. Hiicre gegirgenligi, inokulasyon
miktari, inkiibasyon sartlar1 ve {ireme ortami gibi faktorler sonucu etkileyebilir.
Molekiiler yontemler bu faktdrlerden bagimsizdir, tekrarlanabilir sonuglar verir ve
kolaylikla standardize edilebilir. Ayrica fenotipik testlerden daha hizlidir ve gastrik
biyopsi orneklerine direk olarak uygulandigi zaman, sonu¢ endoskopinin yapildig: giin
elde edilebilir (8).

2.8.1.2. Genotipik Metodlar
Simdiye kadar molekiiler tarama testleri klaritromisin, florokinolonlar ve

tetrasiklinler icin gelistirilmistir. iki ana metod kullanilir, PCR-RFLP ve realtime PCR.

H.pylori’de makrolidlere diren¢ 23S rRNA’daki peptidiltransferaz kodlayan
bolgedeki nokta mutasyonlarina baghdir. 23s rRNA da 2 pozisyonda 3 major nokta
mutasyonu tanimlanmigtir. Guanin veya sitozinle yer degistirmis adenin goriiniir;

A2142G, A2142C, A2143G. Bu mutasyonlar restriksiyon endonukleazlar kullanilarak
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PCR-RFLP ile aranir. Genelde, A2142G mutasyonu i¢in Bsal, A2143G mutasyonu i¢in
Bsbl ve A2142C igin BceAl restriksiyon enzimleri kullanilir. Bu mutasyonlar realtime
PCR’la da arastirilabilir, H.pylori’de makrolid direnci i¢in bir¢ok prob tanimlanmustir.
Diger genotipik metod FISH metodlarini igerir. Bunlar, DNA amplifikasyonu olmadan
oligonukleotid ligation assay, DNA enzim assay, reverse hibridizasyon-based line probe
assay ve dual priming oligonukleotid- based multiplex PCR’dir (6).

H.pylori’de antibiyotik direncinin molekiiler mekanizmalar1 tanimlanmis olup, ¢ogu
kromozomda lokalize olan nokta mutasyonlarina baghidir. Bu durum, diger bakterilerde
plazmidler, transpozonlar ve integronlarda lokalize olan antibiyotik direng
mekanizmalarindan farklidir. H.pylori‘de antibiyotik direncinin temeli muhtemelen “de
novo” (dogal, yapisal) olmasina ragmen, direngli ve duyarli suslar arasinda in vivo

horizontal gen transferi oldugu belirtilmistir (8).

2.8.2. Antibiyotiklerin Etki ve Diren¢ Mekanizmalari

Makrolid grubu antimikrobiyal ajanlar yaklagik 30 yilliktir. Klaritromisin, 14
makrolid liyesinden biridir. Asit ortamda yiiksek oranda stabilite gostermesi ve iyi
farmakokinetigi ile insanda mikrobiyolojik olarak aktif bir metabolit olarak goriinen,
Gram pozitif ve Gram negatif organizmalar, bazi anaeroplar ve atipik patojenler
tizerinde etkili genis spektrumlu bir antibiyotiktir. Baz1 vakalarda eritromisinden daha
etkilidir. Klaritromisin semisentetik bir makrolid antibiyotiktir. 23S rRNA molekiiliiniin
V ve VI domainin peptidiltransferaz bolgesine baglanan makrolid grubuna ait
bakteriostatik bir antibiyotiktir (55). Bu baglanma, protein elongasyonunu engeller ve
boylece bakteriyel protein sentezi durur. Klaritromisinin antibakteriyel aktivitesi diger
makrolidlerle benzerdir, ancak klaritromisin asidik gastrik mukus tabakasinda daha iyi
absorbe olur ve bu nedenle H.pylori’ye kars1 daha etkilidir. H. pylori’de klaritromisin
direnci genellikle ¢ok yakin iki 23S rRNA niikleotidinde (2142 ve 2143) nokta
mutasyonuyla olusur. 2142. pozisyonda bir adeninin sitozin ile yer degistirmesi ya da
2142 ve 2143. pozisyonlarindan birinde adeninin guanin ile yer degistirmesi soz
konusudur. Bu mutasyonlar bir¢ok makrolid i¢in ribozomlarin afinitesinin azalmasina
neden olur ve direncin artisiyla sonuglanir (8, 52, 56). Genellikle A2144G, A2143G,
A2142G ve A2143C mutasyonlarina rastlanmaktadir. A2142C, A2115G, G2141A,
A2142T ve T2717C mutasyonlart da tanimlanmigtir fakat peptidiltransferazda seyrek

goriinmektedir (55). H.pylori izolatlarinda klaritromisin direnci artmaktadir. Prevalans
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gelismekte olan iilkelerde gelismis {lilkelerdekine gore daha fazladir. Tirkiye gibi
gelismekte olan {ilkelerde antibiyotik direncinin saptanmasi tedavinin etkinligi

acisindan onemlidir (8).

Amoksisilin, penisilin baglayici protein (PBP) denen tasiyicilari bloke ederek
peptidoglikan sentezini bozar. H. pylori’de amoksisilin direnci nadir goriiliir ve bu
direngli suslarda pbp-la geninde, penisilinin igeri alinmasini engelleyen bir mutasyon

saptanmustir (48).

Tetrasiklinler, ribozomun 30 S alt birimine baglanarak protein sentezini
engellerler. Uglii niikleotid AGA-926’nin 9283TTC’ye degisimi, tetrasiklinin ribozoma
baglanmasin1 engeller. Tetrasiklin direncinde ila¢ atim proteinleri, ilacin yeterli

konsantrasyona ulagsmasini engelleyerek de 6nemli bir rol oynar (57).

Florokinolonlar gyrA geni tarafindan kodlanan DNA giraz enziminin A
subiinitesini inhibe ederek etki ederler. Kinolon direngli H. pylori’lerde bu gende
mutasyonlar saptanmistir (52). Florokinolonlar antiHelicobacter aktivitesi ile iyi etkili
oral bir ilagtir. Fakat ¢aligmalarla H.pylori’nin florokinolonlara yiiksek oranda direng
gosterdigi saptanmistir (56). Levofloksasin bir florokinolondur ve H.pylori’ye kars
aktivitesi Onemlidir. H.pylori eradikasyonu basarisizliginda ikincil ilag olarak
kullanilmaktadir (7).

Nitroimidazol grubu antibiyotikler bakteriyel DNA ile etkilesime girerek etkilerini
gosterirler. Bu etkilesim i¢in rdxA 6nemli bir proteindir. Bu proteindeki mutasyonlar bu
ilaclart etkisiz hale getirebilir (58). Ayrica ila¢ atim proteinlerinin de nitroimidazol

direncinden sorumlu oldugu diisiiniilmektedir (52).
Rifampin, rpoB geni ile kodlanan DNA bagimli RNA polimeraz B subiinitesini

inhibe ederek etki gosterir. M. Tuberculosis ve E.coli’de de oldugu gibi H. pylori’de de

bu bolgedeki mutasyonlar rifampin direncinden sorumludur (52, 59)
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2.8.3. H.pylori Tedavisinde Kullamilan Adjuvan Ajanlar
2.8.3.1. Bizmut

Bizmut tuzlar1 topikal antimikrobiyal ajanlar olup, direkt olarak bakteri hiicresinin
membranini etkilerler. Bu etki periplazmik bolge ve membran boyunca birikerek hiicre
biitiinliigliniin bozulmasini saglamak seklinde gergeklesir. Bizmut sub-salisilat (Pepto-
Bis-mol), daha az siklikla da bizmut sitrat seklinde kullanilmaktadir. Bizmut, tedaviden
2 saat sonra antral mukusta antibakteriyel konsantrasyona ulasir. Iki bizmut tuzunun da
yan etkileri minimaldir (60). H.pylori tedavisinde bizmut temelli dortli tedavide
kullanilir ve genelde antibiyotik direncinden bagimsiz olarak eradikasyon oranini

arttirmaktadir (61).

2.8.3.2. H, K ATPaz, PPI

Gastrik paryetal hiicrede kanalikiil membran enzimi olan proton pompa
inhibitérleri (PPI) paryetal hiicrede H'/K® ATPaz’i inhibe eder ve gastrik asit
sekresyonunun son basamagindan sorumludur. Bu enzimin inhibisyonu gastrik asit

sekresyonunu baskilamakta H; reseptor antagonistlerinden daha etkilidir (61).

Omeprazol ilk bulunan benzimidazol olup, proton pompa inhibitdr tedavisinin bir
modeli olarak kullanilabilir. Invitro olarak H.pylori’nin {iremesini inhibe etmekle
birlikte, diisik PH’larda diger bakterilere etkisi daha azdir. Omeprazoliin aktif
sulfenamid formu yalmizca 7 PH’da H.pylori’nin iiremesini engellemektedir.
Omeprazoliin inhibitdr etkisinin H.pylori’nin {ireaz bulunmayan zincirinde ya da iire
yoklugunda goriilmesi, etkisinin {iire inhibisyon yolu ile olmadigini gosterir.
Omeprazoliin in-vivo olarak H.pylori {izerine etkisinin az oldugu sOylenebilir.
Omeprazol ya da diger PPI’ler in-vivo olarak yalniz basma kullanildignda H.pylori
suprese olmaktadir. H.pylori infeksiyonunda PPl ajanlar kombine antimikrobiyal

tedavinin bir pargasi olarak kullanilabilir.

Aktivitesinde en onemli faktor yiiksek intragastrik PH olup, bu durumda lokal
immun yanitin aktarilmasinin yani sira antibiyotiklerin mukozadan saliniminin azalmasi
ve PH duyarli antibiyotiklerin minimal inhibisyon konsantrasyonlarinin saglanmasi da
miimkiin olmaktadir. Antisekretuar Ozellikteki bu ilaglarin gastrik sivi hacmini
azaltmasi, ayni zamanda antimikrobiyal ajanlarin intragastrik konsantrasyonunu da

arttirmaktadir (60)
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Normal sartlarda, herhangi bir ilaca karsi diren¢ olmasi, o ilacin tedaviden tamamen
¢ikmig olmasi anlamma gelmektedir. Ancak tinidazol grubu bu konuda istisnadir.
Ciinkii bu grup ilaglar on-ilagtir ve bakteriyel enzimler tarafindan aktive edilirler. H.
pylori’de bu enzimlerden ¢ok miktarda bulundugu igin, ilacin dozu arttirilarak direng
problemi de ¢oziilmeye calisilabilir. Tedaviye yanit1 belirlemede hastaya ait zellikler
de ¢ok onemlidir. Sitokrom P450 2C19 (CYP2C19) PPTI’lar1 metabolize eden enzimdir.
Bu gendeki polimorfizm, PPI metabolizmasini degistirerek tedaviye yanit1 degistirebilir
(62). Hizli metabolize eden, orta hizli metabolize eden ve yavas metabolize eden olmak
tizere Ui¢ farklt CYP2C19 genotipi tanimlanmigtir. PPI’1ar1 hizli metabolize eden grupta
standart Uglii tedavi ile eradikasyon oranlari disiiktiir. Bati toplumlarinda hizli
metabolize eden genotip daha sik goriiliirken, Asya’da yavas metabolize eden genotip
daha yaygindir. Tedaviye yanit1 belirlemede bir diger 6énemli faktor de sigara i¢imidir.
Sigara, Ozellikle amoksisilin iceren tedavi protokollerinde eradikasyon oranlarini
diisiirmektedir (63). Cok kesin veriler olmamakla birlikte bu etkisinin asit sekresyonunu
arttirdi@1 icin oldugu diisiiniilmektedir. Pek ¢ok Avrupa iilkesinde metronidazol ve
klaritromisin direngleri sirasi ile %2040 ve %2-15 oranlarinda bulunmustur (64).
Tiirkiye’de ise klaritromisin direnci %27°nin iizerindedir (65). Diinya c¢apinda
amoksisilin (<%1) ve tetrasikline (<%0,5 - % 9) direngli H. pylori suslar1 ile pek
karsilagilmamaktadir (64). Pek ¢ok arastirmaci metronidazol direncinin kadinlarda
erkeklere gore daha sik oldugunu gostermiglerdir. Bunun nedeni biiylik ihtimalle
jinekolojik enfeksiyonlarda tinidazol grubu antibiyotiklerin siklikla kullanilmasidir. H.
pylori’de ¢oklu ilag direnci ¢ok sik karsilagilan bir durum degildir. Fakat son donemde

bazi ¢alismalarda bildirilmeye baglanmustir (51, 64)
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Tablo 5: H.pylori enfeksiyonlarinda kullanilan antimikrobiyallerin etki ve diren¢ mekanizmalari ile

prevalanslari (8).

Antimikrobiyal

Etki mekanizmasi

Diren¢ mekanizmasi

Direng prevalansi

Metronidazol DNA hasart rdxA ve frxA genlerinde mutasyon %20-95
Klaritromisin Protein sentezinin inhibisyonu 23S rRNA’da nokta %5-30
mutasyonlari
Amoksisilin Hiicre duvari sentezinin PBP-D(tolerans) yada %1-2
inhibisyonu PBP1A(direng) da afinitenin
azalmasi, membran
gecirgenliginin azalmasi (direng)
Tetrasiklin Protein sentezinin inhibisyonu rrnA ve rrnB, 16S rRNA geninde <=%1
nokta mutasyonlari
Florokinolonlar DNA replikasyonunun gyrA geninde nokta mutasyonlari < %1
inhibisyonu
Rifamisinler Transkripsiyonun inhibisyonu rpoB geninde nokta mutasyonlari < %1
Nitrofuranlar DNA hasar1 Bilinmiyor <%0,1
Bizmut Protein, ATP ve hiicre membran Bilinmiyor Bilinmiyor

sentezinin inhibisyonu

2.8.4. Antibiyotik Direncinin Prevalansi

H.pylori’de antibiyotik direncinin prevalansi degiskendir. Az sayida suslarin
calisildigr tek merkezli ¢alismalarda, hastalarin se¢imi sinirli kalmakta ve kullanilan
yontemlerin farkli olmasindan kaynaklanan farkli oranlar elde edilebilmektedir.
Dolayistyla H.pylori’nin antibiyotik direng oranlari standart metodlarin kullanildigi ¢cok
merkezli tarama programlarindan saglanmalidir. Siirveyans programlar1 pahalidir ve
yalnizca uygulanan bolgelerde degil, daha siklikla aragtirmacilarin oldugu birkag tilkede

yapilmistir (8).

2.9. Korunma

Bilinen biitiin H.pylori suslar iireaz pozitiftir. Bakterinin yasami ve midenin
asidik ortamina kolonizasyonu i¢in ¢ok dnemli bir birimi olan Ure B’nin yiiksek antijen
ozelligi vardir. Ure kanal proteini olan bakteriyel Ure I, asidik memeli midesinde
kolonizasyon i¢in anahtar bir faktordiir. Yapilan arastirmalara goére Ure B, Ure I ve
kolera toksin B (CTB) subunitinden gelistirilen multiepitop bir as1 BALB/ ¢ farelerde
H.pylori’ye karst koruma etkisi oldugu gosterilmistir. Benzer sekilde diger H.pylori
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proteinleri kullanilarak ta asilar gelistirilebilir. Fakat biitiin bu ¢aligmalar heniiz devam

etmektedir (61).
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3. GEREC VE YONTEM

Yeditepe Universitesi Hastanesi Gastroenteroloji Anabilim Dalina basvurmus
rastgele secilmis 140 hastadan endoskopi sirasinda alinan mide biyopsi Ornekleri
Nucliswab® (Salubris, USA) icerisine konularak Yeditepe Universitesi Klinik
Mikrobiyoloji laboratuvarina ulastirllmigtir. Bu biyopsi Orneklerinden 6nce DNA
ekstraksiyonu islemi uygulanarak elde edilen DNA’lar sirasiyla planlanan islemler i¢in

-20°C’de saklanmustir.

Pozitif kontrol olarak H.pylori ATCC 43504 susu istanbul Tip Fakiiltesi
Mikroorganizma  Kiiltiir =~ Koleksiyonlar1  Arastirma ve Uygulama Merkezi

(KUKENS) nden temin edilmistir.

3.1.DNA Ekstraksiyonu

Laboratuvarimiza gelmis olan mide biyopsi Ornekleri havanda ezilerek QIAamp
DNA Mini Kit (Qiagen, Hilden, Germany) ekstraksiyon kitinin dokular igin nerilmis
protokolii uygulanarak DNA izolasyonlar1 yapilmistir. Buna gore, havanda ezilmis olan
dokunun {izerine 100 pl Buffer ATL ve 20ul proteinaz K eklenerek bir gece 37°C
etlivde bekletilmis, ertesi giin 56°C su banyosunda 2 saat bekletilerek dokunun
parcalanmas1 saglanmistir. Bu islemden sonra doku siispansiyonunun iizerine 200 pl
Buffer AL eklenmis, 15 saniye kadar vortekslenerek homojenize olmasi saglanmis ve
70°C’de 10 dakika inkiibe edilmistir. Ornegin iizerine 200 pl etanol eklenmis ve 15
saniye kadar vortekslenerek 6rnegin homojenizasyonu saglanmustir. Stispansiyon hizlica
santrifiij edilerek tizerindeki sivi kism1 2ml toplama tiipii icerisinde bulunan QlAamp
Mini spin kolonuna aktarilmistir. 6000 x g ( 8000rpm)’de 1 dakika santrifiij edilmis,
kolonun altindaki, i¢inde 6rnegin sivi kisminin bulundugu, toplama tiipleri atilarak
temiz toplama tiipleri yerlestirilmistir. Kolonun iizerine 500 ul Buffer AW1 eklenerek
6000 x g ( 8000rpm)’de 1 dakika santrifiij edilmis, yine altindaki toplama tiipleri
atilarak temiz olanlar1 yerlestirilmistir. Bu defa kolonun {izerine 500 pl Buffer AW?2
eklenerek 20000 x g ( 14000rpm)’de 3 dakika santrifiij edilmistir. Kolonun altindaki
2ml’lik toplama tiipleri atilarak yerine 1,5 ml’lik temiz mikrosantrifiij tlipleri
yerlestirilmis ve kolonun iizerine 200 ul Buffer AE veya distile su eklenerek oda
isisinda 1 dakika inkiibe edilmis ve 6000 x g ( 8000rpm)’de 1 dakika santrifiij
edilmistir, boylece mikrosantrifiij tiipiinde 6rnekteki DNA elde edilmis oldu.
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3.2. Genotype® HelicoDR (Hain Life Science, Germany) kiti ile hibridizasyon

Izole edilen DNA ’larda Genotype® HelicoDR (Hain Life Science, Germany) Kiti
kullanilarak H.pylori varligi ve florokinolon ve klaritromisine direncin varlig
arastirlmistir. Genotype® HelicoDR (Hain Life Science, Germany) kiti DNA-STRIP®
teknolojisi kullanilarak, kiiltiirii yapilmis 6rnekten veya biyopsi 6rneginden H.pylori’nin
genetik olarak tanimlanmasina ve florokinolon ve/veya Klaritromisin direncinin
saptanmas1 i¢in gelistirilmis bir kittir. Florokinolona direnci gyrA geninde en sik
rastlanilan mutasyon bolgeleri olan 87 ve 91. kodondaki mutasyonlar1 gostererek
belirler. Klaritromisin direnci i¢in ise 23S genindeki 2146 ve 2147. Pozisyondaki
mutasyonlart (eskiden 2142 ve 2143. Pozisyonlar olarak tanimlanmaktadir) belirler.
Prosediir iki asamalidir. ilk olarak biotinle isaretlenmis primerler kullanilarak
multipleks amplifikasyon asamasi gergeklestirilir. Daha sonra hibridizasyon islemi
yapilir. Hibridizasyonun icerdigi basamaklar ise; amplifikasyon riiniiniin kimyasal
denatiirasyonu, tek zincirin hibridizasyonu, biotin isaretli amplikonun membrana
baglanmasi, yikanmasi, streptavidin/alkalin fosfataz konjugatin eklenmesi ve alkalin

fosfataz isaretli bir boyanma islemidir.

Once elde edilen DNA’nimn amplifikasyonu i¢in Genotype® HelicoDR (Hain Life
Science, Germany) kitinin onerdigi protokol uygulanmistir. Buna goére reaktiflerden
hasta basina PNM’den 35 ul, 10x PCR Buffer’dan 5 pl, MgCl,’den 2 pl, Hotstart
TagDNA Polymeraz’dan 0,2 ul ve 3 ul su eklenerek hazirlanmis PCR karigimina
DNA’dan 5 pl ilave edilerek toplam reaksiyon hacmi 50 ul’ye tamamlanmistir. Thermal

cycler’da asagidaki program uygulanarak amplifikasyon saglanmistir.
Amplifikasyon programi:
95 °C’de 15 dakika (1 dongti),
95 °C’de 30 saniye, 58 °C’de 2 dakika (10 dongii),
95 °C’de 25 saniye, 53 °C’de 40 saniye, 70 °C’de 40 saniye (25 dongii),
70 °C’de 8 dakika (1 dongii)

Negatif kontrol olarak da hedef DNA yerine ayn1 miktarda distile su kullanilmistir.
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Amplifikasyon isleminden sonra elde edilen iiriin i¢in hibridizasyon prosediirii
uygulanmistir. Bunun i¢in 20 pl DEN solusyonundan her kuyucugun kosesine
pipetlendi, ve 20 ul PCR ile ¢ogaltilmis 6rneklerden DEN solusyonuna pipetlenerek
karismas1 sagland1 ve 5 dakika oda 1sisinda inkiibe edildi. Onceden 1s1t1ilmis (37-45°C)
HYB solusyonu konularak homojen renk elde edilinceye kadar yavasca karistirildi. Bu
karigimin tizerine stripler yavasca yerlestirildi ve Twincubator’da 45+1°C’de 20 dakika
calkalanarak inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra hibridizasyon solusyonu pastor pipeti
yardimiyla kuyucuklardan tamamen bosaltildi ve her bir kuyucuga STR solusyonu
eklendi 45+£1°C’de 10 dakika c¢alkalanarak inkiibe edildi. STR solusyonu da ortamdan
uzaklagtirildiktan sonra striplerin iizerine 1ml RIN solusyonu eklenerek 1 dakika
calkalanarak striplerin yikanmasi saglandi, bu solusyon da ortamdan uzaklastirildiktan
sonra onceden sulandirilmis konjugat solusyonundan her bir stripin {izerine 1ml ilave
edildi ve 37°C’de 20 dakika ¢alkalanarak inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasina konjugat
dokiilerek bosaltild1 ve stripler 2 kez 1’er dakika RIN solusyonu ile 1 kez de 1ml distile

su ile yikandi, ve striplerin iizerine dnceden sulandirilmis substrattan 1’er ml eklenerek

3-20 dakika karanlikta inkiibe edildi ve solusyon 2 defa distile su ile yikanarak islem
sonlandirildi. Striplerin kurumasi saglandiktan sonra {izerinde olusan bantlar kitin i¢inde

bulunan degerlendirme kart1 kullanilarak sonuclar degerlendirildi.

3.3.Realtime PCR ile Klaritromisin Direncinin Saptanmasi

DNA’da klaritromisin direncini gostermek i¢cin nokta mutasyonlarini saptamak
amach realtime PCR temelli PCR hibridizasyon testi ¢alistimigtir. H.pylori’nin 23S
rRNA geninin 267 bp’lik bir fragmenti HPYS (5-
TATGGTACCCGCATGATATTCCCATTAGCAGT-3") ve HPYA (5°-
TAAGAGCTCAGGTTAAGAGGATGCGTCAGTC-3) primerleri kullanilarak
cogaltilmig, amplifiye liriin iki probla arastirilmistir; sensor prob, LC-Red 640 ile
isaretli 5° ve 3’ fosforillenmis (5’-GGCAAGACGGAAAGACC-3’; 2504-2520
arasindaki nukleotidler) ve anchor prob; floresanla isaretlenmis 3> (5°-
TGTAGTGGAGGTGAAAATTCCTCCTACCC-3’; 2473-2501 arasindaki
niikleotidler) kullanilmigtir. Primer ve problar Sentromer DNA Teknolojileri

Ltd.Sti’nden saglanmastir.
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LightCycler thermocycler (Roche Diagnostics, Neuilly sur Seine, Fransa)
kullanilarak PCR ve hibridizasyon reaksiyonlar1 gergeklestirilmistir. Cam kapiller
tiiplerin i¢inde, 1,6 ul MgCl, (25mM), 0,4 ul forward ve reverse primerler (her biri 20
uM), 0,2 ul anchor ve sensor problar (her biri 20 uM) ve 2 ul FastStart DNA Master
Hybridization probes (Roche diagnostics) ve 3 ul DNA igeren toplamda 20 pl hacime
sahip olacak sekilde PCR karisimi hazirlandi. Asagidaki program kullanilarak

amplifikasyon saglandi.
95 °C’de 10 dakika (1 dongii), (Denaturasyon)
95 °C’de 0 saniye, 60 °C’de 10 saniye, 72 °C’de 17 saniye (50 dongi),
95 °C’de 0 saniye (1 dongii), (Melting)
45 °C’de 30 saniye (1 dongii) (Cooling) (1s1 gegis orani 20°C/s)
85 °C’de 0,1 °C oraninda floresan diisiisii ile yavas ilerleme

Islem bittikten sonra Lightcycler cihazindan Tm noktalart karsilastirilarak

degerlendirme yapildi.

Calismada dort farkli Tm noktasit goriilmektedir. Wild type sus, A2142C,
A2142G ve A2143G mutant suslart i¢in yaklasik olarak 61.5, 58.0, 53.0 ve 53.6 Tm
noktalar1 gozlenmesi beklenmektedir. Sekil 7°de lightcyclerda yapilmis ¢alismaya bir
ornek goriilmektedir (66).
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Sekil 7. Realtime PCR ile klaritromisin direncinin degerlendirilmesi.

3.4.Multipleks PCR ile Virulans Faktorlerin Saptanmasi

PCR karisimi; 0,9U Taq DNA polimeraz (Thermo Scientific, USA). 1,5nmol/L
MQgCI; igeren 1x PCR buffer, 10 pmol 16S rRNA, 10 pmol VAG, 25 pmol VA1, 10
pmol cagA primerlerinden, 125 uM her bir ANTP’den ve 50ng DNA’dan toplam hacim
25 pl olacak sekilde hazirlanmistir.

Amplifikasyon i¢in thermal cycler’da kullanilan program,;
94 °C’de 3 dakika (1 dongii),
94 °C’de 1 dakika, 55 °C’de 1 dakika, 72 °C’de 1 dakika (35 dongii),
72 °C’de 10 dakika (1 dongii),

3ul amplifikasyon {irtinti %2’lik agaroz jelde yiiriitildiikten sonra jel

goriintiileme cihazinda goriintiilenmis olusan bantlar degerlendirilmistir (67).
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Tablo 6: Multipleks PCR i¢in kullanilan primerler

Gen Primer Primer sekansi Uriin  biiyiikliigii
(bp)
16S rRNA-F 5’-TAAGAGATCAGCCTATGTCC-3’
16S rRNA 534
16S rRNA-R 5’-TCCCACGCTTTAAGCGCAAT-3’
VAI-F 5’-ATGGAAATACAACAAACACAC-3
VacA s1/s2 259/286
VAI-R 5’-CTGCTTGAATGCGCCAAAC-3’
VAG-F 5’-CAATCTGTCCAATCAAGCGAG-3’
VacA ml/m2 567/642
VAG-R 5’-GCGTCAAAATAATTCCAAGG-3’
CagA-F 5’-GTTGATAACGCTGTCGCTTC-3’
cagA 350
CagA-R 5’-GGGTTGTATGATATTTTCCATAA-3’

Sekil 8. Multipleks PCR ile virulans faktorlerin degerlendirilmesi.

642 bp (vacA m2)

<«

534 bp (16S rDNA)

350 bp (cagA)

<4 286 bp (vacA s2)

259 bp (vacA sl)
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3.5. istatistiksel Analiz

Genotype®™ HelicoDR (Hain Life Science, Germany) kiti ile ve multipleks PCR
yontemi ile elde edilen H.pylori pozitifligi sonuglar1 kikare testleri ile degerlendirilmis,

p>0,05 bulundugundan istatistiksel olarak anamli bulunmamastir.

Genotype®™ HelicoDR (Hain Life Science, Germany) kiti ile ve realtime PCR
yontemi ile ¢alisilan klaritromisin direnci sonuglari kikare testleri ile degerlendirilmis,

p>0,05 bulundugundan istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir.
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4. BULGULAR

Calismaya Yeditepe Universitesi Gastroenteroloji béliimiine basvurmus 140
hastadan alinmis biyopsi 6rnekleri dahil edilmistir. Hastalarin yaslar1 19 ile 73 arasinda

degismekte olup hastalar rastgele secilmistir.

140 hastadan multipleks PCR yontemiyle yapilan g¢alismada 69 (%49,3)’u H.pylori
pozitif olarak saptanmistir. Ayni1 hastalarin DNA 06rnekleri ile Genotype® HelicoDR
(Hain Life Science, Germany) Kkiti ile yapilan hibridizasyon ¢alismasinda 78(%55,7)
hasta 6rneginde H.pylori pozitifligi saptanmigtir. Bu iki testin karsilastirmasinda p
degeri >0,05 bulundugundan istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir. Multipleks PCR
inhouse bir yontem olup kullanilan reaktiflerin miktarlar1 denenerek ¢alisma yapilmistir
fakat ticari kit daha once yapilan galismalarla desteklendiginden daha dogru sonug
verdigi kabul edilmektedir. Genotype® HelicoDR (Hain Life Science, Germany) kitini
Cambau ve ark.’nin 2004-2008 yillar1 arasinda Fransa’da yaptiklar: genis bir ¢caligma ile
gelistirmislerdir (10). Deyi ve ark.’ni 2009 yilinda Belgika’da yaptiklar1 ¢alisma’da bu
kitin duyarliliginin yiiksekligini destekler niteliktedir (68).

Multipleks PCR yontemiyle 140 hastadan 69’u H.pylori pozitif olarak saptanmis ve
ayn1 zamanda virulans faktorleri incelenmistir. Incelenen virulans faktdrleri cagA,
vacA’nin sl, s2, m1 ve m2 allelleridir. En 6nemli virulans faktorlerinden olan cagA,
25(%36,2) hastada saptanmustir. Diger bir 6nemli virulans faktorii olan vacA allellerinin
oranlar1 ise %23,2 sl, %33,3 s2, %23,2 ml ve %14,5 m2 seklindedir. Tablo 7’de
virulans faktorlerin dagilim oranlart verilmistir. VVacA allellerinin birliktelikleri de
enfeksiyonlarin olusumunda 6nemli bir etkendir. 69 hastamizin %7,2’sinde slml,
%10,1’inde slm2, %11,6’sinda s2ml ve %4,3’linde s2m2 allel birliktelikleri

saptanmistir.
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Tablo 7a. Virulans faktorlerin multipleks PCR yontemi ile elde edilen miktarlar

Virulans faktor | CagA VacA sl VacA s2 VacAml | VacA m2
Hasta  sayisi | 25 (%36,2) | 16 (%23,2) | 23 (%33,3) 16 (%23,2) | 10 (%14,5)
(%)

Tablo 7b. VacA allellerinin birlikte bulunma oranlari

Virulans faktor VacAslml | VacA slm?2 VacA s2ml VacA s2m2
Hasta sayisi (%) | 5 (%7,2) 7 (%10,1) 8 (%11,6) 3 (%4,3)

H.pylori’nin enfeksiyon etkeni olmasinda cagA virulans faktorii ile birlikte

vacA’nin bulunmast da diger onemli bir faktordiir. CagA pozitif hastalarin 18’inde

(%72) vacA genomuna da rastlanmistir. CagA virulans faktorii saptanan 18 hastada ayni

anda belirlenen VacA allellerinin dagilimi incelendiginde, 3(%12) s1ml, 4(% 16) s1m2,

4 (%16) s2ml, 2(%8) s2m2 varyantlarina rastlanmistir. Bu hastalardan 4(%16)’tinde

sadece s2 genomuna, 3(%12)’iinde ise sadece m1 genomuna rastlanmustir.

* VacAsiml (%12)
* YacAs1m?2 (%16)
* VacAs2ml (%16)
* YacA s2m?2 (%8)
* VachA 2 (%16)

* VacAml (%12)

Sekil 9. CagA virulans faktorii ile birlikte saptadigimiz VacA allellerinin oranlari

47




VacA ml [567bp’

| <65 -DNA (334bp)

CagA (352bp)

VacA 52 (28Ebp)

| VacAsi (259kp)

Sekil 10. H.pylori virulans faktorlerinin multipleks PCR ¢alisildiktan sonra
%?2’lik agaroz jelde 100bp ladder kullanilarak goriintiilenmesi.
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Sekil 11. Genotype® HelicoDR (Hain Life Science, Germany) kiti ile ¢aligilmis
H.pylori pozitif ve negatif olan hastalar.
(1. Hasta HP band1 goriilmekte, gyr87 MUT bolgesinde bant goriilmesi gyrA bolgesinde
mutasyon oldugunu yani florokinolona direngli oldugunu gostermekte, ayn1 zamanda
23S bolgesinde WT ile birlikte MUT1 bolgesinde de bant goriilmekte yani bu hastadan
izole edilen H.pylori susunun klaritromisine de direngli oldugunu séyleyebiliriz. 2.
Hastada HP bandi goriilmekte fakat gyrA ve 23 S bandi goriilmemektedir. Bu hastanin
H.pylori pozitif oldugunu sdyleyebiliriz. 3. Hastada ise kontrol ve amplifikasyon band1
disinda herhangi bir bant goriilmemekte yani hasta H.pylori negatif olarak

degerlendirilmistir.)

HP bandmin goériilmesi hastanin H.pylori pozitif oldugunu gosterir. gyrA bandi
florokinolon bdlgesini gostermekte gyr MUT bdlgelerinden herhangi birinde bant
goriilmesi bu bolgede mutasyon oldugunu dolayisiyla hastada florokinolon direnci
oldugunu gostermektedir. 23S gen bdlgesi klaritromisin bolgesini gostermekle birlikte
23S MUT bolgelerinden birinde bant olusmasi bakterinin klaritromisine direncli

oldugunu gostermektedir.
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Genotype® HelicoDR (Hain Life Science, Germany) kiti ile florokinolon grubu
antibiyotiklere direncin saptanmasi i¢in gyr 87 ve gyr 91 gen bolgelerindeki nokta
mutasyonlart incelenmistir. Yapilan c¢alismada pozitif olarak saptanan 78 hastanin
14’Uniin gyr 87 bolgesinde, 6 hastanin gyr 91 bolgesinde, bunlardan da 2’sinin her iki
gen bolgesinde de mutasyon oldugu saptanmistir. Toplamda 20(%25,6) hastada gyrA

gen bolgesinde mutasyona, yani florokinolon direncine rastlanmistir.

Genotype® HelicoDR (Hain Life Science, Germany) kiti ile klaritromisin direncinin
saptanmast i¢in A2146G, A2146C ve A2147G gen bolgelerindeki nokta mutasyonlari
incelenmistir. 78 hastanin 31 (%39,7)’linde klaritromisin direnci saptanmistir. 11
(%14,1) hastada florokinolon ve klaritromisin antibiyotiklerinin her ikisine de direng

saptanmistir.

Hibridizasyon yontemi ile H.pylori pozitif olarak saptanan 78 hastaya realtime PCR
yontemi ile A2142G, A2142C ve A2143G gen bolgelerindeki nokta mutasyonlari
incelenerek klaritromisin direnci bakilmistir. 26 (%33,3) hastada klaritromisin direnci
saptanmigtir. Hibridizasyon ve realtime PCR yontemleri ile yapilan klaritromisine
direng testleri karsilastirildiginda, 24 (%30,8) hastada her iki yontemle de mutasyon
saptanmistir. Bu iki testin karsilastirmasinda p degeri >0,05 bulundugundan istatistiksel
olarak anlamli bulunmamistir. Hazir kit daha Once yapilan c¢alismalarla

desteklendiginden daha dogru sonug verdigi kabul edilmektedir.

Tablo 8. 78 H.pylori pozitif hastanin antibiyotik direng oranlart

Genotype® HelicoDR
Florokinolon direnci 20 (%25,6)
Klaritromisin direnci” 31(%39,7)
Florokinolon + Klaritromisin direnci 11(%14,1)

" : Klaritromisin direnci realtime PCR yontemi ile 26 (%33,3) hastada saptanmustir.
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5. TARTISMA

Tim diinyada ozellikle de gelismekte olan iilkelerde yaygin olarak bulunan
H.pylori, insanlarda en sik goriilen kronik bakteriyel enfeksiyon etkenlerinden biridir.
Eusebi ve ark.’nin bildirilerine gore, Kuzey Amerika ve Kuzey Avrupa’da H.pylori
pozitiflik orani yaklasik iicte bir oraninda iken Giiney ve Dogu Avrupa, Giiney Amerika
ve Asya ilkelerinde %50’nin {izerindedir. H.pylori’nin prevelans: yiiksek olan
bolgelerden diger iilkelere goc yoluyla tasindigi diisiiniilmektedir (69). Ulkemizde

yapilan ¢alismalarda ise H.pylori prevalansinin %63-89 arasinda degistigi gosterilmistir

(7).

H.pylori’nin tanisinda kiiltiir yontemi birgok arastirmaci tarafindan altin standart
olarak kabul edilmekle birlikte, taninin dogrulugunun arttirilmasi i¢in, kiiltiir ile birlikte
iire testi ve/veya histoloji ve /veya digki antijen testleri ve/veya molekiiler yontemler
gibi birden fazla yontemin kullanilmasi onerilmektedir. Ayrica kiiltiir yonteminde
bakterinin oksijene olan duyarliligi, 6rnegin alindig1 yer, tasinma kosullar1 ve ¢alisanin
tecriibesi gibi nedenlerden dolayr duyarlilig1 oldukga diisiiktiir. H.pylori’nin tanisinda
PCR yonteminin oldukga yiiksek duyarlilikta oldugu yapilan birgok ¢alisma ile
gosterilmistir (70). Bunlardan biri de Jaoss Weiss ve ark.’nin yaptigi ¢aligmadir.
Arastirmacilar, PCR, Clotest ve histokimyasal ¢alismalar1 karsilastirdiginda H.pylori
pozitiflik oranim1 PCR yontemi ile %52 oraninda bulurken, clotest ve
immunhistokimyasal inceleme ile pozitiflik oranint %20 olarak bulmuslardir (71).
Bizim yaptigimiz calismada bu sekilde bir karsilastirma yapilmadi fakat ayni hasta
grubu iki farkli PCR yontemi olan multipleks PCR ve hibridizasyon yontemleri ile
calisildi. Multipleks PCR ile yapilan ¢alismada H.pylori pozitiflik oran1 %49,3 olarak
saptanirken, ticari bir hibridizasyon kiti olan Genotype® HelicoDR (Hain Life Science,
Germany) kiti ile pozitiflik oranm1 %55,7 olarak saptanmistir. Bu iki testin

karsilastirilmasi ile ilgili yapilmis bagka bir caligsmaya rastlanmamustir.

Son yillarda H.pylori ile enfekte bireylerin bazilarinda kronik atrofik gastrit ile
birlikte gastrik adenokarsinom ve MALT lenfoma gelisirken bazilarinda gelismemesi,
bu bakteriye 6zgii virulans faktorlerini giindeme getirmistir. Bu faktdrlerden biri olan
vacA geninin s (sla, slb, slc, s2) ve m (ml, m2a, m2b) bolgeleri icin farkli allelik

varyantlar1 tanimlanmistir. H.pylori’nin vacA genotipinin saptanmasinin, susun
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tilserojenik 6zelliginin belirlenmesinde, in vitro sitotoksin iiretiminin gosterilmesinden
daha 6nemli oldugu vurgulanmaktadir. Ulkemizde, bakterinin virulans faktérleri ile
ilgili serolojik ve molekiiler yontemler kullanilarak c¢esitli ¢alismalar yapilmis ve bu
faktorlerin klinik seyir iizerindeki etkileri ile ilgili arastirmalara gereksinim oldugu

vurgulanmustir (72).

H.pylori’nin vacA genotipinin saptanmasinin, susun tlserojenik &zelliginin
belirlenmesinde, invitro sitotoksin iiretiminin gosterilmesinden daha 6nemli oldugu
vurgulanmaktadir (72). CagA, H.pylori i¢in tek basina bir virulans faktorii olarak degil,
daha cok sitotoksine yardimci bir toksin olarak fonksiyon gormekte ve cag patojenite
adas1 (cag PAI) icin bir belirleyici olarak kullanilmaktadir. CagA varliginin, yiiksek
virulan, peptik iilser hastaligi (PUH) ve gastrik kanser ile yakindan iligkili oldugu
vurgulanmaktadir. Bunun yaninda PUH ile cag A’nin arasinda herhangi bir iliskinin
saptanmadig1 calismalar da vardir (73). Yapilan arastirmalarda, PUH olan hastalarin
hemen hemen tamaminin vacA pozitif H.pylori suslari ile enfekte oldugu, bunlarin da
%90-95’inin cagA pozitif oldugu belirtilmektedir. Yine vacA’nin farkli genotiplerine
bakildiginda, vacA s1ml genotipinin cagA pozitif suslar ile birlikteligi bildirilmektedir.
Son yillarda cagA’daki allelik varyasyonlar konusu da yogun olarak arastirilmis ve tipki
vacA’da oldugu gibi cagA’nin da cografi farkliliklar1 tanimlanmigtir. Ayrica, cagA
genotiplerindeki heterojenitenin H.pylori ile iligkili klinik hastalik tipini etkileyebilecegi
belirtilmistir (72). CagA’nin ayn1 zamanda bakteri yiikii arasinda onemli bir iliski
olduguna dair ¢aligmalar da vardir. Belde ve ark.’nin yaptig1 calismaya gore cagA
pozitif suslar, cagA negatif suslara gore daha gen¢ ve daha ¢ok sigara icenlerde daha
yiiksek oranda saptanmustir (74). Karaman M ve arkadaslar1 yaptiklar1 caligmada cagA
oranini %65,5 ve VacA slml genotipi oranin1 %55 olarak saptamiglardir (72). CagA ve
vacA sl gen bolgesi arasindaki iliski ilk olarak Atherton ve ark. tarafindan

tanimlanmustir (40).

Bilgilerimize gore, Tiirkiye’deki H.pylori genotip paterni hakkinda fazla veri
yoktur. Mide kanseri prevalansi Asya iilkelerine gore ¢cok daha disiiktiir. Biitiin bu
caligmalar cag A’min klinik belirtiler ve histopatolojik aktivitesinin 6nemini
gostermektedir; VacA subtipinin 6nemi heniiz dogrulanmamistir (29). Hastalik riskine
katkida bulunmak i¢in H.pylori virulans faktorlerinin prevalansinin ¢alisilmasi

onemlidir (5).
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Tiirkiye’nin cografik konumu, Asya ve Bati iilkelerinin ortak etkisi altindadir, bu da
H.pylori enfeksiyonu ve genotiplendirmeyle epidemiyolojik caligmalar icin ideal bir
bolge haline getirmektedir. Tiirkiye’de gastrik kanser prevalansi Asya iilkelerine gore
(Japonya gibi) cok daha distiktiir. Bununla birlikte farklilik konaga, ¢evreye veya
bakteriyel faktorlere mi ya da faktorlerin hepsine birden mi baglhh oldugu

bilinmemektedir.

Bat1 iilkelerindeki H.pylori suslarinin yaklasik %60’1 cagPAIl pozitif iken Dogu
Asya llkelerinde ise %90’dan fazla oldugu bildirilmistir. Tirkiye’nin bu
siiflandirmada Bati ve Dogu Asya’dan ziyade Orta Dogu genotiplerine daha yakin
oldugu saptanmis, cagA prevalansinin %59-%78 arasinda oldugu saptanmustir (20, 29,
75, 76). Japonya’da yapilan ¢alismada cagA prevalansi %100 olarak bulunmustur (77).
CagA pozitifligindeki prevalans farkliliginin sebebi tam olarak agiklanamamakla
birlikte, genetik heterojeniteye veya cografik lokalizasyona bagli olabilecegi
disiiniilmektedir. Degisik cografik bolgelerde degisik vacA varyantlar1 goriilmektedir.
Sonug olarak Tiirkiye’de rastlanan suslardaki cagA ve vacA genotipleri bati tilkelerdeki
suslarla benzerlik gostermektedir (75). Saribasak H. ve ark.’nin 2003 yilinda yaptiklar
calismaya gore H.pylori pozitiflik oranin1 %89, bu H. pylori suslarindan % 78’inin
cagA pozitif, %83 liniin VacA sla, %5’inin VacA s2, %12’sinin VacA ml, %43 iiniin
VacA m2 pozitif oldugunu saptamiglardir. Benzer sekilde Erzin Y ve ark.’nin yaptigi
calismaya gore VacA sla oran1 %83,5 ve cagA genotipi %73,6 olarak saptanmistir (29).
Saltik ve ark. cagA pozitiflik oranin1 45 izolatta %55,6 olarak bulmuslar fakat cagA
pozitifligi ile gastroduodenal semptomlar arasinda 6nemli bir fark saptamamislardir
(78).

Calismamizda ise cagA pozitiflik oran1 %36,2 olarak diger ¢alismalardan daha
diisiik oranda saptanmistir. VacA pozitiflik orani ise %56,5 olarak belirlenmistir. VacA
pozitif suslardan ise vacA sl %23,2, vacA s2 %33,3, vacA ml %23,2, vacA m2 ise
%14,5 oraninda saptanmustir. VacA allellerinin birliktelik oranlar1 ise; vacA slml
%7,2, slm2 %10,1, s2m1 %11,6, s2m2 ise %4,3’tiir. Bu calismada saptanan virulans
faktorii oranlarinin diger calismalardan daha diisiik oranda saptanmasinin nedenini
virulans faktorlerinin her toplumdaki H.pylori suslarinda farkli oranlarda goriilmesine
baglayabiliriz. Ayrica calisilan hasta sayilari, kullanilan test protokollerinin farkl

olmalar1 da bu nedenler arasinda sayilabilir.
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Tablo 9°da Tiirkiye’deki bazi arastirmacilarin ve bizim saptadigimiz virulans

faktorleri oranlar1 verilmistir.

Tablo 9: Tirkiye’de H.pylori izolatlar1 ile yapilan ¢alismalarda vacA ve cagA virulans faktorlerinin

goriilme oranlar1

2004 2006 2007 2007 2011 2015 2016

%(n=65) | %(n=93) | %(n=35) | %(n=44) | %(n=29) | %(n=80) | %(n=69)
CagA 78 73,6 79,5 65,5 60 36,2
VacAsl 83 83,5 85,7 75,8 23,2
VacAs?2 5 24 33,3
VacAml 12 70,1 23,2
VacAm?2 43 14,5
VacAsiml 77,4 55 7,2
VacAslim2 22 20,6 10,1
VacAs2ml 11,6
VacAs2m2 5,6 24 4,3

Saribagak Erzin ve | Salih ve | Bolek ve | Karaman Oktem- Kipritei
Kaynak ve ark. (75) | ark. (29) ark. (79) ark. (80) ve ark. | Okullu ve | Z

(72) ark. (81)

n: Caligilan toplam hasta sayisi

H.pylori’nin eradikasyonu i¢in Standart tedavi protokoli, ti¢lii tedavi seklindedir.
Omeprazol gibi bir proton pompa inhibitorii (PPI), ve genelde amoksisilin, klaritromisin
veya metranidazolii igeren iki antibiyotikten olusur. Yapilan ¢alismalarla bu tedavinin
1990’1arin baginda H.pylori’yi yaklasik %80 oraninda eradike ettigi gosterilmistir. Fakat
daha sonralar1 eradikasyon basarisi orant %60’ altina diismiistiir. Bu, diinyada
klaritromisin ve metranidazole direncin artmasi ile iliskilidir. Levofloksasin ve
moksifloksasin gibi florokinolonlar ise genelde 2. kusak tedavi igin kurtarici olarak
kullanilir (10). 2. Kusak tedavi yontemi de basarisiz olursa 2012°de yayinlanan 4.
Maastricht kilavuzuna gore antibiyotik duyarlilik testi yapilmalidir (82).

Tedavi basarisizliklari, hastanin yasi, sigara kullanimi, tedavi 6ncesi midedeki
bakteri yiikii, bakterinin genotipi, hastanin ilag uyumu gibi nedenlere baglanmaktadir.

Ancak tedavi basarisizliklarinin biiyiik bir kismi, ilk se¢enek antibiyotiklere karsi direng
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nedeniyle ortaya ¢ikmaktadir (7). Farkli hastaliklarda benzer antibiyotiklerin
kullanilmast bakterinin antibiyotiklere direng gelistirmesine neden olmaktadir.
Antibiyotiklere kars1 artan direng¢ oranlar1 nedeni ile kullanilabilecek olan antibiyotikler
icin duyarlilik testi yapilmasi onerilmektedir. Duyarlilik testi icin fenotipik yontemler
zordur ¢iinkii H.pylori optimal kiiltiir kosullarinda yavas lireyen bir bakteridir. Ve bu
mikroorganizmadaki antibiyotik direncinin nokta mutasyonuna bagli olmasi nedeniyle
genotipik metodlarin alternatif olarak kullanilmasi daha uygundur. Bu metodlarin direkt
biyopsi materyaline ve diski oérneklerine de uygulanabilmesi ile daha hizli sonug¢ alinir

ve 6nemli bir adimdir (6).

Klaritromisin, H.pylori eradikasyonunda en ¢ok tercih edilen antibiyotiktir,
fakat eradikasyon orani klaritromisin direncinden dolayr %88‘den %20’lerin altina
diismiistiir. Bununla birlikte klaritromisin diinyada hala ilk tedavi segenegidir (7,10).
Klaritromisin direnci farkl tilkelerde, farkli bolgelerde degisik oranlarda goriilmektedir.
Yapilan calismalar gostermistir ki, Avrupa’da 1998 yilinda %9 olan klaritromisin
direnci 2008 yilinda %17,6’ya ylikselmistir. Japonya’da ise 2000 yi1linda %7 olan direng
orant 2006 yilinda %27,7 olarak saptanmistir (84). Fransa’da yapilan calismalara gore
ise 1997°de %14,3 olan klaritromisin direnci 2014 yilinda %22,2’ye c¢ikmistir. 4.
Maastricht kilavuzuna gore klaritromisin direnci %Z20’nin {izerine ¢iktiginda
Klaritromisin tedaviden c¢ikarillarak 2. Kusak tedavi yontemi uygulanmalidir (83).
Tiirkiye’de ise klaritromisin direnci %16,4 ile %48,2 arasindadir. Sezgin O ve ark. 2008
yilinda Mersin’de %40,5 (85), Yula E ve ark. Cukurova bolgesinde 2011 yilinda
yaptiklar1 ¢alismada klaritromisin direncini %7,7 (4), Magin S ve ark. Ankara’da 2015
yilinda %30,1 olarak bulmuslardir (86). Bu sonuglarla genel olarak Tirkiye’de
klaritromisin direnci %20°nin iizerinde olmakla birlikte farkli bolgelerde farkl

klaritromisine diren¢ oranlari ile karsilasilmaktadir.

Bizim yaptigimiz ¢alismada ise Genotype®™ HelicoDR (Hain Life Science, Germany)
kiti ile klaritromisin direnci %39,7 oraninda saptanmis, realtime PCR yontemi ile
yapilan caligmada ise diren¢ orani %33,3 olarak saptanmistir. Bu sonuglar, daha 6nceki

caligmalarla Tiirkiye i¢in saptanmis ortalama direng oranlari ile yakinlik gostermektedir.

Bu ¢alismada hibridizasyon kiti olarak kullanilan Genotype® HelicoDR (Hain Life
Science, Germany) kiti ile Cambau E ve ark’nmin 2006-2009 yillarinda Fransa’da
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yaptiklar1 calisma ile klaritromisin ve florokinolon diren¢ oranlarmi MIK (E-test)
yontemleri ile de c¢alisarak karsilastirma yapmislardir. Ve bu ¢alismada klaritromisine
diren¢ testinde hassasiyet ve Ozgiillik oranlar1 %94 ve 98 olarak hesaplanmis,

levofloksasine diren¢ aranmasinda ise bu oranlar %87 ve 98,5 olarak saptanmustir (10).

Levofloksasin bir florokinolondur, H.pylori’ye karsi aktivitesi Onemlidir.
H.pylori eradikasyonu basarisizliginda ikincil ilag¢ olarak kullanilmaktadir. Yapilan bir
calismaya gore klaritromisinle %80,8 olan eradikasyon oran1 levofloksasin
kullanildiginda %96’nin lizerine ¢ikmuistir (61). Calisgkan R ve ark.’nin yaptigi
calismada levofloksasine direng oranint %29,5 olarak bulmuslardir (7). Cagdas U ve
ark. ise levofloksasine direng oranini %18,2 olarak bulmuslardir (70). Pakistan’da
Rajper S.ve ark.’nmin yaptiklart arastirmada levofloksasin orant %62,3 olarak
saptanmustir (56). Ayni1 yontemle bizim yaptigimiz bu ¢alismada florokinolona direng
orant %?25,6 olarak bulunmustur. Bu oran, genel olarak Tiirkiye’de saptanan
florokinolon direng orani ile uyumludur. Tablo 10°da Tiirkiye’de H.pylori’nin ilaglara
direnclerinin saptanmasi i¢in yapilmis bazi c¢aligmalar ve kullanilan y6ntemler

verilmistir.
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Tablo 10. Tirkiye’de H.pylori’de ilag direng oranlari

Y1l/Bolge Yontem KLA (%) | LEV(%) | MTZ(%) | TE (%) | AMO(%) | Kaynak
2003/Ankara PCR-RFLP 27,6 Baglan ve
(n=87) ark. (65)
2007 RT PCR 48,2 Onder G ve
(n=110) ark. (87)
2006/Mersin PCR-RFLP 40,5 Sezgin ve
(n=37) ark.(85)
2011/Hatay PCR- 7,7/89 Yula ve
(n=79) RFLP/Agar ark. (4)

diliisyon
2012/Mersin PCR- 18,1/ 18,2 45,5 91 0 Cagdas ve
(n=94/11) RFLP/E-test (E-test) (E-test) ark. (70)
2015/Istanbul | E-test 36,7 29,5 35,5 0 0 Caliskan
(n=98) ve ark.(7)
2015/Ankara E-test 0,1 48,4 0 0 Magin ve
(n=93) ark. (86)
2016/istanbul | RT 33,3/39,7 | 25,6 Kipritci Z.
(n=78) PCR/Helico

DR

KLA: Klaritromisin, LEV: Levofloksasin, MTZ: Metronidazol, TE: Tetrasiklin, AMO: Amoksisilin

n: Caligilan toplam hasta sayisi

Metronidazole direng oranlari, bolgelere ve iilkelere gore degismek tizere %15,9
ile %77,9 arasinda bildirilmektedir. Ulkemizde de metronidazoliin yaygmn kullanimu,
diren¢ oraninin yiiksek olmasina neden olmaktadir. Yapilan calismalara gore tilkemizde
metronidazol direnci %36,4 ile %62,5 arasinda degismektedir. Magin S ve ark.’nin

Ankara’da yaptiklari ¢alismada metronidazol oranini %48,4 olarak bulmuslardir (86).

Amoksisilin direnci ile ilgili baz1 ¢alismalarda. %11,7 (88) ve %36,1 (89) gibi

yiksek diren¢ oranlar1 Saptanirken bazilarinda hi¢ direngli H.pylori susuna
rastlanmamistir. Cagdas U ve ark, Caliskan R ve ark. Tiikiye’de yaptiklari ¢caligsmalarda

Amoksisilin direnci saptamamuglardir (7, 70).

H. pylori suslarinda tetrasiklin direnci ile ilgili olarak yurt dis1 yayinlarda
degisik oranlarda direng bildirilmistir. Ulkemizde ise Cagdas U ve ark, yaptiklari

57



calismada tetrasiklin direncini %9,4 olarak saptarken (70), Caliskan R ve ark, hig

tetrasiklin direngli H.pylori susuna rastlamamislardir (7).

H.pylori’nin virulans faktorleri ve antibiyotik direnci arasinda bir iliski olup
olmadigi da 6nemli bir konudur. Yapilan ¢alismalarda bakteriyel virulans faktorleri ve
konak genetik polimorfizminin H.pylori enfeksiyonu iizerindeki klinik rolii heniiz
tamimlanmamustir (82). Elvis ve ark, klaritromisin ve metronidazole duyarliligin vacA
s1/m2 genotipi ile iliskili oldugunu gostermislerdir (90). Boyanova ve ark.’nin yaptigi
caligmada iceAl alleli %74 oraninda klaritromisin duyarliligi ile birlikte pozitiftir, fakat
%S55,3’1 direngle birlikte pozitif bulunmustur (91). Tiirkiye’de bu konuda yapilmis
caligmalardan biri olan Baglan ve ark.’nin ¢alismasinda ise ice A genotipi ve
Klaritromisin direnci arasinda bir iliski saptanmustir (65). Yula ve ark. ise klaritromisin

direnci ve cagA poztifligi arasinda anlamli bir iligki bulamamusglardir (4).

Bizim caligmamizda ise Klaritromisin ve kinolon direnci goriilen suslarda
saptanan virulans faktorlerinin dagilimi ¢ok farkli oldugundan antibiyotik direnci ile

virulans faktorleri arasinda bir iligki saptanmamustir.

Calismay1 yaparken alinan biyopsi orneklerinin transferi, ekim yapildiktan sonra
liremesinin uzun bir zaman almasi ve iirememe olasilifinin yiiksek olmasi nedeniyle
bakteriyel enfeksiyonlarin tanisinda kiiltiir yontemi altin standart olmasina ragmen bu
yontem calismaya almamamistir. Antibiyotik duyarlilik testlerin de de MIK testi
yapilmas1 Onerilmesine ragmen ayni sebeplerden yapilamamaistir. Molekiiler yontemler
diski 6rneginde de uygulanabilir olmasina ragmen yapilan ¢aligmalarla gosterilmistir ki,
barsak florasi bakterilerini de icerdiginden PCR inhibitorleri i¢erebilmektedir, bu da
testin duyarliligint diistirebilmektedir (92). Ayrica kullanilan PPI ve benzeri ilaglar
nedeniyle bakteri sayist distiiginden noninvazif tani yontemleri ile H.pylori’nin
saptanma orani1 diigmektedir. Bu nedenle ¢ogu arastirmaci tarafindan mide biyopsi
orneklerinden molekiiler yontemlerle tani ve antibiyotik duyarlhilik testi yapilmasi
onerilmektedir. Tiim bu nedenlerden dolayr biz de c¢aligmamizi yapmak icin mide

biyopsi 6rneklerini tercih ettik ve PCR yontemleri ile ¢alistik.
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Sonug olarak;

Bu c¢alismada H.pylori igin ¢alisilan virulans faktorleri oranlart Tiirkiye’de
yapilan diger ¢alismalardan daha diisiik oranda saptanmistir. Bu konuda standart bir
calisma protokolii bulunmadigindan her arastirmaci farkli primerler ve farkli PCR
yontemleri kullanabilmekte ve ayrica bu bakterinin prevalanst konusundaki ¢aligsmalar
yetersiz oldugundan farkli ¢aligma gruplarinda farkli oranlara rastlanabilmektedir.
Klaritromisin ve florokinolonlara diren¢ konusunda elde ettigimiz sonuglar ise
Tiirkiye’deki diger arastirmacilardan ¢ok farkli gériinmemektedir. H.pylori i¢in sadece
Tiirkiye’de degil diinyada bir¢cok calisma olmasina ragmen halen veriler yetersizdir.
Bakterinin epidemiyolojisini saptamak i¢in daha genis hasta gruplar ile ¢aligmakta

fayda vardir.

Diger hastaliklarda da ayni antibiyotiklerin kullanimi sik oldugundan diinya
genelinde direng oranlarinin arttig1 saptanmistir. Bu nedenle tedavi oncesinde duyarlilik
testi yapilmali, fakat H.pylori iiremesi zor bir bakteri oldugundan daha dogru ve hizli
sonu¢ elde etmek amaci ile molekiiler yontemler tercih edilmektedir. Molekiiler
yontemlerin de maliyeti yiliksek oldugundan rutinde kullanimi zor gériinmektedir. Ttim
bu nedenlerden dolay1r Avrupa Helicobacter ve Mikrobiyota c¢alisma grubu (EHMSG)
ve Tirkiye’de de Tiirk Gastroenteroloji derneginin Tiirk Helicobacter pylori galisma
grubu bu bakteri ile ilgili daha ¢ok ve daha genis ¢aligmalar yapilmasini
desteklemektedir. EHMSG. 1997, 2000, 2005 ve 2012’de Helicobacter ile ilgili
Maastricht 4 kilavuzunu yayinlamiglardir. Bu kilavuzda bakteri ile ilgili son gelismeler

yer almaktadir.
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HAM VERILER

Crosstabulation

durum
pozitif negatif Total

bakteri helico dr Count 78 62 140
% within bakteri 55.7% 44.3% 100.0%

% within durum 53.1% 46.6% 50.0%

H.p 16s DNA Count 69 71 140

% within bakteri 49.3% 50.7% 100.0%

% within durum 46.9% 53.4% 50.0%

Total Count 147 133 280
% within bakteri 52.5% 47.5% 100.0%

% within durum 100.0% 100.0% 100.0%

Chi-Square Tests

Asymptotic
Significance (2- | Exact Sig. (2- Exact Sig. (1-
Value df sided) sided) sided)

Pearson Chi-Square 1.160° 1 .281

Continuity Correction® .917 1 .338

Likelihood Ratio 1.161 1 .281

Fisher's Exact Test .338 .169
Linear-by-Linear Association 1.156 1 .282

N of Valid Cases 280

a. 0 cells (0.0%) have expected count less than 5. The minimum expected count is 66.50.

b. Computed only for a 2x2 table

Ki-kare testi degeri P=0,281 dir. P>0,05 oldugundan istatistiksel olarak anlamli degildir.

69



Crosstabulation

direng
Var yok Total

yontem Hibrid Count 33 45 78

% within hibrid 42.3% 57.7% 100.0%

% within realtime 55.0% 46.9% 50.0%

Real Time Count 27 51 78

% within hibrid 34.6% 65.4% 100.0%

% within realtime 45.0% 53.1% 50.0%
Total Count 60 96 156

% within hibrid 38.5% 61.5% 100.0%

% within realtime 100.0% 100.0% 100.0%

Chi-Square Tests
Asymptotic
Significance (2- | Exact Sig. (2- Exact Sig. (1-
Value df sided) sided) sided)

Pearson Chi-Square .975° .323
Continuity Correction” 677 411
Likelihood Ratio .976 .323
Fisher's Exact Test 411 .205
Linear-by-Linear Association .969 .325
N of Valid Cases 156

a. 0 cells (0.0%) have expected count less than 5. The minimum expected count is 30.00.

b. Computed only for a 2x2 table

Ki-kare testi degeri P=0,323 diir. P>0,05 oldugundan istatistiksel olarak anlamli degildir
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