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1.AMAC VE KAPSAM

Helicobacter pylori’nin (H. pylori) gastroduedenal hastaliklardaki rolinin
kesfedilmesi, son yillarda bakteriyoloji ve gastroenteroloji bilim dallarinda yapilan
onemli buluslardan birisidir (1). H. pylori, gastrit, peptik tlser hastaligi (PUH), mide
kanseri ve mukoza ile iliskili lenfoid doku lenfoma (MALT) da major patojen olarak
kabul edilmektedir (2, 3). H.pylori’ nin neden oldugu aktif kronik gastrit diinyada en
yaygin goriilen bakteriyel enfeksiyondur (4).

H. pylori enfeksiyonunda ciddi mide hasari olusmaktadir. Enfeksiyonun
gelismesinde H. pylori’ye ait sitotoksin iligkili patojenite adaciginda (CagPAl) yer
alan sitotoksin iligkili gen (CagA), vakuol olusturucu sitotoksin geni (VacA), kan
grubu antijeni baglayan adezin (BabA), Sialil-Lewis X baglayan (SapA) ve IceA
virulans faktorleri yaninda konaga ait faktorler de onemli rol oynamaktadir. Ureaz
enzimi ve yliksek hareket 6zelligi de infeksiyon patogenezinde énemlidir (5, 6, 7, 8,
9). H. pylori’nin gastrik epitel yiizey mukozasi ile etkilesimi proinflamatuvar sitokin
IL-8 (interlokin) salinmasi ile sonuglanir ve bu sitokin inflamatuvar yanit1 baslatir
(10). H. pylori infeksiyonu eradikasyonunda Kklaritromisin, amoksisilin ya da
metranidazol antibiyotik kombinasyonuna proton pompa inhibitorii (PPI) eklenerek
yedi veya onddrt giinliik tiglii tedavi protokolii uygulanmaktadir (11). Klaritromisin,
H. pylori eradikasyonunda onerilen bircok tedavi protokoliinde yer almaktadir.
Ancak glnlimuzde klaritromisin direncinin giderek artmasi eradikasyon tedavisinin
basart oranini azaltmaktadir (12). Makrolit direncinin saptanmasinda E-test, disk
difiizyon yontemi, real-time PCR ve floresan in situ hibridizasyon (FISH) yontemi
siklikla kullanilmaktadir (13). Klaritromisin direnci Amerika’da %5-14, Avrupa’da
%10, tlkemizde ise %16.8-56 olarak bildirilmektedir (14).

Bu caligmada, Kocaeli ve bolgesinde gastrointestinal sistem yakinmasi olan
ve H. pylori enfeksiyonu diisiiniilen hastalarin mide biyopsi 6rneklerinde molekiler
yontemler kullanilarak H. pylori varliginin arastirilmasi, pozitif olanlarda bakteriye
ait virtilans genlerinin belirlenmesi, bu genlerin klinik bulgu ile iliskisinin saptanmasi
amaglanmistir. Ayrica H. pylori tedavi protokollerinde yer alan klaritromisin direncin
real time PCR yontemiyle belirlenerek viriilans genlerinin Klaritromisin direnci

tizerine etkisinin arastirilmasi hedeflenmistir.



2.GENEL BIiLGIiLER

2.1.TARIHCE

1890’11 yillarda Bizzozero ve Saloman, kedi ve kopek mide dokusunda spiral
bakterilerin varligint bildirmiglerdir (15). 1906 yilinda Krienitz, mide kanserli bir
hastanin midesinde spiral bakteriyi izole etmistir. 1938 yilinda Doenges, postmortem
inceledigi 242 insan midesinin % 43’iinde benzer bakteri bulundugunu saptamistir
(16). Freedburg ve Barron, 1940 yilinda mide {iilseri ve mide kanseri nedeniyle
rezeke edilen 35 olgunun 13’lnde benzer bakteri bulundugunu tespit etmislerdir (17).
Benedict ve Bliss, 1926 yilinda iiremik hastalarin kusmuklarinda fazla miktarda
amonyum oldugunu ortaya koymus ve bunun asir1 iirenin mukozal iireaz enzimi
etkisi sonucu amonyuma doniismesiyle olustugunu belirtmislerdir (18). Fitzgerald ve
Murphy, 1950 yilinda gastrektomiden alinan pargalarda, PUH ile mukoza
yilizeyindeki iireaz aktivitesi arasinda iliski oldugunu gostermislerdir. Ancak iireaz
kaynagi, o tarihlerde belirsiz kalmistir (19). Liebre ve Le Fevre, 1959 yilinda
tetrasiklin tedavisinden sonra midede Ureaz aktivitesinin kayboldugunu gostermisler
ve bu enzimin, bakteri kaynakli olabilecegini ileri siirmislerdir (3, 18). Delluva,
1968 yilinda midede Ureaz enziminin bulunmadigini enzimin bakteri kaynakli
oldugunu ortaya koymustur (20). Ster ve Colin-Jones, 1975 yilinda midedeki bu
bakterilerin inflamasyonla iligkisinin bulundugunu, 1983 yilinda bir patolog olan J.
Robin Warren bu mikroorganizmalarin Campylobacter’e ¢ok benzedigini bildirmistir
(21). Gastroenteroloji asistani olan Barry Marshall ayni yil bu mikroorganizmayi
tiretmeyi basarmis, 1985 yilinda bir milyarin {izerinde mikroorganizma igeren kiiltiir
suyunu i¢erek kendini infekte etmis; bakterinin bir patojen mi, yoksa inflamasyonlu
mide mukozasini kolonize eden bir kommensel mi oldugunu gostermeye caligmistir.
Sekiz giin icinde arastirmacida akut gastrit gelismis ve bdylece bu
mikroorganizmanin gastritle iliskili bir patojen oldugu dogrulanmistir (18). 1989°da
Goodwin ve ark. mikroorganizmayr Campylobacter cinsinden tamamen ayirmislar;
helikal yapisindan ve siklikla midenin pilor bolgesinden izole edilmesinden dolay1 H.
pylori admi vermislerdir (17, 18, 22). J.Robin Warren ve Barry Marshall yaptiklari
calismalardan dolay1 2005 yilinda Nobel 6diilii almislardir (18).



1994°de NIH (National Institute of Health) tarafindan H.pylori’nin peptik ulser
hastaliginin en 6nemli nedeni oldugu ve ilserli hastalarin bu mikroorganizma igin
eradikasyon tedavisi almalar1 gerektigi kabul edilmistir (23, 24). Aym1 yil WHO’nun
(World Health Organisation) bir kolu olan International Acency for Cancer Research,
mevcut verileri yeniden gozden gecirerek, H. pylori’ yi insanlarda sinif 1 karsinojen
olarak siiflandirmiglardir ( 25).

2.2. MiKROBiIYOLOJIK OZELLIKLER

Mide biyopsilerinden hazirlanan doku kesitleri, Gram, karbol fuksin, akridin
oranj, Giemsa, hematoksilen-eosin ve Whartin-Starry giimiis gibi boyalarla
boyandiginda H. pylori mukus tabakanin altinda, epitel hiicre ylizeyinde ve limende
goralur.  Gram negatif, uzunlugu 2-4 pm, genisligi 0.5-1 um boyutlarinda spiral
sekilli basildir. Uzamis Kkiiltiirlerde ve antibiyotik tedavi altinda kokoid formda
bulunur. Bu form yasayan ancak invitro Kkiiltiri yapilamayan formdur (5,9).
Elektron mikroskobunda U seklinde basil olarak gorilirler. Yaklasik 3um uzunlukta
2-6 unipolar kilifli falajellaya sahiptir (26). Her flagella yapisinin uglarinda
Campylobacter cinsi bakterilerde bulunmayan karakteristik siskinlikler (terminal
bulb) vardir. Bu yap1 6zellikleri bakterinin yogun (viskodz) sivilarda tribuson tarzinda
kolay hareket etmesini saglar. Flagellar kilif, membranin tipik yapisi olan proteinler
ve lipopolisakkaritlerden olusur. H. pylori, Gram negatif bakterilerin hiicre duvari
yapisina benzer. Dis membran yapisinda karekteristik tireaz ve 1s1 sok protein (HSpB)
agregatlar1 yer almaktadir. H. pylori lipopolisakkariti (LPS) diger Gram negatif
bakterilerden farkliliklar gosterir. Yag asitlerinin 6 olan zincir sayis1 4’e diismiis,
buna karsilik zincirdeki karbon sayis1 artmig ve zincir uzamistir. H. pylori dis yiizey
lipopolisakkaritleri, diisiik biyolojik aktivite gostermelerine ragmen, infeksiyonun
kalici olmasina katkida bulunurlar (27). Bu lipopolisakkaritlerin O-spesifik yan
zincirde yer alan tekrarlayan Lewis tipi (Le* ve LeY) karbonhidrat antijenleri, insan
eritrosit ve mide mukoza hiicrelerinin yiizeyinde yer alan Le®-Le® antijenleri (Lewis a
ve Lewis b) ve O grubu insan eritrositlerindeki H-1 antijenleri ile yapisal olarak
homologdur. Bu d&zellikler kronik kolonizasyon, immun tolerans ve kronik

infeksiyonlara bagli otoimmun patolojiye yol agar (27, 28).



Ureyebilmeleri igin mikroaerofilik ortama (%5 02, %10 CO2, %85 N) ve
yuksek neme ihtiyag¢ duyarlar. Optimum 37°C’de Gremekle beraber, 32-40 °C’de de
ureyebilirler. Midede kisa bir siire pH<4’e maruz kalsa da tremesi icin optimal pH
aralig1 5.5-8 arasindadir (29). Glukoz metabolizmasi ile ilgili enzimleri bulunmasina
ragmen B-galaktozidaz enzimi yoktur, bu nedenle glukozu katabolize edebilir, fakat
diger sekerleri katabolize edemez (30, 31, 32, 33). Buna karsilik metabolizma igin
gerekli olan enerjiyi aminoasitlerden, tireden ve CO2’den saglar (27).

Nazl1 iireyen mikroorganizmadir. Ureyebilmeleri i¢in serum veya at kani ile
zenginlestirilmis, antibiyotik ilavesi ile segici hale getirilmis komplex besiyerlerine
ihtiya¢ duyarlar. Ayrica uzun zincirli yag asitlerinin toksik etkisinden korumak i¢in,
R-cyclodextrin, IsoVitaleX, % 0,2 aktif komur eklenmesi gerekir. Genellikle besiyeri
olarak rutin kullanimda %7 At kani, koyun kanmi ya da fotal dana serumu ilave
edilmis, Muler Hinton, Columbia ve Brucella agar kullanilir. Selektif iiretim igin
vancomycin, trimethoprim, cefsoludin ve amphotericin B antimikrobial
kombinasyonu 6nerilmektedir (34).

H. pylori’nin mide biyopsi érneklerinden izolasyonu oldukca guctlr ve bazen
basarili olunamamaktadir. Besiyerine ekilen biyopsi ornegi 3-5 gun inkubasyon
sonrast Imm c¢apinda seffaf, pigmentsiz koloniler olarak goriilmekte, daha uzun
stiren inkiibasyonlarda kokoid forma dontismektedir (26, 35).

Saklanmasi i¢in besiyeri icersine %15-20 gliserol veya 10% dimethyl
sulfoxide ilave edilmis beyin kalp infusion broth ve Brucella broth besi yerleri

kullanilir. Kirksekiz saat inkubasyon sonrasi iireyen bakteriler toplanarak -80°C’de
saklanir (9).

2.3. BIYOKIMYASAL OZELLIKLER

H. pylori'nin katalaz ve oksidaz reaksiyonu pozitiftir. En belirgin
biyokimyasal karakteri yliksek iireaz tiretmesidir. Cok giiclii bir iireaz enzimi vardir.
Ureaz enzimi operonu H. pylori kromozomunun 34 kb kismina lokalizedir. Ure
operonu, UreA ve UreB olan iki yapisal alt tiniteyi, Ure C ve Ure D olan iki regiilator
alt tniteyi, ayrica Urel, UreE, UreF, UreG, UreH olan bes yardime proteini kodlar.

Ureazin enzimatik aktivitesi, asidik pH yanitinda bakteri hiicresine Urenin girisini



dizenleyen ic membran pH bagimli Urel kanaliyla kontrol edilir (6). Bu enzimden
bakterinin hizli tanisinda yararlanilir. Ureaz enzimi pH: 4-10 arasinda aktiftir.

Insan mide mukusunu bozan proteaz ve fosfolipaz enzimleri de vardur.
Hippurat hidrolizi ve nitrat reaksiyonu negatiftir. H. pylori karbonhidratlari
metabolize etmez, ama Krebs siklusu tzerinden organik asitleri ve aminoasitleri
kullanmaktadir (33, 36). Mikroaerofilik mikroorganizma olmasi nedeniyle yiiksek
oksijen konsantrasyonuna duyarlidir; bununla beraber son elektron alicisi olarak
oksijeni kullanmasi nedeniyle %2’lik oksijen konsantrasyonuna ihtiya¢ duyar. H.
pylori konak hiicrede immun yanita bagl olarak oksidatif strese maruz kalmaktadir.
Bakteri bu strese sahip oldugu siiperoksit dismutaz enzimi sayesinde direng

gostermektedir. Olusan peroksit ise katalaz enzimi sayesinde pargalanir (37).

2.4, MOLEKULER OZELLIKLERI

H. pylori homojen bir sus olup, tek bir dairesel genomik DNA’ya sahiptir. Bu
DNA 1.40-1.73 Mbp arasinda, ortalama 1.71 Mbp biyuklugiundedir. DNA icindeki
Guanin+Sitozin (G+C) kompozisyonu %35-40 arasinda degismektedir. DNA-DNA
hibridizasyonu ile, suslarin %65 oraninda yiksek seviyede dizi homolojisi gosterdigi
bulunmustur (9, 27). Ekstrakromozomal DNA olan plazmid, suslarin %45’inde
vardir. Plazmidlerin biiytlikliik ve sayisi suslara gore degisik olabilir fakat {izerlerinde
antibiyotik diren¢ geni ve viriilans geni tasimamaktadir. Birgok sus 1.8-6.3 kbp
biydkliglinde tek bir plazmide sahiptir (38).

2.5.VIRULANS VE PATOJENITE OZELLIKLERIi

H. pylori mide epiteli olan bdlgelere tutunabilir. Erigkinlerde proksimal
duodenumda %30 oraninda, bolgeye gelecek asit salgisindan korunmak i¢in mide
epiteli bulunur. Ozofagusta da yer yer mide epiteli bulunabilir. Béylece H. pylori
mide disinda, duodenum ve 6zofagusta da epitele tutunabilir. Tim bu yerlesim
bolgelerinde bakteriler kiimeler halinde bulunmaktadirlar. H.pylori infeksiyonlarinin

patogenezinde bakteriyel faktorler kadar konagin immun cevabi ve ¢evresel kosullar

da etkilidir (9, 39).



2.5.1 Bakteriyel Faktorler:

2.5.1.1.Is1 Sok Proteini(Hsp): Yapisal benzerliginden dolayr HspB, iireazin
molekdler koruyucusu olarak gérev yapabilir. HspA ve HspB proteinlerinin, lireaz ile

beraber salinimi deneysel olarak iireaz aktivitesini arttirmaktadir (40).

2.5.1.2.Flagellin: H. pylori spiral morfoloji ve flagellumlari yardimiyla viskoz
ortamda kolayca hareket edebilmektedirler. En énemli virulans faktorlerinden biri
olan hareket yetenegi bakterinin kolonizasyonunda oldukca 6nemlidir. Flagellar
hareket, pH bagimlidir, pH: 4,1’in altinda hareket durur. Ure ve sodyum bikarbonat
hareketi uyararak pozitif kemotaksis 6zelligi gosterir. Flagellalar flaA, flaB ve flaE
proteinleri tarafindan olusturulur. Hareketten flaA proteini sorumlu iken flaE proteini
uclardaki karakteristik terminal sogani olusturur. Hayvan modellerindeki

caligmalarda flagellasi olmayan H. pylori mutantlari non-virulan bulunmustur (41).

2.5.1.3.Ureaz: Yaklasik 540 kDa mol agirhiginda heksamerik bir molekiildiir.
Sitoplazmik metalloenzim olan iireazin nikel iyonlarina gereksinimi vardir. Gastrik
kolonizasyonunun baglangi¢c doneminde iireaz aktivitesinin koruyucu rolii nemlidir.
Mide mukozasindaki asit ortamda bu bakterinin canli kalabilmesi yiiksek diizeyde
ireaz enzimi yapilmasiyla ilgilidir. H. pylori Ureaz enziminin etkisiyle rre, amonyak
ve karbondioksite parcalanir. Amonyak hidrojen iyonlar1 tutucusu oldugundan
midede lokal pH artar. Yapilan pek cok c¢alismada amonyagin mide epitel
hiicrelerinde morfolojik ve fonksiyonel degismelere neden oldugu gosterilmistir.
Ayrica amonyak bakteriyel adezyonu arttirmakta ve kompleman: inaktif hale
getirmektedir. H. pylori Ureaz aktivitesi, mononikleer hiicre aktivasyonu ve
inflamatuvar sitokin iiretiminde gii¢lii bir uyaricidir. H. pylori treaz enzimi toplam

hilcre proteininin %10'dan daha fazlasini olusturmaktadir (6).

2.5.1.4. Superoksit dismutaz ve katalaz: Bu enzimler, polimorf niveli 16kositlerin
fagositoz etkilerine karst H. pylori’yi korurlar. Ayrica katalaz, bakteriyi invivo toksik
O> radikallerinin etkisinden korumaktadir. H. pylori, proteaz enzimi ile mide

mukozasindaki mukusu parcalar. Boylece, bakterinin kolonizasyonunu kolaylastirir.



Bakteri, salgiladig1 proteaz, lipaz ve fosfolipaz enzimleri aracilifiyla mukus ve

epitelde hasar olusturabilir.

2.5.1.5.Adezinler ve dis membran proteinleri: Bakterideki bircok faktor gastrik

epitele yapismasina yardimci olmaktadir. Patogenezinde roli olanlar;

2.5.1.5.1.BabA (HopS); Yetmissekiz kDa agirhgindadir ve adezin proteinleri
arasinda en iyi karakterize edilenidir. BabA geni tarafindan kodlanmaktadir. Insan
hiicrelerinde fukozillenmis Le® kan grubu antijenlerine baglanmasina yardimer olur.
iki tip BabA formu vardir; BabAl ve BabA2. Ancak BabAl geninin 3’ ucuna 10 baz
ciftlik nikleotid dizisinin girmesi nedeniyle sadece BabA2 tam uzunlukta adezin
proteini kodlar. H. pylori ¢cogunlukla epitel iizerini kaplayan gastrik mukus icinde
bulunur. H. pylori gastrik musin MUCSAC ile birlikte bulundugunda yapismanin
MUCSAC spesifik ligandlara dogru baskin oldugu yoniindedir. Le® antijeninin BabA
tarafindan taninmasi bu bolge spesifik kolonizasyonda anahtar rol oynadigi
yoniindedir. Ancak BabA’nin LeP negatif MUC5AC mutantlarina baglanmas ilave
epitoplarin veya adezinlerin varligina isaret etmektedir (42).

BabA adezyon proteininin Ulser hastaligi ve gastrik adenokarsinoma ile gii¢lii
iligkisi nedeniyle H. pylori’nin virulansinda énemli bir rol oynadigi diistiniilmekle
beraber bu konu hala tartismalidir (43).

BabA allelleri siddetli hastalik formlar ile ilskili olmasina ragmen, BabA2
allelinin VacA s1 ve CagA allelleri ile baglantis1 nedeniyle bagimsiz bir hastalik
belirteci olarak kullanilamaz (43, 44, 45).

2.5.1.5.2. OipA (HopH): Hop protein ailesinin bir bagka tiyesi olan 34 kDa’luk OipA
adezin proteini ilk olarak proinflamatuvar cevabi uyandiran faktdr olarak
tanimlanmistir (46). OipA’y1 kodalayan gen tiim H. pylori suslarinda bulunmasina
ragmen 5’ ucunda bulunan CT diniikleotid tekrarlarinin sayisinin farklilasmasiyla faz
varyasyonu ile ekspresyonunu dizenleyebilmektedir. OipA’nin hem in-vitro ortamda
hem de in-vivo ortamda ekspresyonu artmis IL-8 ekspresyonu ile giiglii bir sekilde
iligkilendirilmis olmasina karsin, bu genin gastrik inflamasyonla iliskilendirilmesi

i¢in daha ¢ok ¢alismaya gereksinim duyuldugu bildirilmektedir (43, 47).



2.5.1.5.3. SabA (HopP): SabA sialik asit iceren glikokonjugatlara baglanmasina
aracilik eder. H. pylori tarafindan tetiklenen gastrik inflamasyon ve gastrik kanser,
nonsialize Lewis antijenlerinin yerine sialillenmis Le* ve Le? antijenlerinin yerine
gecmesi ile iligkilidir. Bu nedenle SabA muhtemelen kronik inflamatuvar ve atrofik
hastalik evrelerinde rol alir. Insan graniilositleri de iizerlerinde sialilatlanmus
karbonhidrat molekiilleri tasidiklarindan SabA tarafindan taninirlar. H. pylori’ nin in-
vitro ortamda graniilositlere baglanmasi bu hiicrelerin aktivasyonuna sebep olmakta
ve bakterinin bu hiicreleri kontrol etmesini saglamaktadir. SabA ayrica bir hiicre dis1
matriks proteini olan laminini de baglayabilir. Bu baglanma bakterinin basitce konak
Immun sistem hiicrelerinden kagmasina yardim etmez, fakat bakterinin CagA, VacA
ve diger virulans faktorlerinin direk transferi sonucu konagin immun yanitinin

kontrol edilmesine izin verir (48).

2.5.1.5.4. Lipopolisakkarit (LPS): H. pylori suslarinin ¢ogu hem yapisal hem de
immunolojik olarak insan kan grubu antijenlerine benzeyen fukozillenmis
oligosakkaritler igceren LPS’leri igerirler. Lewis antijenleri ad1 verilen bu bakteriyal
antijenler antijenik ¢esitlilikte dnemli rol oynamakta ve immun yanittan kurtulmada
yardimct oldugu diisniilmektedir. Lewis antijenlerinin baslangigta adezinden ve
kolonizasyondan sorumlu oldugu diisiiniilse de aslinda bu olaylarda ¢ok az rol aldig1
gosterilmistir (49).

H. pylori’ nin LPS’i CagA’dan bagimsiz bir sckilde NF-kB ve IL-8
uretimini hem epitel hem de immun sistem hticrelerinde tetikler, ancak H. pylori
stimiilasyonu ile gergeklesen ve epitel hiicrelerde iiretilen NF-kB’nin aktivasyonu
LPS yardimi ile olmaz. Diger Gram negatif bakterilere kiyasla H. pylori’nin LPS’i
zayif bir immun cevap uyaricisidir. Bunun sonucu olarak LPS immun
aktivasyonunda major bir faktdr olarak rol oynamamaktadir. Organizma LPS
izerinde tasinan Lewis antijenlerini faz varyasyonlar1 yolu ile degistirerek tasiyici
hiicre antijenlerini taklit edebilme yeteneginin gastrik otoimuniteyi tetikleyip
tetiklemedigi veya LPS’in immun uyarici etkisini, azaltip azaltmadigi hala netlik

kazanmamustir (50).



2.5.1.6. Sitotoksin iliskili toksin A (CagA): VacA iireten suslarin hemen tamaminda
goriilen ancak vakuol olusumuna yol agmayan 128 kDa agirliginda oldukca
immunojen hidrofilik toksindir. Bu genin varolan H. pylori suslarmin %50 ile
70’inde bulundugu ve 27 ile 31 arasinda protein kodlayabilen 40 kbp’lik PAI
genomik bolgesi icin belirte¢ oldugu diistiniilmektedir (51, 52).

CagPAl tasiyan suslar CagA+ suslar olarak isimlendirilmis olup bu suslari
tagtyan hastalarin CagA markir proteinine karsi ciddi antikor titreleri irettigi
bilinmektedir (7). Her ne kadar Asyalilar igin gegerli olmasa da bati diinyasinda
CagA+ suslar ile enfekte olan hastalarmn yiiksek inflamatuvar cevabi olup PUH ve
gastrik kansere yakalanma riskleri yuksektir (53, 54, 55). CagA PAI icermeyen
suslarinda da diisiik siklikta da olsa GU (gastrik iilser) ve kanser hastali1 varlig
bilinmektedir (9). Cogu CagA+ olarak diistiniilen suslarin aslinda tam olmayan CagA
PAI bolgeleri icerdigi (%10) ve dolayisi ile de fonksiyonel olmayan CagA PAI ye
sahip olduklar1 bilinmektedir. Bu ylizden CagA+’liginin hastalik olusumu tizerindeki
etkisi hala keskin ¢izgilerle belirlenmis degildir (52).

VacA’ya yardimer oldugu diisiiniilen bu toksin 20’den fazla ekstraselliiler
proteinin iretildigi CagA patojenite gen adasi i¢in bir gdstergedir. Bu ada picA
(CagA ve CagD) ve picB gen bolgeleri bulunmaktadir. picB’nin kodladigi proteinler
epitel hucrede tirozin fosforilasyonunu indiikleyerek inflamatuar cevabi baslatan
tirozin kinaz1 aktive ederler. Bu geni tagiyan H. pylori suslari, bu geni tasimayanlara
kiyasla PUH ve mide karsinomu vakalariyla daha sik iliskili bulunmaktadir (56).

CagA geni, CagPAl genleriyle birlikte yiksek oranda inflamatuvar
reaksiyonlarla iligkilidir. Gastrik mukozada IL-8, IL-6, IL-10, IL-12 ve TNF
(Tumor nekroz faktor) sekresyonunu uyarir. Farkli patojenik 6zelliklere sahip H.
pylori suslari ile yapilan ilk ¢aligmalar artan patojenisitenin aslinda virulan 6zellik ile
ilgili oldugunu ve bu virulan suslarin in-vitro kiiltiirlerde morfolojik degisikliklere,
vakuolizasyona, arda arda yapilan transferler sonucunda dejenerasyona sebep oldugu
yoniindedir (27, 57, 58).

CagPAI tarafindan kodlanan proteinlerin 18 tanesi tip IV sekresyon
sisteminin yapisin1 olusturur. Bu proteinler siringa benzeri bir yapi olusturarak
gastrik epitel htcrelere girer ve CagA’nin, peptidoglikanin, ve muhtemelen diger

virulans faktorlerinin tastyici hiicreye girigini saglarlar. CagA’nin hiicreye girmesini



takiben Src adi verilen bir protein kinaz CagA’yi tirozin amino asidinden fosforile
eder. Fosforile olan CagA tasiyici hiicre igerisinde aktif hale gegerek tasiyici hiicreye
ait sinyal molekdlleri ile (tirozin fosfataz SHP-2) etkileserek epitel hiicrelerde
morfolojik degisiklikler yapar (59). CagPAI ayrica immiin sistemi de T hiicrelerinin
apoptozisine sebebiyet vererek etkiler. Tip IV yapist ile tastyici hiicre arasindaki
etkilesimler epitel hiicrelerde pro-inflamatuvar sitokinlerin induksiyonu ile
sonuglanir (60, 61).

Daha 6nce CagA proteininin bu pro-inflamatuvar sitokinleri indiikte ettigi
diisiiniilmekte idi ancak son zamanlarda inanilan CagA’ nin bu islemde roliiniin
mindr olabilecegi dogrultusundadir (62).

Tirozinin fosforilasyonu CagA iizerinde bulunan EPIYA motifi igerisinde
yapilir ve CagA’ nin SHP-2 baglanmasi i¢in bu fosforilasyon sarttir. Farkli H. pylori
suslart incelendiginde bunlarin EPIYA motifleri arasinda varyasyonlar oldugu
bilinmektedir. CagA’nin fosforilasyon diizeyi, iizerinde tasidigi tekrar dizileri ile
iliskilidir. Tekrar dizisi fazla olan CagA proteini kiiltiire edilmis epitel hiicreler
tizerinde daha giiclii morfolojik degisiklikler olusturmakta ve bu nedenle de gastrik

kanser ile iliskilendirilmektedir (63, 64).

2.5.1.7. Vakuolizan toksin A ( VacA) : Insan ve diger memeli hayvanlarin basta
mide olmak Uzere tum epitel hicrelerinde asidik vakuolizasyona neden olan bir
toksindir. VacA toksini 95 kDa biiyiikliigiinde oligomerik yapida bir protoksindir.
Asit pH’da proteolize ugrayarak 34 kDa’lik N terminal ve 58 kDa’luk C terminal
pargalarina ayrilip aktif hale geger. 58 kDa’luk parca hiicreye baglanmay1 saglarken,
34 kDa’luk boliim hiicrede vakuolizan ATPaz proton pompasini aktive ederek
nukleus etrafinda zayif bazlarin birikimine ve vakuollerin olusumuna yol acar. H.
pylori suslarinin tamaminda toksini kodlayan VacA geni bulunmasina ragmen
genomdaki farkliliklar nedeniyle %50’si toksin iiretebilmektedir (65). VacA geni
suslar1 arasinda, 6zellikle azot iceren ugtaki (N ucu) kisa olan sinyal dizisinde ve orta
bolgede farkliliklar gostermektedir. VacA geninin sinyal dizilerine gére Sla, S1b ve
S2 olmak iizere iig, orta dizi farkliliklarina gére de m1 ve m2 olmak uzere iki alleli
bulunmaktadir (Sekil 1).

10



Sinyal pargasi C- terminal bilgesi
bidliinme =itesi bidliinme sitesi
* Yac A proteini
1 | |

Sinyal Zalinan polipeptid 87 kDa C- terminal biilgesi
pargasi

vac A geni (3.9 kb)

Simyal pargas allelik tipleri Orta bél ge allelik tipleri
sts — P m T—
s1b — TS m2 I

2 —{ B

Sekil 1. Vac proteini (66).

Orta bolge toksin etkinliginin baglica belirleyicisidir. p58’in hiicreyi baglayan
kismini igerir. Her sus VacA proteinine sahipse de, suslar arasinda vakuolizasyon
aktiviteleri arasinda biiyiik farklar goriilmektedir. Bunun temel nedeni VacA gen
dizilerindeki heterojenliktir. s1/m1 genotiplerinde vakualizasyon aktivitesi yiksek,
s1/m2 genotiplerinde orta derecede ve s2/m2 genotiplerinde yoktur. Bu bilgiye
paralel olarak, VacA s1/m1 genotipleri PUH ve gastrik kanseri ile daha sik iliskilidir
(67). VacA’nin s1/ml alleli bati toplumlarinda goriilen en viriilan formdur. Bu
sonucun aksine Asya toplumlarinda yapilan ¢aligmalarda bu iligki belirlenememistir
(68). s1/m1 tipi VacA, CagA+ genotip ile baglantili olup her iki viriilans faktorii de
bagimsiz tek baslarina hastalik olusumunda bir viriilans belirteci olarak
diisiiniilemez. Bu bulgu son donemde yapilan caligmalarda VacA’nin hastalik
olusumunda zay1f bir belirteg¢ oldugunu gostermektedir (69).

VacA mide epitel hasarinin diizeyiyle iliskilidir. Sinyal dizi tipi ise midedeki
inflamasyon diizeyiyle ve duodenum iilser prevalansiyla iliskilidir. VacA pozitif
suslarmin ¢ogu CagA toksini yénunden de pozitiftir. Boylece teorik olarak mide
epitelinde olusan hasarin VacA sitotoksinin aktivitesi sonucunda ortaya ¢iktig1 ve
gastroduodenal ve gastrodsefageal patolojiden, gastrik karsinomalardan ve MALT
lenfomadan bu toksinin sorumlu oldugu séylenebilir. Bu toksini salgilayan H. pylori
suslarmin, toksin salgilamayan suslara oranla PU’li (peptik iilser) vakalardan daha

siklikla izole edilmesi, bu proteinin virulansla ilgisini gostermektedir (67, 70, 71).
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VacA’nin aktiviteleri arasinda membran kanal olusumu, endozomal ve
lizozomal aktivitelerde bozulma, integrin-reseptorlerince induklenen hiicre sinyali
yolagina etkisi, apoptosisi indiiklemesi ve immiin modiilasyonlar1 sayilabilir (72).

Vakuolizasyon olusumu in-vitro ortamda gergeklesse de in-vivo ortamda
gortulmemektedir (73).

Genetik yapisini aktif olarak degistiren ve hizli bir sekilde evrimlesen
bakteride VacA ekspresyon seviyesi zamanla degisebilir. Bu mikroevrim sonucu
olusan farkli toksisite seviyeleri biiyliylip kiiciilebilen {lserlerin nedeni olarak
aciklanabilmektedir (74).

VacA epitel hiicre membranlarinda actigt porlar araciligr ile tasiyici
hicrelerden Ure ve negatif yUkli iyon salimmin tetikler. Ayrica hiicreler arasi
gecirgenligi de artirarak besinlerin ve katyonlarin salinimini da artirir. Salgilanan
toksinin biiyiik bir pargasi ¢evreye salgilanmaz ve H. pylori’ nin dis membrani ile
baglantili kalir. Bakterinin tastyici hiicre ile kontak haline gegmesi sonucunda bir
araya gelen bu toksinler hiicre yiizeyine aktarilir ve toksik etkilerini gosterirler (75).

VacA proteinleri vasitasi ile direk veya indirek olarak olusan etkilerin ¢cogu
membrana baglanarak por olusumuna neden olsa da, VacA proteinleri ayn1 zamanda
sitozole de girerek mitokondri i¢ membraninda birikip endojen mitokondri
kanallarin1 aktive ederek apoptozisi tetikler. VacA’nin bu proapoptotik etkisi hiicre
tipine bagli olup belki sadece pariyatal hiicreler gibi gastrik epitel hucreleri ile
sinirlidir.  Bu azaltilmig bir asit salinimina ve bdylece gastrik kanser olusumuna
neden olmaktadir. VacA’ ya ait etkilerin bircogu sadece gastrik epitel hiicreler i¢in
tarif edilmisse de, salgilanan VacA proteinleri daha derinlerdeki dokulara penetre
olup granulositler, monositler, B ve T hucreleri gibi immin sistem hicreleri ile de
etkilesebilir. Bu bilginin bir kismi lenfosit aktivasyonunun inhibisyonuna
dayandirilmaktadir. CagA’nin aksine, VagA T-hucrelerinin apoptozisine yol
acmamaktadir (76). Ancak T-htcrelerinin proliferasyonu VacA etkisiyle ciddi

sekilde azalma gosterir bu da patojeniteye ayri bir boyut kazandirmaktadir (76).

2.5.1.8. IceA( Induced by contact with epithelium): Bu gen genetik yap1 bakimindan
restriksiyon endoniikleazlara benzer. Allel varyantlar1 IceAl ve IceA2’dir. IceAl

siklikla peptik {lserli hastalarda gosterilmistir. Yapilan calismalar CagA, VacA
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s1/m1, IceAl geni tasiyan H. pylori suslarinin daha virulan oldugu ve peptik tilserli
hastalarin siklikla bu suslar ile enfekte oldugunu ortaya ¢ikarmistir (77).

2.6. H. pylori’ye KARSI OLUSAN IMMUN YANIT

H. pylori’nin epitel hiicrelere yapigmasi sonucu i¢lerinde IL-8in de yer aldig1
degisik sitokinleri Gretmesine yol acar (78). Ayrica H. pylori nétrofilleri stimile
etmek suretiyle interferon (INF), TNF ve IL-1, IL-6, IL-8 salinimina neden olur (79).
Bu sitokinler ve H. pylori tarafindan Gretilen kemotaktik faktorler, notrofillerin ve
diger inflamatuvar hiicrelerin bu bdlgeye toplanmasina ve aktivasyonuna yol acar.
Diger yandan, epitel hiicresi membranindaki mikrobiyal antijenler, sitotoksik T
hiicreleri ve helper T hiicreleri tarafindan tanimlanir. Bu olay ortama daha fazla
sitotoksin salinimina, sitokinlerin artist da B lenfositlerin spesifik antikor iireten
plazma hicrelerine doniismesine yol acar. Organizmada H. pylori’ye karsi ilk olarak
IgM yapisinda antikorlar iiretilir. Daha sonra IgA ve IgG antikorlar yapilir (80). Akut
enfeksiyon veya reenfeksiyonun gostergesi olan IgM antikorlar birka¢ ay icinde
azalir. IgA antikorlar1 mikroorganizmanin gastrik epitele adheransini engeller. IgG
antikorlar1 ise kronik enfeksiyonda belirgindir. IgG antikorlar1 tam1 amach
kullanilmaktadir. Eradikasyondan sonra IgG diizeyleri azalmakla birlikte tamamen
kaybolmamaktadir.  Ortaya ¢ikan  bu  antikorlar ~ hlicre  ylzeyindeki
mikroorganizmanin antijenleri ile reaksiyona girer ve otodestriiktif bir olay baglar.

Diger yandan aktive olan ndtrofillerden salgilanan reaktif oksijen
metabolitleri ve proteazlar gibi zarar verici maddeler de epitel hasarina katkida
bulunur. Ortamda bol miktarda bulunan sitotoksik T hiicreleri de dogrudan epitelde
hasar olusturabilir. Bu olaylar sonug olarak epitelde erezyonlar ve (lserasyona neden
olur. immun yamittaki varyasyonlar bakteri sayisini etkileyebilmekteyse de, hicbir
zaman tam olarak eradikasyon saglanamamaktadir. Konak¢min immunitesi ile
yangisal yanit arasindaki denge ya da dengesizlik sonucu asemptomatik kronik
nonspesifik gastritten, daha ciddi gastroduodenal hastaliklara kadar degisen klinik

tablolar ortaya ¢ikabilmektedir (9).
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Sekil 2. H.pylori’ ye karsi olusan immun yanit (81).

2.7 EPIDEMIiYOLOJi

H. pylori giniimiizde sosyoekonomik kosullar1 yetersiz olan iilkelerde
toplumun tamamii enfekte eden ve kronik infeksiyonlar, PUH, mide
adenokarsinomu, MALT lenfoma gibi GIS hastaliklarina neden olan bir patojendir.
Sosyoekonomik durumun kotiiliigii ve yas artisiyla dogru orantilidir (82). Hastaligin
prevalanst iilkeler, hatta bir {ilkenin farkli yerlesim bolgelerinde farkli
olabilmektedir. Bir ¢ok iilkede orta yash yetiskinler arasindaki prevalans %80’in
iizerinde iken, gelismis {lkelerdeki prevalans %?20-50 arasindadir (83, 84).
Geligsmekte olan {ilkelerde ise %68’dir (85). Gelismis {lkelerdeki yetiskin
populasyonlarda enfeksiyonun yillik insidansi yaklasik %1 dir.

Ulkemizde 0-2 yasta %14.7, 3-6 yasta %20.3, 7-11 yasta %72.7, 12-17 yasta
%84.4, 18-24 yasta %76.8, 25-55 yasta %84.2 olarak bulunmustur (86).

H. pylori’ nin esas kaynagi ve gecis yolu kesin olarak ortaya konulmamis

olmakla birlikte, diski ve dis plaklarindan izole edilmis olmasi, PCR ile tukrikte
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DNA iriinlerinin  varliginin ~ gosterilmesi  bakterinin oral yolla alindigini
diisindirmektedir (82, 84, 87, 88, 89, 90, 91).

Infeksiyonun esas olarak erken cocukluk déneminde aile icinde
bulastirildigina inanilmaktadir (82, 84, 87). Gelismis iilkelerde insandan insana
dogrudan bulasma daha ¢ok kusmuk, tiikriikk ya da fecesle olmakta iken gelismekte
olan iilkelerde kontamine su gibi diger bulasma yollar1 da 6nemli olabilmektedir.
Veriler H. pylori’nin cinsel iliski ve 6piismekle bulasmadigini ortaya koymaktadir.
Hayvan rezervuarlari goOsterilememistir. Primatlardan insanlara H. pylori’nin
bulastirilabilme olasilig1, insanlarda infeksiyonunun bu denli yaygin prevalansini
aciklayacak yeterlilikte degildir. Hayvanlardan insanlara bulastigina dair herhangi bir
kanit yoktur. Dogal rezervuarinin insan oldugu sanilmaktadir. Heniliz cevresel
rezervuart da saptanamamustir. Ortak yasam yerlerinde H. pylori prevalansinin
kontrol gruplarindan daha yiiksek bulunmasi, aile i¢i yayilim gosteren bir infeksiyon
gibi goriinmesi, etkenin insandan insana gectigini diistindiirmektedir (82, 84, 87, 88,
89, 90, 91). Gelismis iilkelerde H. pylori’nin kazanilma hizi, son on yil iginde
tyilestirilmis halk saghigi kosullar1 sayesinde oldukg¢a azalmistir. Dolayisiyla, H.
pylori prevalansindaki yasla beraber goriilen artis, cogunlukla eski kohort etkisine
baglidir. Alkol, sigara, antiinflamatuvar ilag tiikketimi ile H. pylori prevalansi arasinda
iliski yoktur. Evinde evcil hayvan besleyenlerde prevalans diisiik olmasinin nedeni
bu kimselerin sosyoekonomik durumlarinin iyi olmasindan ileri gelmektedir (18).

Ulser distnda NUD (non ulser dispepsilerde), kronik bébrek yetmezliginde,
KAH da, pernisy6z anemide, ulseratif ¢zefajitte, Zollinger Ellison sendromunda,
kolon poliplerinde de yiiksek prevalansda goriildiigii iddia edilmekte, bu hastaliklarin

etyolojilerinde bu bakterinin bulunup bulunmadig: hala arastirilmaktadir (86).

2.8. H. pylori’ye BAGLI GELISEN HASTALIKLAR:

2.8.1. Gastrit: H. pylori ilk yerlesimi sirasinda, antrum ve korpusu tutan ve lamina
propriada yogun nétrofil infiltrasyonu ile karakterli olan bir notrofilik gastrit yapar
(92). Akut gastrit donemi birkag hafta ile birkag ay sirer. Bu gastritin en belirgin
ozelligi midede belirgin bir hipoklorhidriye neden olmasidir. Infekte kisilerin ¢ok az

bir kisminda infeksiyon kendiliginden ortadan kalkar ve mukoza normale déner.
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Olgularin biiytik bir kisminda konak¢min immun cevabi, infeksiyonu ortadan
kaldirmakta yetersiz kalir ve inflamasyon, aralarinda polimorf nétrofillerin de yer
aldig1 yogun lenfoplazmositer hiicre infiltrasyonu ile karakterli bir aktif kronik

gastrite dontisiir (93). Bu gastrit iki tirl( olabilir.

2.8.1.1.Antral predominant akut kronik gastrit: infeksiyon sirasinda mide asit

salgis1 yiiksek olanlarda gelisir ve duodenal tilser olusumu ile birliktedir (93).

2.8.1.2.Korpus predominant aktif kronik gastrit: Iinfeksiyon sirasinda asit salgisi
diisiik olan midelerde, asitin bakteri lizerindeki olumsuz etkisinin ortadan kalkmasi,
H. pylori ’nin korpusta da yerlesmesine ve diffliz ya da korpus predominant gastrit

gelismesine yol acar (93).

2.8.2. Gastrik atrofi ve mide kanseri: Mide kanseri ile kronik atrofik gastrit
arasindaki iliski uzun siiredir bilinmektedir. H. pylori’nin mide kanseri etiyolojisinde
rol oynayabilecegi asagidaki gézlemlerle baglantilidir:
a) Tum dunyada kronik gastrite yol acan nedenler icinde H. pylori birinci siradadir
ve bu aktif kronik gastritlerin bir kismida kronik atrofik gastrite doniismektedir.
b) Mide kanseri ile H.pylori arasinda giiglii bir epidemiyolojik iliski vardir.
c) H. pylori infeksiyonunun hiicresel ve biyokimyasal sonuglar1 teorik olarak bazi
duyarli kisilerde kanserojeneze yol agabilir. H. pylori prevalansinin yiiksek oldugu
toplumlarda gastrik kanser oranlarida 6nemli 6l¢iide artmis durumdadir (93, 94).
Cesitli ¢alismalar H. pylori ile infekte kisilerde distal mide kanseri riskinin 8-
9 kat arttigin1 ve gelismis iilkelerdeki mide kanserlerinin % 60-80’inin H. pylori ile
iligkili oldugunu gostermektedir (95). H. pylori gastriti antrum agirlikli ise kiside
duodenal {ilser, eger korpus agirlikli ise gastrik iilser veya kanser egilimi ortaya
¢ikmaktadir (96). H. pylori’nin indiikledigi adenokarsinom mekanizmalar1 kronik
doku yanitinda da rol oynamaktadir ve doku atrofisinin ilerlemesinde ve metaplazi
olusumunda 6nemli patolojik basamak olarak yer almaktadir. Ortalama olarak bu
olaylarin ger¢eklesmesi i¢in on yillar gerekmektedir. Correa 20 yil dnce intestinal tip
gastrik kansere yol agan bir hipotez ortaya atmistir. Buna gore aktif olarak siiren

gastritte asit salgilayan bezler giderek kaybolmakta (atrofi), bunun yerini fibrozis ve
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intestinal metaplazi almakta, metaplazik ortamda once displazi, ardindan da kanser
gelismektedir (97). Mc Coll ve EI-Omar’in, H. pylori ile infekte olan aktif kronik
gastritli  kisilerin bazilarinda midede belirgin asit hiposekresyonu oldugunu
gostermeleri, Correa’nin varsayimini desteklemektedir (98). H. pylori’nin aym
zamanda mide salgisindaki askorbik asit diizeyini de azalttigi gosterilmistir. Bir
yandan mide salgisinda hem hidroklorik asit hem de askorbik asit dlzeylerinin
azalmasi ve burada diger bakterilerin yerleserek nitrozamin olusumuna yol agmasi,
diger yandan mikropla infekte olan mukozada olusan kronik inflamasyonun yol
actigt hizli hiicre degisimi sirasinda DNA da meydana gelen hasar sonugta

kanserogeneze neden olmaktadir (99).

2.8.3. MALT (Mucosa Associated Lymphoid Tissue) Lenfoma: H. pylori
gastritinde mukozada lenfoid molekiiller ortaya c¢ikar (MALT). Birgok gastrik
lenfomalar B lenfositler yardimiyla olusurlar ve MALToma olusmasiyla son
bulurlar. Birgok c¢alismada, H. pylori ile infekte olan kisilerde, olmayanlara gore
mide kokenli diisiik dereceli B hiicreli MALT lenfomo riskinin 6 kat arttigi
gosterilmistir. H. pylori eradike edildikten sonra MALT lenfoma belirgin olarak
geriledigi bildirilmektedir (93, 94).

2.8.4. Duodenal Ulser: Duodenal iilser patogenezinden mukoza hasarina yol
acabilecek faktorler ile mukoza biitiinliigiinii saglayan faktorler arasindaki dengenin
bozulmast sorumlu tutulmaktadir. Duodenal hastalarin %95’de antrumda
inflamasyon ve H. pylori’nin bulunmast bu mikroorganizmanin duodenal iilser
etyopatogenezindeki 6nemini gostermektedir (100, 101). Onemli bir ¢alisma
sonrasinda Carrick ve arkadaslar1 duodenumda H. pylori varliginin duodenal
ulserasyon riskini 52 kat arttirdigini gostermistir (101). Bunun yanisira H. pylori
kolonizasyonu gastrik ve duodenal Ulserasyon riskini 3—4 kat arttirmaktadir. H.
pylori ile ilgili duodenal iilser hastaliginin patogenezini belirleyen bes ana ozellik
bildirilmistir (99).

1-Helicobacter suslar1 arasinda belirgin bir virulans farklilig1 vardir. Virulan suslarin
cogu, patojenite adaciklar1 denilen, CagA, VagA, PicA veya IceA gibi genlerin bir

araya geldigi bolgeler igerir. Bu bolgelerin icerdigi 6zelliklere gore H. pylori suslar
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iki gruba ayrilir. Tip 1. VacA(+), CagA(+) olan ve iilsere yol acan suslar. Tip 2:
VagA (-) ve CagA (-) olan ve iilser yapmayan suslar. Yine virulan suslarin mukusun
tizerindeki fosfolipid tabakaya zarar veren fosfolipazlar1 daha fazla dlgiide tirettikleri
ve notrofilleri daha hizl aktive ettikleri gosterilmistir.
2-H. pylori ile infekte kisilerin midelerinde hem bazal, hem de postprandial gastrin
salgilanmasi artmistir. Bunun nedeni H. pylori’nin midedeki bazi normal fizyolojik
cevaplar1 degistirmesidir. Normal kosullarda antrumun pH’nin asitlesmesine veya
antrumun gerilmesine verilen cevap, D hiicreleri tarafindan salgilanan somatostatin
salimiminin uyarilmasi, dolayistyla gastrinin inhibe olmasidir. Ciinkii somatostatin;
gastrini inhibe eden temel maddedir ve somatostatin salgilanmasi arttik¢a, gastrin
salgilanmasi azalir. Buna karsilik duodenal iilseri olan H.pylori pozitif hastalarda
yapilan calismalar gdstermistir ki; antrumun asitlesmesi ya da gerilmesine cevap
olarak somatostatin salgilanmasinda yeterince artis olmamakta, dolayisiyla gastrin
etkili bigimde baskilanamadigi i¢in yiiksek diizeyde kalmakta, bu da midede fazla
asit salgisina yol agmaktadir.
3-Kisilerde hemen daima, Ozellikle antrumun tutuldugu, buna karsilik korpusun
nispeten saglam kaldig1 bir aktif kronik gastrit vardir.
4-H. pylori pozitif ve negatif olan duodenal iilserli hastalar karsilagtirildiginda,
bakteriyi barindiran midelerde bazal ve postprandiyal asit salgilanmasinin belirgin
olarak arttig1 saptanmustir.
5-Bu kisilerde duodenumda, asit salgilayan hiicre adaciklar1 halinde gastrik
metaplazi adaciklart vardir.

H. pylori ve iilser hastaligi arasindaki iliskiyi kanitlayan en Onemli
ipuglarindan biri de mikrobun eradike edilmesinden sonra llser iyilesme oraninin

cok yiiksek ve yeniden iilser olusumu oraninin ¢ok diisiik olmasidir (93).

2.8.5 Gastrik Ulserasyon (GU): Duodenal iilserle (DU) karsilastirilinca GU’de daha
kiigik bir grup H. pylori ile kolonizasyona maruz kalmistir (%50-80). GU’in
gorilmesinin  6nemli bir ylzdesi NSAID veya aspirin kullanimindan dolay1
olmaktadir. Prepilorik bélgede gérillen GU’ler veya DU ya da bir duodenal skara
eslik eden korpus lserleri DU’e benzer patogenez gosterir.

PUH’nin bugiin i¢in kabul edilen dért ana sebebi vardir:
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1) H. pylori
2) NSAI
3) Asit hipersekresyonu
4) Diger Sebepler (Crohn, malignite gibi).
GU’lerin antibiyotik tedavisi ile iyilestirildigi durumlarda elde edilen bulgular
DU’lerde goriilenlerle paraleldir (99).

2.8.6. Noniilser Dispepsi iliskisi: NUD’de organik sebepler yoktur. Bu hastalarda H.
pylori prevalansi benzer yakinmasi olmayanlardan daha siktir. H. pylori(+)’ligi ile
dispepsi sendromlarinin olusmasi arasindaki iliski tam olarak agiklanamamistir. H.
pylori kolonizasyonunun oldugu NUD’li hastalarda yapilan calismalarda,
plasebolarla karsilastirilinca antimikrobiyal ilaglara daha iyi yamtlar verildigi
goriilmiistiir. Bazi ¢alismalarda ise H. pylori tedavisi ile plasebo tedavi arasinda fark
goriilmemistir. Totalde H. pylori, NUD hastaliginda %10°dan daha az bir oranda
etkili olmaktadir (102).

2.9. TANI

2.9.1. invaziv Yéntemler: H. pylori, 6zellikle daha az asit iceren bir ortam
olmasindan dolayi, midede antrum boélgesine, diizensiz yerlesme egilimindedir. Bu
nedenle endoskopi ile alinacak biyopsi oOrnekleri miimkiinse birden fazla ve

antrumdan alinmalidir.

2.9.1.1 Kultdr: H. pylori kiltirde {iretilmekte ve tami i¢in altin standart
sayllmaktadir. Bu yontem iyi stadardize edilmis, en 6zgiil ve olduk¢a duyarli bir
yontem olarak tanimlanmaktadir (103). Oksijene duyarli olan bu bakterinin
laboratuvara ulastirilmasi ve ekimi uygun kosullarda ve hizli olmalidir. Tasiyici
besiyeri olarak serum fizyolojik ve ticari olarak hazirlanmis besiyerleri
kullanilmaktadir. H. pylori kiiltiiriiniin basarist biyopsi Orneginin alimiyla ekimi
arasindaki siireye ve oksijenle temasina baglidir. Bu nedenle alinan 6rnekler en fazla
dort saat icinde ekilmeli, bu siire boyunca +4°C’de bekletilmelidir. Ornek hemen

ekilemeyecekse -70°C’de saklanabilir, bu islem kiiltiirde iiretmeyi %40 azaltacaktur.
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H. pylori secici (antibiyotik iceren) ve secici olmayan besiyerlerinde, mikroaerofilik
ortamda 3-7 gunde Uretilmektedir. %5-10 yalanci negatif sonu¢ alinmaktadir (40).
Kullanilacak besiyeri beyin-kalp-inflizyon agar (Brain Heart Infusion BHI),
Columbia agar, Brucella agar gibi zengin besiyerleri olmali ve kan ya da serumla
zenginlestirilmelidir. Mikroaerofil ortam, cesitli ticari kitler kullanilarak, anaerop
kavanozda saglanabilmektedir. Ureyen suslar, Gram boyama, iireaz, katalaz, oksidaz
reaksiyonlarma  goére  konvansiyonel yontemlerle degerlendirilerek  tanmi
koyulmaktadir. Kultirde dretilen H. pylori’ye antibiyotik duyarlilik testi
uygulanabilir, tiplendirme yapilabilir (104).

2.9.1.2. Histopatolojik inceleme: Birgok arastirmaci histopatolojik incelemenin H.
pylori infeksiyonunun tanisinda altin standart oldugunu kabul etmektedir (105).
Bakteri mukus icinde, ylizey epiteline tutunmus olarak, kriptin i¢ine dogru
derinlerde bulunur. Antral biyopsi orneklerinin, rutinde kullanilan hematoksilen-
eozinle veya Ozgiilligin arttigi Warthin-Starry giimiisleme, akridin-oranj ve
modifiye Giemsa ile boyandiktan sonra histopatolojik degerlendirilmesi olduke¢a iyi
sonuclar vermektedir. Histopatolojik inceleme ile gastroduodenal patolojinin dizeyi
ve premalign degisiklikler saptanabilmektedir. Monoklonal veya poliklonal floresan
anti-H. pylori antikorlarinin kullanildigr immiinhistokimyasal boyama tanida 6zgiil

ve duyarli bir yontemdir, ancak maliyeti yliksektir (106).

2.9.1.3. Hizh iireaz testi: Endoskopi sirasinda alinan antral biyopsi 6rneklerinden
uygulanan hizli iireaz testi hem ucuz hem de kolay bir tekniktir. H. pylori Ureaz
aktivitesi ile ortamdaki {lireyi amonyak ve bikarbonata parcalar ve ortamin pH’sini
yiikselterek pH indikatorii ile ortamin rengini degistirir. Pozitif sonuclarin %90°1 ilk

yarim saatte goriiliir ve geri kalanlarda ertesi giin okumay1 gerektirir (40).

2.9.1.4. Molekiiler tan1 yontemleri: Molekiiler yontemler, 6zellikle son yillarda H.
pylori ve diger Helicobacter tiirlerinin saptanmasinda siklikla kullanilmaya
baslanmistir (107). Bu yontemler tiplendirmede, antibiyotik duyarlilik saptamada ve
viriilans faktorlerinin belirlenmesinde onem kazanmiglardir. Molekiler yontemler

mide biyopsi ornekleri disindaki 6rneklerden de H. pylori ve/veya diger Helicobacter
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tirlerini saptamak igin kullanilabilmektedir. Molekiler bir yontemle g0sterilen
Helicobacter’in canli olup olmadigi saptanamaz. Segilecek DNA ekstraksiyon

yontemi bu testlerin duyarliliginda biiyiik 6nem tasimaktadir (107).

2.9.2. invaziv olmayan yéntemler:

2.9.2.1. Ure nefes testi: Bu testte oral yoldan C veya Cu (radyoaktif karbon)
isaretli iire alimin1 takiben, 20-30 dakika sonra solunan hava 6rnekleri toplanmakta
ve bunlar daha sonra spektrometrik olarak veya sintillasyon cihazlarinda
sayllmaktadir. Isaretli iire H. pylori ile infekte kisilerde bakterinin (ireaz enzimi ile
pargalanir. Olusan CO, solunum havasinda saptanmaktadir. Duyarlilig1 ve 6zgiilligii
cok yiiksektir. Test, yalanci negatif sonuglardan kaginmak iizere antibiyotik veya
omeprazol tedavisi sirasinda uygulanmamali, tedavi bitiminden en az bir ay sonra

uygulanmalidir (107).

2.9.2.2. Serolojik yontemler: H. pylori tanisinda kullanilan yaygin yontemlerden
biridir. Ozellikle epidemiyolojik calismalarda yararlidir. Enzim isaretli kati faz
immiinassay (ELISA) yontemi en sik kullanilan serolojik yontemdir (108).

H. pylori infeksiyonu sistemik ve lokal antikor yanitina neden olur. Ozgill
IgM antikorlar kisa siireli olarak yiikselir, IgG ve IgA infeksiyon siiresince artar
ve tedavi edilmedik¢e yiiksek kalir. Tedaviyi izleyen aylarda eradikasyon
saglandiysa IgG ve IgA diizeyleri diiser. IgG diizeyi hi¢bir zaman tamamen
negatiflesmez. Tedaviye yanitin degerlendirilmesinde, tedavi Oncesi ve tedavi
bitiminden itibaren Ug-alt1 ay sonra olacak sekilde iki titrasyonun
karsilastirilmasi gereklidir (109).

“Western Blot”, immiinoblotlama, bakterinin g¢esitli boliimlerine karsi olusan
stvisal bagisik yanit1 saptamada kullanilan olduk¢a duyarlt ve 6zgiil bir yontemdir.
Serolojik olarak hasta basi testleri, bir damla kan ya da serum ile uygulanabilen veya
idrarda 1gG saptayan testler gelistirilmistir ama bunlarin duyarlilik ve 6zgilliikleri
diistiktir (110, 111).
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2.9.3. Diski 6rnekleri icin kullanilan tani yontemleri:

2.9.3.1. Diski Kkiiltiirii: H. pylori safraya duyarli bir bakteridir. Diski safra
asitlerinin yuksek oranda bulundugu bir ortamdir. Diski ayn1 zamanda anaerop ve
fakiltatif anaerop bakterilerden olusan zengin normal floraya sahip bir ortamdir.
Biitiin bu nedenlerden dolay1 digki kiiltiiriinde H. pylori tUretmek oldukga zordur.

Pasajin ¢ok hizli oldugu diyareli olgularda diskida H. pylori tiretilebilmistir (112).

2.9.3.2. Diski antijen testleri: Ticari olarak hazirlanmis poliklonal ve
monoklonal antikor testleri bulunmaktadir. Poliklonal testlerin 6zgllliga
oldukca yiiksekken, duyarlligi degisken olarak saptanmistir . Monoklonal
testler yliksek duyarlihk ve 6zgullik goéstermistir. Hasta basi test olarak
gelistirilen monoklonal antikor test sonuglari oldukca duyarh ve 6zgil olarak

saptanmistir (113).

2.9.3.3. Diski polimeraz zincir reaksiyonu (PCR): Diski PCR inhibitorleri
acisindan c¢ok zengindir. Bu nedenle uygulanacak DNA ekstraksiyon ydntemi ve
inhibitor uzaklastirilmast diskida PCR uygulamasinda ¢ok oOnemlidir.  Digki
filtrasyon yontemi inhibitorlerin uzaklastirilmasinda kullanilan bir ydntemdir.
Polipropilen membran ile siizilen digki Orneklerinde PCR inhibit6rlerine
rastlanmamistir (114). Immiinmanyetik ayirma bir diger inhibitdr uzaklastirma
yontemidir. H. pylori yiizey antijenlerine kars1 antikorlarla kapli manyetik boncuklar
kullanilir. Digkidaki H. pylori basil ve kok formlar1 bu boncuklara yapisir, 6rnekteki
inhibitorler yikamayla uzaklastirilir (114). Biyokimyasal saflastirma diskidan DNA
ekstraksiyonu i¢in kullanilan bir bagska yontemdir. Digskida H. pylori saptanmasi igin
PCR yontemi kullanilacagi zaman en az iki set primer kullanilmasi 6nerilmektedir
(114, 115). Ayrica, reamplifikasyon, nested PCR yontemleri diskida H. pylori

saptanmasinda testin duyarliligini arttiracaktir.
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Tablo.1 Tanida Kullanilan Testlerin Duyarlilik ve Ozgiilliikleri ( 9).

Test Duyarlihik ve Ozgiilliik(%)

invaziv metodlar

Histoloji >95%
Kaltur >050%
Hizli tireaz testi >90%

Invaziv olmayan

metodlar

Ure soluk testi >95%
Diski antijen >90%
testleri

Seroloji 80-90%
2.10. TEDAVI

Avrupa Maastricht 2-2000 konferansi konsessus raporunda, H. pylori

infeksiyonunun tedavisi i¢in onerilen endikasyonlar sunlardir:

2.10.1. Tedavinin siddetle onerildigi endikasyonlar:

-Duodenum ve mide iilseri (aktif ya da degil, komplike PUH dahil),
-MALT lenfoma,

-Atrofik gastrit,

-Yeni rezeke edilmis mide kanseri,

-Mide kanserli hastanin birinci derece akrabasi olmak,

-Hastanin istemesi (doktora danistiktan sonra)
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2.10.2.Tedavinin tavsiye edildigi endikasyonlar:

-Fonksiyonel dispepsili hastalar,

-Uzun siireli yogun asit baskilama tedavisi yapilacak gastrodzefagial reflii olan
hastalar,

-Nonsteroid antiinflamatuar ila¢ kullanan hastalar(18).

H. pylori infeksiyonu ve non-steroid antiinflamatuar ila¢ ya da aspirin kullanimu,
PUH igin bagimsiz risk etmenlerdir. Non-steroid antiinflamatuar ila¢ kullanimindan
once H. pylori eradikasyonu, iilser insidansini azaltir. Fakat yiiksek riskli hastalarda
tekrarlayici ilser kanamalarin1 Onlemede yetersiz kalir (119). Eradikasyon,
nonsteroid antiinflamatuvar ila¢ almaya devam eden hastalarda mide ve duodenum
iilserlerinin iyilesmesini artirmaz. PUH’nin tedavisinde en gegerli olan uygulama,
aktif veya remisyonda olusuna bakilmadan tiim infekte PU’lerde H. pylori’nin
ortadan kaldirilmasidir. PUH inda H. pylori’nin eradike edilmesiyle ortaya ¢ikan en
onemli sonug, tedavi gorenlerde iilser niiksiiniin son derece diisiik olmasidir (117,
118, 119).

H. pylori eradikasyonu icin en sik kullanilan kombinasyonlar; proton
pompasi inhibitdrii ve/veya bizmut tuzlarina iki antibiyotik eklemekle elde edilen
tclu tedavi rejimleridir. Ucli tedavilerde H. pylori eradikasyon orami degisik
serilerde %80 ile %100 arasinda degismekle birlikte, ortalama % 85 civarindadr.
Optimal tedavi siiresi bir haftadir. Bu siireden daha az verilen tedavilerin basarisi
diigtik bulunmustur. Siirenin arttirllmas: ile tedavi maliyeti yiikseldigi halde
eradikasyon oraninda belirgin bir degisiklik olmamustir (120).

Uygulanmakta olan tc¢li tedavi secenekleri

1. Proton Pompasi Inhibitdrii (Omeprazol 20mg x 2 veya lansoprazol 30 mg x 2 ) +
iki antibiyotik ( Klaritromisin 250-500mg x 2 + amoksisilin 1gm x 2 veya
Klaritromisin 250-500mg x 2 + metronidazol 250-500mg x 2).

2. Bizmut tuzlar1 (Kollaidal bizmut substrat veya ranitidin bizmut sitrat ) + iki
antibiyotik: Bu grupta kullanilan kombinasyon ranitidin bizmut sitrat (400mg x 2 ) +
klaritromisin (250-500mg x 2) + amoksisilin (1gm x 2)’dir.
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Daha 6nceden kullanilmakta olan ve klasik tedavi olarak bilinen bizmut substrat +
metronidazol + amoksisilin veya tetrasiklin bilesimi yan etkilerinin g¢oklugu ve iki
hafta stireli olusu nedeniyle artik kullanilmamaktadir.

Dortli Tedavi: Proton pompa inhibitori + klasik Gcli tedavi ( Kolloidal bizmut
substrat 300mg + metronidazol 500mg x 2 + 35 amoksisilin 1gm x 2 veya tetrasiklin
500mg x 2 )’dir. Uclu tedavilerin basarisiz oldugu durumlarda kullanilmaktadir
(121).

2.11. ANTIMIKROBIYAL DIRENC MEKANIZMALARI

Bolgeler arasinda farkli olmakla birlikte, klaritromisin ve metronidazole olan

primer direng, tedavi basarisini sirasiyla %50 ve %37 oraninda azaltmaktadir.

2.11.1.Bismut tuzlari: Bizmut tuzlarimin bilinen ilk etkileri, mukozal proteinlere
olan afiniteleri nedeniyle olusan polimer glikoprotein komplekslerin iilserli dokuyu
kaplayarak asit-pepsin aktivitesine karsi korumalaridir. Son yillarda prostoglandin
sentezi ve bikarbonat sekresyonunu artirmalarinin yanisira antibakteriyel etkili
olduklar1 da anlasilmistir. Elektron mikroskobik g¢aligmalarda, bizmutun mukusta
bulunan H. pylori’nin hiicre zarmin i¢ ve dis yiiziinde toplanarak mukustan
ayrilmasina ve lizisine neden oldugu gosterilmistir. H. pylori eradikasyonunda, tek
basia %10-30 oraninda enfeksiyonu tedavi eden en etkili monoterapétik ajanlardir

(118).

2.11.2.Amoksisilin: H. pylori hiicre duvart sentezini inhibe eder. Gastrik asiditede
stabilken notr pH’da aktivitesi daha fazladir. Tek basina eradikasyon orani1 %20’yi
gecmemektedir. Direng gelisimi %0-1 ile %29 arasinda degismektedir.

1.mekanizma; beta laktamaz enzimi salgilama; filogenetik olarak bagirsakta bulunan
diger bakterilerden farkli olmakla beraber intestinal sistemde bu bakterilerle kontak
sonucu B-laktamaz enziminden sorumlu gen H. pylori’ye aktarilabilir (118, 122).

2. mekanizma penisilin baglayan proteinde degisiklik olmasidir (118, 122).
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2.11.3.Metranidazol direnci: Digerlerine gore daha yiiksek olup, gelismekte olan
tilkelerde daha fazla oranda rastlanmakta Grnegin Afrika’da %80-90 direng rapor
edilmistir. Gelismis iilkelerde ise %10-50 arasinda goriilmektedir (122). H. pylori’de
nitroimidazoller bazi nitrorediiktaz enzimleri tarafindan metabolize edilir. Bunlardan
en onemlisi olan oksijene duyarsiz NADPH nitroreduktazda rdxA geni tarafindan

kodlanir. Bu gende olan mutasyonlarla direng gelisir (122).

2.11.4. Klaritromisin direnci; %S5 ile %25 arasinda degismektedir. Son yillarda
Ozellikle solunum yollart enfeksiyonlarinda makrolid kullaniminin — artmasi
klaritromisin direncinde belirgin bir artisa neden olmustur. Daha 6nceki ¢aligsmalarda
direncin yas ve cins ile iligskisinin olmadig1 goriilmiis. Bakterinin 23S rRNA’sinda
nokta mutasyonlar olmasi (A2115-G, G2141-A, A2141-G, A2142-G, A2143-G,
A2143-C, A2142-T, T2717-C, T2182-C) sonucu ortaya ¢ikmaktadir (126, 127, 128,
129, 130). Direngten sorumlu en sik goriilen mutasyonlar A2142-G, A2143-G olup,
ender olarak A2142-C, T2717-C ve T2182-C mutasyonlarina da rastlanmaktadir.
Ancak bu mutasyonlarin klaritromisin direnci ile iligkisi tam olarak bilinmemektedir
(123, 124, 125, 126, 127).

2.11.5.Tetrasiklin: H. pylori tedavisinde tek olarak kullanilmasi ile %6-30 oraninda
eradikasyon saglar. Alternatif ikincil tedavide onerilmekte ve direng orani heniiz
bilinmemektedir. Bakterinin 16S rRNA’sinda 926-928 nukleotidlerde tekli, ciftli ve

ucli baz ciftinde olugsan mutasyon sonucu direng gelismektedir (128).
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3.GEREC VE YONTEMLER:

3.1. Cahsmaya Alinan Hasta Grubu ve Ornek Ahinmasi

11.2006-05.2007 tarihleri arasinda gastroenteroloji poliklinigine mide
sikayeti ile gelen ve endoskopi yapilmasi kararlagtirilan 66 bayan, 55 erkek olmak
Uzere toplam 121 hasta arastirmaya alindu.
Fujinon (Eve precessor Epx-201 H) videoendoskopla uygulanan (EG 201 FP)
endoskopi sonucunda c¢alismaya dahil edilmesine karar verilen hastalarin
antrumlarindan ti¢ adet biyopsi 6rnegi alindu.
Calismaya alinan hastalara;
1-Yas
2-Cinsiyet
3-Dispeptik sikayetler
4-Tlk tam
5-Ozge¢mis
5-Mide kanamasi dykiisii
6-Daha dnce gastroskopi olup olmadigi
7-Kullandigr ilaglar
8-Gegirdigi ameliyatlar (6zellikle gastrointestinal sistem)

9-Aile hikayesi soruldu.

3.2 Biyopsi Orneklerinin Mikrobiyolojik Degerlendirilmesi:

3.2.1 Kullanilan Besiyerleri ve Boyalar

3.2.1.1.Mueller Hinton Agar, %10 koyun kani, H. pylori’ye selektif antibiyotik
(Dent supplement , Oxoid, UK) ilave edilerek hazirland.

3.2.1.2.Ureaz besi yeri: Christensen Ure agar besiyerine (Oxoid, UK)’ne %10 (ire
ilavesi ile hazirlandi.

3.2.1.3.Gram boyama yodntemi biyopsiden yapilan direk yayma preparat Grnegi
methanolle 2 dakika fiske edildi. Kristal viole ile preparat 2 dakika bekletildikten

sonra yikanip, lugol ile 2 dakika mordanlandi, ardindan 3:7 oraninda karistirilmis
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olan aseton/alkol ile renksizlestirme islemi yapildi. En son sulufuksin ile 1 dakika

boyandi (132).

3.2.2 Orneklerin Islenmesi:

Alman biyopsi oOrnelerinden bir tanesi hizli iireaz testi i¢in kullanildi. H.
pylori’nin yaptigi treazin ortamdaki Ureyi parcalamasi ve olusan NH3z ve
bikarbonatin pH’y1 yiikseltmesi ve bunun bir indikator ile gosterilmesine dayanir.
Biyopsi ornegi Ureaz besiyerine gomulerek ilk 30 dakika igindeki renk degisikligi
gOzlenerek kaydedildi. Besiyeri bir gece bekletilerek ertesi giin renk degisikligi olup
olmadig1 tekrar degerlendirildi. Diger 2 adet mide biyopsi 6rnegi, 0,5ml serum
fizyolojik igersinde, 2 saat i¢cinde mikrobiyoloji laboratuvarina ulastirildi. Biyopsi
orneklerinden bir tanesi -80°C’de DNA izolasyonu igin saklandi. Diger biyopsi
ornegi ise Dent supplement (Oxoid) ve %10 koyun kan ilaveli Mueller Hinton agar
besiyerine (Oxoid) ekildi ve Gram boyasi i¢in lam iizerine yayma yapildi. Besi
yerleri mikroaerofilik gaspak (Campy Gen, Oxoid) kullanilarak olusturulan
mikroaerofilik ortamda (%5 O2, %10 CO2, %10 H»), 37°C’de 72 saat inkube edildi.
Ureme olmayan plaklar 7 giine kadar inkiibe edildi. inkiibasyon siiresi sonunda H.
pylori kolonileri Gram boyama yontemi ile boyanarak 100X’liik objektifte
incelendiginde kivrik, mart1 kanadi, gibi tipik morfolojinin gorilmesi, kolonilerin
hizli iireaz, katalaz ve oksidaz pozitif olmasi ile tanimlandi. Ureyen

mikroorganizmalar saklama besiyerine alinarak -80°C’de saklandi.

3.3 Molekduler Yéntemler

3.3.1 DNA izolasyonu

3.3.1.1 Kullanilan Kimyasal Maddeler

Kimyasalin ad1 Firma Kod
Agaroz Prona Basilica LE
Etanol Sigma E7023
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Etidium bromid Sigma E8751

EDTA Sigma E 5134
Formaldehit Sigma F 8775
Gliserol Sigma G 5516
Ksilen siyanol Sigma X4126
Sodyum hidroksit Merck B1900662
Sodyum klorid Merck K26744400
Sodyum karbonat Sigma S 7277
Trizma base Sigma T 8524
Asetik asit Sigma A6283
Brom fenol mavisi Sigma B5525
Amonyum asetat Merck A174189
Amonyum persulfat Sigma A 9164
Proteinaz K Roche 1370300
Borik asit Riedel de Haen 11607
CTAB Sigma H-9151

3.3.1.2 Kullanilan Tamponlar Kimyasal Cozeltiler :

TE tamponu (pH 8.0):
10mM Tris HCI
1mM EDTA pH 8.0 (+20°C)

SDS stok soliisyonu: 10% (w/v)
0.2-0.45 um membran ile filtre edilir.

10 X TBE( Tris Borik asit -EDTA) stok soltisyon pH 8.0:

121.10 gr Trisma Base

61.83 gr Borik asit

5.84 gr EDTA(susuz)

Distile su ile hacim 1000 ml’ye tamamlanir. pH 8.0 e ayarlanarak oda isisinda

saklanir.
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0.5 M EDTA: 29.2 gr EDTA 160ml distile su igerisinde manyetik karigtirict
yardimiyla ¢oziiliir, hacim 200 ml’ ye tamamlanir. pH:8.0 olmasi i¢in NaOH pelet

ilave edilir. Otoklavda steril edilerek kullanilir.

CTAB (Cetyltrimethyl ammonium bromide) soltisyonu:
4.1 g NaCl, 80 ml suda ¢oziiliir. Icerisine 10g CTAB, 65°C’lik su banyosunda yavas

yavas ilave edilerek soliisyon hazirlanir. CTAB aniden eklenirse erimesi saglanamaz.

CTAB ile DNA ekstraksiyon yontemi :

1) Biyopsi 6rnegi , 500 pl TE tamponu icgine eklendi.

2) 30 ul % 10 SDS + 3 pl 20 mg/ml Proteinaz K eklenerek pipetlemeyle iyice
karistirilds, bir gece 37° C’de inkiibe edildi.

3) inkubasyon sonunda 100 pl 5M NacCl eklenerek, vortekslendi.

4) 80 pul CTAB eklenerek, vortekslendi, 65° C’de 10 dakika inkiibe edildi.

5) 750-800 pl Kloroform eklendi, vortekslendi; 8 dakika (1600 rpm) santriftj edildi.
6) Slpernatan, karistirmamaya dikkat edilerek yeni bir mikrosantrifiij tiipiine alindi,
7) 24ml  kloroform / 1ml izopropanol karisimindan , slipernatana esit miktarda
eklendi, (yaklagik 600-700 pl), daha sonra vortekslendi; 8 dakika (1600 rpm)
santriftij edildi.

8) Siipernatani, karistirmamaya dikkat ederek yeni bir mikrosantrifiij tiipiine alindu.
Izopropanol’dan siipernatana esit miktarda( yaklasik 600-700 pl) eklendi ve 3M pH:
5,2 sodyum asetat 3 pl ilave edilerek, ¢cok nazik sallayarak karistirildi. DNA iplikgik
seklinde yada hava kabarciklar1 seklinde goriildu. 13 dakika santrifiij edildi. Santrifij
tipinln dibinde ¢okeltiyi goruldi. pipet yardimiyla, ¢ok nazik olarak, siipernatani
alind1 ve atild.

9) Kalan ¢okeltinin tzerine % 70’lik etanol ,200 pl eklendi, 6 dakika santriftyj edildi.
10)Cokeltiye dokunmadan pipet yardimiyla etanol ahindi ve atildi. Cokeltinin
kurumasi i¢in oda 1sisinda 2,5 saat bekletildi. Cokelti Gizerine; 50 ul TE eklendi.
DNA hemen kullanilacaksa +4°C’de, daha sonra kullanilacaksa -20°C’de bekletildi.
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3.3.2 Polimeraz Zincir Reaksiyonu:
3.3.2.1 Primerler

Calismada kullanilan primer ¢iftleri gesitli litertiirlerden belirlenerek tablo halinde

asagida verilmistir (Tablo 2).

Tablo 2. Calismada Kullanilan Primerler (68, 130)

mplifiye edilen Primer Primer dizisi (5'—3") PCR iiriin uzunlugu,
bolge (bp)
Cag A CAG-L ATAATGCTAAATTAGACAACTTGAGCGAA

CAG-R TTAGAATAATCAACAAACATCACGCCAT 289
VacA sl VA1-F ATGGAAATACAACAAACACAC

VA1-R CTGCTTGAATGCGCCAAAC 259
VacA s2 VAl-F ATGGAAATACAACAAACACAC

VA1-R CTGCTT GAATGCGCCAAAC 286
VacA sla SS1-F# GTCAGCATCACACCGCAAC 190
VacA slb SS3-F2 AGCGCCATACCGCAAGAG 187
VacA s2 SS2-F# GCTAACACGCCAAAT GATCC 199
VacA ml VAS3-F GGTCAAAATGCGGTCATGG

VA3-R CCATTGGTACCTGTAGAAAC 290
VacA m2 VA4-F GGAGCCCCAGGAAACATTG

VA4-R CATAACTAGCGCCTTGCAC 352
fceAl fceAl-F GTGTTTTTAACCAAAGTATC

fceAl-R CTATAGCCAGTCTCTTTGCA 246
fceA2 fceA2-F GTTGGGTATATCACAATTTAT

fceA2-R TTGCCCTATTTTCTAGTAGGT 229/334
BabA2 BabA2-F ATCCAAAAAGGAGAAAAAGTATGAAA

BabA2-R TGTTAGTGATTTCGGTGTAGGACA 850
16S rRNA 16S-F TAAGAGATCAGCCTATGTCC

16S-R TCCCACGCTTTAAGCGCAAT 534

4 VAIL-R primeri ile birlikte kullamlmustir.
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3.3.2.2 PCR protokolt: Total 25 pl olarak dizenlenen bir reaksiyonluk PCR

karigimi asagidaki sekilde hazirlanmistir.

PCR protokolt 1rxn
dH20 16 pl
MgCl> 1.5 mM
PCR buffer (10X) 2.5 ul
dNTP mix (Fermentans) 2mM
Primer F’ 1mM
Primer R’ 1mM
Tag DNA polimeraz (Fermentans) 1U

H. pylori DNA 200ng

Amplifikasyon icin GeneAmp PCR sistemi (Perkin Elmer) kullanildi. Farkli gen
bolgeleri i¢in her bir siklus asagidaki sekilde gerceklestirilmistir.

3.3.2.3.PCR reaksiyon sikluslar::

Predenatiirasyon 94°C %5’

Denaturasyon 94°C 1’

Annealing 1s1s1 * 1’ siklus**

Sentez 1s1s1 72°C T’

Son sentez 18181 72°C 7’

*Annealing 1s1st: ** reaksiyon sikluslari:

CagA 52°C 35(60 saniye)
Vac sla 54°C 30(30 saniye)
Vac slb 54°C 30(30 saniye)
Vac s2 54°C 30(30 saniye)
Vac ml 50°C 35(60 saniye)
Vac m2 54°C 35(60 saniye)
fceAl 49°C 35(45 saniye)
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fceA2 47°C 35(45 saniye)
BabA2 52°C 40(60 saniye)
16S rRNA 53°C 35(60 saniye)

3.3.3 Nested Real Time PCR yontemi ile Klaritromisin Direncinin Belirlenmesi:
Klaritromisin direnci ticari olarak iiretilmis H. pylori Real Time PCR test kiti (Metis
Biotek.) kullanilarak belirlendi.

3.3.3.1. H.pylori DNA’sinin Amplifikasyonu:

Reaksiyonun duyarliligini artirmak i¢in 6nce H. pylori DNA’s1 amplifiye edildi.

Bir 6rnek i¢in hazir olan PCR karisimindan 20 pl ependorfa koyulur. Uzerine 0.2 pl
Taq DNA polimeraz ve 5 pl calisilacak DNA eklenir. Belirtilen programda thermal
cycler’da (Perkin- Elmer ) amplifiye edilir. Amplifikasyon; 1 siklus 94°C’de 3 dk,
25 siklus 94°C’de 20sn, 60°C’de 45sn, 72°C’de 1dk, 1 siklus 72°C’de 3dk seklinde
gergeklestirilir.

3.3.3.2.Light Cycler (LC) Reaksiyon Protokoli;

Tablo 3. Bir reaksiyon igin Real Time PCR karigiminin hazirlanmasi

LC PCR Mix 1rxn
dH20 6.4 pl
MgCI2 0.8 ul
Hpy LC Primer mix 0.5 ul
Hpy LC Probe mix 0.5 ul
LC FastStart SYBR Gren Master mix 1.0 ul

10xconc.
Total voliim 9.2ul
1.tur PCR iiriin 6rnegi 0.8 ul
Total voliim 10 pl
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Reaksiyon karigimi primerler ve probe pipetlenerek iyice karistirilarak alinir. MgCl»
eklendikten sonra vortekslenir. Karigim hazirlandiktan sonra 9.2 pl miskten kapillere

dagitilir. En son 0.8 ul 1.tur triini eklenir. 3000-5000xrpm’ de 10 sn santrifuj edilir.

Tm noktasi +/- 2.0
Klaritromisin duyarh 65 °C
Klaritromisin direncli 57 °C

84 °C, +/- 2.0’ de gortilen pikler H. pylori pozitifligini goésteren iiriine ait.
57 °C, +/- 2.0 de gorilen pikler A2143G veya A2144G mutasyonunu
gostermektedir.

3.4.Kullanilan Cihazlar

PCR cihaz1 (Eppendorf Mastercycler, Techne )
Real Time PCR (Roche)

Calkalamali su banyosu

CCD kamera-bilgisayar donanimi

Yatay elektroforez

UV transilimunator

Yatay calkalayici

Spektrofotometre
3.5. Istatistiksel Analiz: Pearson Che-Square test ve Fisher’s Exact test kullanildi.
4. BULGULAR
4.1.Hastalara ait bulgular
11.2006 - 05.2007 tarihleri arasinda Gastroenteroloji poliklinigine bagvuran

ve endoskopi yapilan 66 bayan, 55 erkek toplam 121 hasta, yas ortalamasi 49+15
olarak belirlendi. Hastalarin 66’s1 (%54.5) dispeptik sikayetle basvurdu. Yakinmalari
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midede agn eksime, siskinlik, mide bosalmasinda ge¢ikme idi. 10 (% 8.3) hasta,
daha Once Ulser tanist alip eradikasyon tedavisi goren kontrol amagl endoskopisi
yapilan hasta grubu idi. 33 (%27.3) hasta a¢lik mide agrisi, yanma, melana, anemi
sebebi ile bagvuran hasta grubu, 12 (%9.9) kisi farkli bir hastalik Romatoid artrit,
Ankilozan spondilit gibi romatizmal hastaliklarin tedavisi esnasinda steroid ve
nonsteroid antiinflamatuar ilag alimina sekonder mide sikayeti olan ve endoskopi
planlanan hasta grubunu olusturdu.

Hastalarin sigara ve alkol kullanip kullanmadigi sorgulandiginda 88 (%72.7)
sigara kullanmadigi, 33’nun (%27.3) sigara kullandigi ve 108’inin (%89.3) alkol
kullanmadigi, 13’niin (%10.7) alkol kullandigi tespit edildi.

Endoskopi Oncesi tedavi ve ila¢ kullanimi soruldugunda 41 (%33.9)
hastanin mide sikayeti i¢in hi¢ ila¢ kullanmadigi, 13°niin(%10.7) antasit kullandigt,
47’sinin (%38.8) PPI, 20’sinin (%16.5) H. pylori eradikasyon tedavisi aldigi, 9’unun
(%7.4) romatizmal hastalik nedeniyle nonsteroid antiinflamatuvar aldig1 6grenildi.

H. pylori PCR sonuglar1 ile alkol ve sigara alimi karsilastirildiginda anlaml
bir sonu¢ bulunamadi. chi-kare test (p>0.05)

Endoskopi esnasinda ilk alinan biyopsi Orneklerinde hizli iireaz testi
yapildiginda, 60 biyopsi Orneginde iireaz testi pozitif, 61 Ornekte Ureaz testinin
negatif oldugu goriildi. YUz yirmi bir 6rnegin direk Gram boyali preparatlarinin
mikroskopik bakisinda 50’sinde H. pylori pozitif géruldu (Sekil 3). Bakteri kiltirt

icin yapilan ekimimlerde 34 6rnekte Greme goruldu (Sekil 4).

35



Sekil 3. Gastrik biyopsiden hazirlanan direk yaymada Gram boyasinda
H. pylori pozitifligi (100x).

Sekil 4. Selektif Mueller Hinton Besiyerinde (%10 koyun kanli) H. pylori
Kolonileri
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4.2.Hasta gruplar ve H. pylori pozitifligi

Endoskopi bulgularina gore gruplandirildiginda hastalarin 56’s1 (%46.3)
gastrit, 24’0 (%19.8) dlser, 13’0 (%10.7) duodenit, olarak belirlendi. Yirmisekiz
(%23.1) hastada herhangi bir patoloji bulunamadi.

Alman 121 biyopsi 6rmeginden izole edilen DNA’lardan H. pylori 16S
rRNA primerleri (Tablo.2) kullanilarak yapilan PCR’da 78 (%64.4) ornekte H.
pylori pozitif, 43 (%35.6) 6rnekte H. pylori negatif olarak belirlenmistir ( Sekil 5).

Sekil 5. CagA geninin (289 bp) ve H. pylori 16S rRNA geninin (534 bp) agaroz
jeldeki goruntusd. A; marker, B, C, D, E, F; CagA+. G, H; H. pylori +

Gastritli hastalarin 40’1 (%71.4), ilserli hastalarin 20’si (%83.3), duodenitli
hastalarin 9’u (%69.2), normal endoskopi bulgusuna sahip hastalarin ise 9’u (%32.1)
H. pylori pozitif olarak belirlendi (Tablo4). Buna gore hasta gruplar ile H. pylori
pozitifligi arasindaki iliski istatistiksel olarak alamli bulundu. [Pearson chi-kare
(p<0.05)].

37



Tablo 4. Endoskopi sonucuna gore hasta gruplart ve H. pylori pozitifligi

Endoskopi sonucu Hasta sayis1(%) H.pylori +(%0)
Gastrit 56 (46.3) 40 (51.3)
Ulser 24 (19.8) 20 (25.6)
Duodenit 13 (10.7) 9(11.5)
Normal 28 (23.1) 9 (11.5)
Toplam 121 (100) 78 (100)

Tablo 5. Virulans genlerinin goriilme sikligi

Viralans genleri Pozitif (%) Negatif (%0) Toplam
CagA 55 (70.5) 23 (29.3) 78 (100)
Vac sla 56 (71.8) 22 (28.2) 78 (100)
Vac slb 0 (0) 78 (100) 78 (100)
vac s2 13 (16.7) 65 (83.3) 78 (100)
Vac mi 1 (1.3) 77 (98.7) 78 (100)
Vac m2 68 (87.2) 10 (12.8) 78 (100)
Ice Al 19 (24.9) 59 (75.6) 78 (100)
Ice A2 21 (26.9) 57 (73.1) 78 (100)
Bab A2 5 (6.4) 73 (93.6) 78 (100)

4.3 CagA geni pozitifligi:

Yetmis sekiz Ornekte CagA genine bakildiginda 55’inde (%70.5) CagA
pozitifligi gorildii (Sekil 5). 23’linde (%29.5) CagA negatifligi goriildii (Tablo5).
CagA geni pozitifligi ile hastalarin klinik bulgular1 karsilastirildiginda; H. pylori
pozitif gastritli 40 hastanin 31’inde (%77.5), iilserli 20 hastanin 14’de (%70.0),
duodenitli 9 hastanin 4’nde (%44.4), normal endoskop bulgulu 9 hastanin 6’sinda
(%66.7) CagA geni pozitif olarak belirlendi. CagA geni ile klinik bulgu arasinda

anlamli iliski saptanamadi (Tablo 6 ) [Pearson che-square test (p>0.05)].
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Tablo 6. CagA virulans geninin klinikle iligkisi:

Klinik Bulgu CagA+ (%) CagA- (%) Toplam
Gastrit 31 (77.5) 9 (22.5) 40 (100)
Ulser 14 (70.0) 6 (30) 20 (100)
Duodenit 4 (44.4) 5 (55.6) 9 (100)
Normal 6 (66.7) 3(33.3) 9 (100)
Toplam 55 (70.5) 23 (29.5) 78 (100)

4.4. VacA gen pozitifligi:

H. pylori pozitif 78 6rnegin Vac midregion (Tablo. 2) gen bolgesi PCR ile
bakildiginda 69 (%88.4) Ornekte VacA geni pozitifligi goraldd, 9 (%11.6) Ornekte
VacA genine rastlanmadi (Sekil 6).

Gastritli 40 hastanin 31’inde (%77.5) sla pozitif, 7’sinde (%17.5) s2 pozitif
bulundu. ml pozitifligi goériilmeyip, m2 pozitifligi 38’inde (%95) gdraldi
(Resim4,5). iki hastada VacA geni belirlenemedi.

Ulserli 20 hastanin 14’{inde (%70) sla pozitif, 2’sinde (%10) s2 pozitif, 16
(%80) ornekte m2 pozitif goruldi (Sekil 6,7), m1 pozitifligi goriilmedi ve 4 6rnekte
VacA geni negatif bulundu.

Duodenitli 9 hastanin 6’sinda (%66.7) sla pozitif olup, 1 (%11.1) 6rnekte s2
pozitifligi goriildi, 7°sinde (%77.8) m2 pozitif olup (Sekil 6,7), ml pozitifligi
gorulmedi ve 2 vakada Vac negatif bulundu.

Endoskopi bulgusu normal 9 6rnegin 5’inde (%55.6) sla pozitif, 3’Unde
(%33.3) s2 pozitif, 1’inde (%11.1) m1 pozitif, 7’sinde (%77.8) m2 pozitif goéruldu
(Sekil 7,8), 1 6rnekte VacA geni negatif bulundu (Tablo 7). Klinik bulgular ile sla,

s2, m1, m2 arasinda anlamli iliski belirlenemedi. [ Pearson che-square test (p>0.05)].
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Sekil 6. VacA geninin agaroz jeldeki goriintiisii. A; markir, B, C, E, F; VacA +,
D, G; VacA -

Tablo 7. VacA gen bolgeleri klinikle iliskisi:

Klinik
Bulgu | sla(%) |[slb(%) |s2(%) |ml(%) |m2 (%)
Gastrit |31 (77.5) | 0(0) 7(175) | 0(0) 38 (95)
Ulser 14 (70) 0 (0) 2 (10) 0(0) 16 (80)
Duodenit | 6 (66.7) | 0 (0) 1(11.1) | 0(0) 7(77.8)
Normal |5(55.6) |0 (0) 3(333) |1(111) | 7(77.8)
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Sekil 7. A.V1 pozitifligi,(B,C,D) sla pozitifligi, E s1b negatif, F s2 pozitif

M s1b =2 ml mz2 icea icesZ icesZ*

300 |

Sekil 8. M; markir, B; slb, C; s2, D; m1, E; m2, F; IceAl, G; lceA2(229bp), H; IceA2
(334)
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4.5.VacA gen allelerinin birlikte pozitifligi:

VacA geninin allellerine bakildiginda gastritli 40 hastanin 31’inde (%77.5)
sla/m2 , 7’sinde (%17.5) s2/m2 gorildi ve klinikle anlamli bir iliski bulunamadi.
Ulserli 20 hasta 6rneginin 13’iinde (%65) sla/m2 goriliirken 2’sinde (%10) s2/m2
goruldi. Duodenit tespit edilen 9 hastanin 6’sinda (%66.7) sla/m2 ve 1’inde
(%11.1) s2/m2 goriuldi. Endoskopi sonucu normal olan 9 hastada 1’inde (%11.1)
sla/ml 5’inde (%55.6) sla/m2 , 3’Unde (%33.3) s2/m2 belirlendi(Tablo 8).

Klinikle iligkisi Pearson Che-Square testine gore anlamli bulunamadi (p>0.05).

Tablo 8. VacA alellik beraberliginin klinikle iliskisi.

Klinik Bulgu sla/m1(%) sla/m2(%) s2/m2(%o)
Gastrit 0 (0) 31 (77.5) 7 (17.5)
Ulser 0 (0) 13 (65) 2 (10)

Duodenit 0(0) 6 (66.7) 1(11.1)
Normal 1(11.1) 5 (55.6) 3(33.3)

4.6.CagA gen pozitifligi ile VVac geni birlikteligi:

CagA ve VacA geni allelleri birlikteligi degerlendirildiginde; 6rneklerde sla/ml
alleli sadece 1 Ornekte pozitif olarak bulundu. Kirk iki ornekte sla/m2 pozitif
belirkenirken, 5 6rnekte s2/m2 bulundu (Tablo 9). CagA geni ve sla/m2 allellerinin
birlikteliginin gastrik hastaliklarla iliskisi istatistiksel olarak anlamli bulunamadi.

[Pearson Che-Square test (P>0.05)].
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Tablo 9. Cag ile Vac allelik genlerinin birlikteligi

CagA pozitif (%) CagA negatif (%)
(n=48) (n=22)
sla/ml 1(2.1) 0 (0)
sla/m2 42 (89.4) 14 (63.6)
s2/m2 5(10.6) 8 (36.4)

4.7.Adezyon genleri pozitifligi:

H. pylori pozitif belirlenen 78 hastanin 19’unda (%24.4) IceAl, 21’inde
(%26.9) IceA2, 5’inde (%6.4) BabA2 geni pozitif olarak belirlendi (Sekil 8,9).
Adezyon genleri ile klinik bulgular karsilastirildiginda;

Gastritli 40 hastadan 14’Unde (%35) IceAl , 8’inde (%20) IceA2, 2’sinde
(%5) BabAz2 genleri pozitif bulundu.

Ulserli 20 hastanin 3’tinde (%15) lceAl, 4’iinde (%20) IceA2 ,2’sinde (%10)
BabA2 pozitif bulundu.

Diodenitli 9 hastanin 1’inde (%11.1) IceAl, 3’inde (%33.3) IceA2, 1’inde
(%11.1) BabA2 genleri pozitif olarak belirlendi.

Endoskopik bulgusu normal 9 hastanin 1’inde (%11.1) IceAl, 6’sinda
(%66.7) 1ceA2 pozitif gorildi, BabA2 pozitifligi goriillmedi (Tablo.10).

1118 gg1
8692
501

Sekil 9. BabA2 (850bp) geninin agaroz jeldeki géruntusu. B, C, D; BabA2 +
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Tablo 10. Adezyon genlerinin klinikle iliskisi

Klinik Bulgu
Ice ALl(%) Ice A2(%) BabA2(%)
(n=78)

Gastrit (n=40) 14 (35) 8 (20) 2 (5)
Ulser  (n=20) 3 (15) 4 (20) 2 (10)
diodenit (n=9) 1(11.1) 3(33.3) 1(11.1)
Normal (n=9) 1(11.1) 6 (66.7) 0(0)
Toplam (n=78) 19 (24.4) 21 (26.9) 5(6.4)

4.8. CagA gen pozitifligi ile adezyon genleri birlikteligi:

CagA+ orneklerde adezyon genleri degerlendirildiginde fced ] 16 (%29.1),
IceA2 10 (%18.2), BabA2 ise 4 (%7.3) érnekte belirlendi (Tablo11). CagA pozitif
orneklerde lceA2 negatifligi anlamli bulunurken (Fisher’s Exact Test p=0.011).
CagA ve adezyon genlerinin birlikteliginin klinikle iligkisi belirlenemedi (p>0.05).

Tablo 11. CagA ve adezyon genlerinin birlikteligi

CagA pozitif (%) CagA negatif (%)
(30 Hasta) (15 Hasta)
IceAl 16 (29.1) 3 (%13)
IceA2 10 (18.2) 11 (47.8)
BabA2 4 (7.3) 1(4.3)

4.9.PCR pozitif 6rneklerde Klaritromisin direnci:

H. pylori pozitif 78 6rnekte real time PCR yontemi ile 23S rRNA’daki
A2142G ve A2143G nokta mutasyonlarina bagli klaritromisin direnci arastirildi.
Kirk altt H.pylori izolat1 klaritromisine duyarli bulundu (Sekil 10). Yirmi iki 6rnekte
Klaritromisine direnc belirlendi (Sekil 11). Bes Ornekte 57 ve 65 +2 °C de 2 pik
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gortlmesi nedeniyle hastanin 2 farkli H.pylori susu ile enfekte oldugu disiiniildii
(Sekil 12). Ayrica 5 6rnekte 83 +2 °C pik gorulmesine karsin (H. pylori pozitif), 57
ve 65 2 °C’de pik belirlenemedi. Bu nedenle 10 &rnek istatistiksel

degerlendirmelere dahil edilmedi.
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Sekil 10. H. pylori’de klaritromisin duyarliligini gosteren melting curve analizi 65+2

°C, 65 °C’deki pik duyarliligi ve 832 °C pik H.pylori pozitifligini
gostermekte
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Sekil 11. Klaritromisin direncli H. pylori 57+2 °C “de pik ve 83%2 °C’de pik
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Sekil 12. Klaritromisin duyarli ve direngli izolat bir arada co-enfeksiyon varligi

5742 °C ve 652 °C 2 pik mevcut. 83 £2 °C pik
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4.10. Klaritromisin direncinin CagA virulans geni ile iliskisi:

Cag+ 49 ornegin 37°si (%75.5) duyarli, 12’si (%24.5) direncli , Cag- 19
ornekten 10°u (%52.6) direncli, 9’u (47.4) duyarli bulundu (Tablo12). CagA pozitif

orneklerde klaritromisin duyarlilig: istatisiksel olarak anlamli bulunmadi. [Fisher’s
Exact Test (p=0.042)]

Tablo 12. Klaritromisin direncinin CagA virulans geni ile iliskisi

Klaritromisin | CagA+ (%) CagA- (%)
Direncli 12 (24.5) 10 (52.6)
Duyarh 37 (75.5) 9 (47.4)

4.11. Klaritromisin direncinin VacA allelleri ile iliskisi:

sla/ml allelli olan 1 sus kalritromisine duyarli bulundu. sla/m2 49 6rnekten
15’1 (%68.2) Kklaritromisine direncli, 34 (%73.9) duyarli bulundu. s2/m2 alleli 10
ornekten 3’lnde (%13.6) klaritromisine diren¢ gorilirken, 7°si (%15.2) duyarh

olarak belirlendi (Tablo.13). Klaritromisin direnci ile Vac alleli birlikteligi arasinda
anlamli bir iligki goriilmedi. [Fisher’s Exact Test (P>0.05)].

Tablo 13. Klaritromisin direncinin VacA allelleri ile iliskisi:

Klaritromisin direngli(%)  Klaritromisin duyarh(%o)

n= 22 n=46
sla/ml 0(0) 1 (2.2)
sla/m2 15 (68.2) 34 (73.9)
s2/m2 3(13.6) 7 (15.2)

49



4.11. Klaritromisin direncinin adezyon genleri ile iligkisi:

IceAl geni olan 6 susun (%27.3) Klaritromisine direncli, 11 susun (23.9)
duyarli oldugu, IceA2 geni olan 8 6rnegin (%36.4) klaritromisine direncli, 12’sinin
(%26.1) duyarli oldugu belirlendi. BabA2 gen olanlarda klaritromisine direng
gortulmezken, 3’0 (%6.5) duyarli olarak belirlendi (Tablo18). Klaritromisin direnci
ile adezyon genleri birlikteligi arasinda anlamli bir iliski saptanamadi. [Fisher’s
Exact Test (p>0.05)]

Tablo 14. Klaritromisin direncinin adezyon genleri ile iliskisi

Klaritromisindirencli(%) Klaritromisin duyarh(%o)

n=22 n=46
IceAl 6 (27.3) 11 (23.9)
IceA2 8 (36.4) 12 (26.1)
BabA2 0 (0) 3(6.5)
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5.TARTISMA

Bir asirdan beri insan midesinde spiral sekilli bakterilerin varligi bilinmekle
beraber izolasyonu ve identifikasyonu yapilamamustir (1, 16, 17). Yaklasik 20 yil
once Barry Marshall ve Robin Warren insan midesinden bakteriyi izole etmisler ve
kiiltiiriinii yapmayi basarmiglardir (17, 18, 22). Daha sonra bu bakteri H. pylori
olarak tanimlanmustir (22). H. pylori kolonizasyonunu takiben olusan ilk patolojik
durum kronik aktif gastrittir. Bakterinin intragastrik yayilimi, kronik inflamasyonun
siddeti kolonize olan susun yapisi, konagin genetik yapisi, olusan immun yanit, diyet
ve asit iiretim diizeyiyle yakindan iligkilidir (9).

Diinyada insan popiilasyonunun %50’sinden fazlas1 H. pylori ile enfektedir.
Fakat sadece %10’da klinik olarak belirgin bir hastalik olusmakta, biiyiik bir
kisminda ya asemptomatik ya da sadece kronik gastrit gortilmektedir. Patojenik ve
non-patojenik H. pylori suslar1 konakta bulunabilmekte ve farkli genotiplere sahip
suslar farkli klinik bulgularin ortaya ¢ikmasina neden olabilmektedirler,

Bu ¢alismada Kocaeli ve ¢evresinde gastrik yakinmasi olan hastaliklardan
izole edilen H. pylori suslarmin virilans genlerinin aragtirilmast ve bu genlerin
tedavi protokollerinde kullanilan Klaritromisin direnci (zerine etkilerinin olup
olmadiginin belirlenmesi hedeflenmistir.

H. pylori’nin arastirilmasinda geleneksel standart metod bakteri kalttrindn
yapilmasidir. Bununla beraber teknik zorluklari, biyopsi materyalinde bakteri
sayisinin azligi, bu testin duyarliligini azaltmaktadir. Hizl iireaz testinin duyarlilig
da smirlidir. Her iki metotta da biyopsi ornegine ihtiya¢ duyulmaktadir. Fakat H.
pylori midede yama tarzinda yayilim gosterdigi i¢in alinan biitiin biyopsi
orneklerinde bakteri, belirlenmeye yetecek miktarda olmayabilir (131, 132). Bizim
calismamiz da, alinan 121 biyopsi materyalinin 60’1 hizli iireaz test ile, 50’si Gram
boyama sonucu direk mikroskopi, 34 6rnek ise kiltur yontemi ile H. pylori pozitif
olarak belirlenmistir. Biyopsiden H. pylori DNA’s1 izole edilip 16S rRNA’ya
spesifik primerler kullanilarak yapilan PCR’de 78 biyopsi orneginde H. pylori
pozitifligi belirlenmistir. Zsikla ~ ve arkadaslarmin yaptiklar1 bir ¢alismada
histopatolojik kesitlerde H. pylori pozitifligi ve PCR yontemi ile H. pylori pozitifligi

belirlenmesi karsilastirildiginda; histopatolojik olarak negatif belirlenen biyopsilerde
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PCR’la %20 oraninda daha fazla pozitiflik belirlenmistir(133). Yapilan ¢alismalarda,
H. pylori’nin belirlenmesinde kullanilan metodlarin duyarliliklar1 ve 6zgillukleri
farkli olarak verilmektedir (134, 135, 136). Bu nedenle bu g¢alismada H. pylori
belirlenmesinde  kullanilan ~ yontemlerin ~ duyarhilbiklar1  ve  ozgiilliikleri
degerlendirilmemistir. Calismada direk biyopsi 6rneginden DNA izole edilip PCR
yontemi ile H. pylori pozitifligi belirlenmesi temel alinmstir.

H. pylori’nin patojenite genleri ile ilgili ¢alismalarda, cografik bolgelere gore
genetik ¢esitlilik gosterdigi bilinmektedir. Avrupa ve Kuzey Amerika’da H. pylori
izolatlarinin %60°1inda CagA geni pozitif olarak belirlenirken Kore, Japonya gibi
Asya llkelerinde H. pylori suslarinda %90’in {izerinde CagA geni pozitifligi
bildirilmistir (53, 137, 138, 139, 140). Avrupa tlkelerinde PU’le CagA pozitifligi
arasinda siki bir iligki bildirilirken, Asya iilkelerinde boyle bir iliskinin varligi
bildirilmemektedir. Cin’de yapilan bir ¢alismada da CagA geni pozitifligi ile kronik
gastrit ve PUH arasinda iliskinin varhig: belirlenememistir (140). Japon hastalarda
CagA virulans geninin iilser olusumunda giivenilir belirleyici olmadig1 gosterilmistir
(141). Turkiye’de yapilan bir ¢alismada % 61.7 CagA-pozitifligi belirlenmis, CagA
gen pozitifligi DU ve GU daha sik goriilmekle beraber NUD ile iliskili olmadig1
bildirilmistir (146). Brezilyada yapilan bir calismada CagA geni, H. pylori suslarinin
% 65’inde pozitif bulunmus, CagA ile PUH arasinda iliski goriilmiistiir (142, 143).
Baska bir calismada Cag geninin RFLP analizi ile 3 farkli paterni oldugu ve bunlarin
Klinik bulgularla iliskili olmadig1 bildirilmistir (145). Yapilan bu ¢alismada H. pylori
pozitif olarak belirlenen biyopsi Orneklerinin %70.5’de CagA geni pozitif olarak
belirlenmistir. Hasta gruplan dikkate alindiginda; gastritte %77.5, Ulserde %70.4,
duodenitte %44.4 ve herhangi bir patolojik endoskopi bulgusu olmayanlarda %66.7
oraninda CagA geni pozitif olarak belirlenmistir. CagA pozitifligi gastrit ve ilserli
hasta gruplarinda yiiksek oranda goriilmektedir. Fakat CagA geni pozitifligi ile
gastrik hastaliklar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski belirlenememistir
(p>0.05).

H. pylori suslarmmin tamaminda toksini kodlayan VacA geni bulunmasina
ragmen genomdaki farkliliklar nedeniyle %50°si toksin iiretebilmektedir. Fakat VacA
gen dizisi olmayan bazi suglarin varligini bildiren ¢alismalar da bulunmaktadir (146).

Calismamizda da H. pylori pozitif 9 biyopsi 6rneginde VacA geni belirlenememistir.
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Bu hastalarin 8 tanesi CagA geni tasiyor olup gastrit ve iilser belirlenen hastalardir.
Dolayisiyla VacA geninin tek basina patogenezden sorumlu olup olmadigi tartigma
konusudur. VacA geni sinyal dizisi (s bolgesi) sla, slb, s2 allelleri olarak, orta bélge
(m bolgesi) ise m1 ve m2 allelik formlarda bulunabilmektedir. Bu alleller degisik
cografyalarda farkliliklar gostermektedir. slam1l sitotoksik etkisinin sla/m2 den daha
fazla oldugu ve s2/m2 bulunanlarda sitotoksisiteye hemen hemen rastlanmadigini
bildirmektedirler. Kuzey ve Dogu Avrupa’da VacA sla allelinin, Ispanya ve
Portekiz’de s1b allelinin baskin oldugu, Fransa, Italya ve Kuzey Amerika’da ise sla
ve slb allellerinin esit oranda goriildiigii bildirilmistir. Yine Avrupa ve Amerika’da
VacA geni m1 ve m2 allelleri esit oranda goriiliirken iran ve bircok Asya iilkesinde
m2 allelinin daha yaygin olarak bulundugu bildirilmektedir (140). Almanyada
yapilan bir calismada VacA sla’nin giiclii bir sekilde PUH ile baglatili oldugu, Vac
s2’nin NUD ile baglantili oldugu gériilmiis, cok nadir olarak iilserli hastalardan izole
edildigi gosterilmis, m1 ve m2’ nin klinik ile iligkisi gorilmemistir (147).
Brezilyadaki hastalarda VacA s ve m genotipleri arastirilmis, izolatlarin % 62’sinde
s1, % 30’da m1, % 70 ise m2 alleli belirlenmis olup PUH olanlarda sl alleli daha
yuksek belirlenirken m1 ve m2’nin klinik ile iliskili olmadigi saptanmistir. Ayni
iilkeden baska bir ¢alismada PUH ile s1/m2 mozaikligi ve Gastro 6zefageal reflii ile
s2/m2 mozaikligi arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski belirlenmistir (142,
146). Tirkiye’den yapilan bir ¢alismada %76.6 VacA pozitifligi goriilmiis. VacA
pozitifligi iilserli hastalarda NUD’li hastalardan daha yiiksek olmasina ragmen,
aralarindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmams. CagA ile DU ve GU
arasinda 6nemli derecede pozitif bir iliski varligina ragmen VacA geni DU, GU, ve
NUD’de 6nceden hastaligin belirlenmesinde bir belirte¢ olarak kullanilamayacagi
sonucuna vartlmistir (145). Bizim ¢alismamizda sla ve s2 allellerinin pozitiflikleri
sirastyla %71.8 ve %16.7 olarak belirlenmis olup slb alleli belirlenmemistir. sla
pozitifligi gastritli hastalarda %77.5, Ulserli hastalarda %70, duodenitli hastalarda
%66.7, normal hastalarda ise %55.6 olarak belirlenmistir. Gastritli hasta grubunda
sla pozitifligi belirgin bir sekilde yiliksek goriilmektedir. Bu sonug yapilan diger
calismalarla uyum gostermektedir.

VacA genotipinin allellik birlikteligine bakildiginda; Cin’de yapilan bir
calismada sla/m2 genotipinin, Japonya’da yapilan bir ¢alismada sla/m1 genotipinin,
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Meksika’da yapilan bir calismada ise slb/ml genotipinin dominant oldugu
bildirilmistir (138, 148). Avrupa’da s1/ml1 ve s1/m2 mozaikligi esit oranda goriiliip,
s2/m2 daha diistik oranda gortlmektedir. Amerika’da s1/m1 ve s2/m2 en sik ve esit
oranda gorilen mozaikliktir (67). Almanya ve Ingiltere’de ise s1/m1 ve s1/m2 en sik
genotip oldugu tespit edilmistir (150, 151). Bizim galismamizda da en sik rastlanan
mozaiklik sla/m2 olup Avrupa Ulkeleri ile benzerlik gostermektedir. Fakat gastrik
hastaliklarla iliskisi degerlendirildiginde, istatistiksel olarak anlamli bir iligki
belirlenememistir.

Almanyada yapilan ¢aligmalarda patojenite belirteci olarak bilinen CagA geni
ile VacA sla sinyal sekansin yiiksek oranda korele oldugu goriilmis; ancak CagA ile
s2 ve m2 arasinda korelasyon goriillmemis, ¢ok nadir olarak ulserli hastalardan izole
edildigi gosterilmistir (147, 151, 152, 153). Baska bir ¢alismada da CagA negatifligi
ile s2/m2 genotipi arasinda belirgin bir iliskili oldugu gosterilmistir (154).
Calismamizda da CagA negatifligi ve s2/m2 genotipi arasinda istatistiksel olarak
anlamli iliski goriilmiistiir (p=0.016). s2/m2 genotipinin goriildiigii hastalarda CagA
geninin negatif olmasi bu suslarin hastaliktan sorumlu olmaktan ¢ok kolonizan sus
olabilecegi seklinde yorumlanabilir. Calismada en sik olarak goriillen sla/m?2
mozaikliginin CagA geni ile birlikteliginin gastrit, peptik Ulser ve duodenitli
hastalarda istatistiksel olarak anlamli derecede arttig1 belirlenememistir. Xiang Z ve
arkadaglarinin yaptigi c¢alismada CagA pozitifligi ile VacA subtiplerinin birlikte
degerlendirilerek PU ve kronik gastrit ile karsilastirildiginda bir belirteg olarak
kullanilmayacagi sonuncuna varilmistir (138). Bu sonug¢ bizim ¢aligmamizi
desteklemektedir. Dogu Asya iilkelerinde CagA ve VacA subtipleri ile gastrik kanser,
PUH ve gastrit arasinda bir iliski bulunmamasina ragmen Avrupa iilkelerinde bunun
tam tersine CagA ve VacA subtiplerinin (6zellikle s1/m1) gastrik hastaliklarla sik1 bir
iligkisi belirlenmistir (142).

Turkiye’den yapilan calismalarla karsilastirdigimizda; bir ¢alismada CagA
geninin mevcudiyeti %78 olup, VacA sla ile birlikteligine PUH olanlarda daha sik
rastlanmistir. Bagka bir ¢alismada ise H. pylori izolatlarinin 6zellikle CagA, VacA
sla/ml veya sla/m2 genotiplerinin baskin oldugu goriilmistur (145, 146). Bu

sonuclar ¢caligmamiz ile uyum gostermektedir.
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IceA geni, H. pylori epitel hiicrelerle karsilastiginda indilklenmekte ve
bakterinin epitel hicre yizeyinde kolonizasyonunu kolaylastirdigi bilinmektedir
(78). IceA geni IceAl ve IceA2 olmak iizere iki alleli bulunmaktadir. IceAl genotipi
Japonya, Kore ve Cin’de, IceA2 genotipi ise Amerika’da dominant olarak gorilmekte
ve klinikle anlamli bir iligkisi bulunmamaktadir. Yue Hua Han ve arkadaslarinin
yaptigi ¢alismada IceAl %74.5 ve IceA2 %15.6 oraninda pozitif belirlenmis olup
IceAl ve IceA2 genotiplerin VacA ve CagA pozitif kombinasyonu ile hastaliklarin
cesitliligi arasinda baglanti goriillmemistir. Bu sonug¢ diger Asya Ulkeleri ile de
uyumlu bulunmustur (155). Yamaoks ve arkadaslarinin ¢alismalarinda Japonya ve
Kore’de CagA*, VacA siml, fceAl genotipinin, USA’da ise CagA™, Vac slb/m1l,
IceA2 genotipinin  dominant oldugunu belirtmisler ancak her iki bélgedede klinik
hastalikla virulans genleri arasinda iliski olmadigin1 bildirmislerdir. /ceA2 genotipi
olan izolatlar g¢ogunlukla asemptomatik veya gastrit ve NUD hastalarda
bulunmaktadir. Bir calismada, fcedl pozitif izolatlarda, negatif olanlara gére daha
fazla proinflamatuvar sitokin IL-8 saliniminin oldugu ve bunun da peptik ulser
gelisimine neden oldugu ileri siiriilmiistir (156). Bizim c¢alismamizda hastalarin
%24.4°de Icedl, %26.9°de IceA2 pozitif olup birbirine yakin oranda bulunmustur
(Tablo 10). Jce4l genotipi ile gastrik hastaliklar arsinda herhangi bir iliski
gorilmezken fceA2 ile klinik bulgular arasinda istatistiksel olarak negatif bir iligki
gbzlenmistir (p=0.031). PU, gastrit ve duodenit’li hastalardaki H.pylori suslarinin
IceA2 gen tasimadiklari, doalyisiyla bu genotipin virulansla iliskili olmadig1 seklinde
yorumlanmugtir. Brezilya’da yapilan bir ¢alismada IceA2 % 74 oranda bulunurken
iceAl genotipi %15 olarak belirlenmistir (157). Diger iki ¢alismada ise 1ceA2 orant
benzer olup klinik bulgularla iliskisi goriilmemistir (158, 159). Zheng ve ark. yaptigi
calismada 108 PU ve NUD hastadan elde edilen H. pylori izolatinin %95.4 Le* ve LeY
antijeni saptanmis, PUH ile Lewis antijenleri arasinda istatistiksel anlamli iliskili
oldugu halde CagA, IceA, veya VacA genotipler ile iliskili olmadigi goriilmiistUr.
CagA, IceA, ve VacA’'min uUniversal virllans belirleyicileri olmadigi ve Kklinik
bulgularin ortaya ¢iknmasinda konak-patojen etkilesiminin onemli oldugu sonucuna
vartlmistir (160).

BabA adezyon proteininin iilser hastaligi ve gastrik adenokarsinoma ile gicli

iliskisi nedeniyle H. pylori’nin virulansinda énemli bir rol oynadigi diistiniilmekle
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beraber bu konu hala tartismalidir (119). Avrupa toplumunda BabA2 %38 oraninda
pozitif olup klinikle anlaml1 iligki bulunmakta iken, Japonya’da yapilan galismalarda
BabA2 daha yuksek oranda (%66-72) gortlmekle birlikte klinik ile iligkisi
saptanmamustir (161). Mizushima ve ark. yaptigi ¢alismada BabA2 VacA sla CagA
liclii pozitifliginde DU, gastrik adenokarsinom prevalansinda artis goriilmiis. BabA2
ve VacA sl arasinda korelasyon goriilmemis, az sayida PU ve adenokarsinomu olan
hastada ise BabA, CagA, VacA sla negatif genotip gorilmistir (142). Cesitli
calismalarda BabA2, CagA, Vac sla iiclii pozitifliginin DU, gastrik adenokarsinom
ve gastrik prekanserdz lezyonla 6nemli Olciide baglantili oldugu rapor edilmistir
(162, 163, 164). Bizim c¢alismamizda sadece %6.4 Ornekte BabA2 pozitifligi
gorilmistiir ve klinikle iliskisi anlamli bulunmamistir. Oranin bu sekilde diisiik
olmasinin nedeni gastrik kanserli ve prekanserdz lezyonlu hasta grubunun olmamasi
ile iligkili olabilecegi diisliniilmiistiir.

H. pylori enfeksiyonunun tedavi protokollerinde makrolit grubu antibiyotikler
onemli bir yer tutmaktadir. PPI + Amoksisilin + Klaritromisin en sik kullanilan
tedavi protokoludir. Bu tedavide amoksisilin’e direng %1 gibi diisiik oranda
goriilmekle beraber ABD, Italya ve Brezilya’da degisen oranlarda direng
bildirilmektedir (165, 166, 167).

Tedavide kullanilan diger bir antibiyotik olan klaritromisin direnci 23S
rRNA’da meydana gelen nokta mutasyonlar nedeniyle olusmaktadir. Dokuz farkli
mutasyon olmakla beraber en sik olarak A2142G ve A2143G pozisyonunda olusan
mutasyon gorilmektedir. Klaritromisin direnci Amerika’da %5-14, Avrupa’da %2-
10, ulkemizde ise 9%16.8-56 olarak bildirilmektedir (14). Bununla birlikte
makrolitlerin  gittikge artan tiiketimi yillar igerisinde diren¢ oraninda yiikselmeye
neden olmaktadir. Universite Hastanemizde 2000-2001 yillar1 arasinda izole edilen
suslarda klaritromisin direnci %5 olarak belirlenirken (168), bu giin direng orani
%28.2 olarak belirlenmistir. Ancak 5 izolatta hem direngli hem de duyarli sus co-
enfeksiyon olarak degerlendirildiginde direng oran1 %34.6 olmaktadir. Meksika ve
Cin’de yapilan c¢alismalarda birden fazla susla enfeksiyonun yaygin oldugu
bildirilmistir. Co-enfeksiyon H. pylori prevalansinin yiiksek oldugu iilkelerde daha
stk olarak goriilmesi beklenmektedir (169, 170, 171). Klaritromisine karsi direng

gelisimi ciddi olarak eradikasyonu zorlastirmaktadir (62). Elviss ve ark. klaritromisin
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direncinin CagA ve VacA sl/m2 pozitif genotiplerle giiclii bir iliskisi oldugunu
bildirmiglerdir (154). (Direngli suslarin hepsinde, duyarli suslarin yarisindan azinda
bu genotip belirlenmis). Yakoop ve ark. yaptiklari in-vitro ¢alismada CagA/ sl
negatif olan suslarin CagA/sl pozitif hale transforme olduklarinda ayni zamanda
Klaritromisin direnci kazandiklarimi gostermislerdir (171). Bu g¢aligmalarin aksine
Cellini ve ark. co-enfeksiyon varliginda klaritromisin direncinin daha yiiksek
olabilecegini bildirmislerdir (172). Bunun yaninda bazi arastirmacilar virulans
genleri ile makrolit direnci arasinda herhangi bir iliski bulunmadigini bildirmislerdir
(142,173).

Bir biri ile gelisen bu ¢aligmalar dikkate alindiginda, bizim calismamizda
Kocaeli ve cevresinde belirlenen H. pylori suslarina ait virulans genleri ile
Klaritromisin direnci arasindaki iligskiyi arastirdik. Yetmis sekiz H. pylori belirlenen
biyopsi 0rneginin 5 tanesinde iki farkli sus oldugu diislintildii. Ayrica 5 6rnekte de
klaritromisin duyarlilig1 veya direncinin belirleyen bir pik gorilmedi. Bu nedenle 10
ornek istatiksel analiz dist  birakilmistir.  Altmis sekiz  biyopsi  Ornegi
degerlendirildiginde, CagA pozitif drneklerde klaritromisinin duyarlilig: istatisiksel
olarak anlamli bulunmustur (p=0.042). Diger virulans genleri olan VacA sla, s2, ml,
m2 ve adezyon genleri olan JceAl, IceA2 ve BabA2 ile klaritromisin direnci arasinda
anlaml bir iligki goriilmemistir (p>0.05). Ayrica CagA +,vacA s1/m2 + genotip
birlikteliginin klaritromisin direnci ile iliskili olmadig1 belirlenmistir.

Sonug¢ olarak; Kocaeli ve cevresinde belirlelenen H. pylori suslarinda
CagA+,VacA sla/m2 genotipi daha yiksek oranda belirlenmis olup gastrik
hastaliklarla istatistiksel olarak iliskisi bulunamamistir. Klaritromisin direnci ile
virtilans genleri karsilastirildiginda diger ¢alismalardan farkli olarak H. pylori CagA
pozitif 6rneklerde klaritromisin duyarlilig: istatistiksel olarak anlamli bulunmustur.
Bolgemizde, gastrik hastaliklarin olusumunda H. pylori suslarinn viriilans genlerinin
etkisinden daha ziyade bire-bir konak-bakteri etkilesiminin &nemli oldugunu
diisiinmekteyiz. Ayrica bakterinin viriilansi ile antibiyotik direnci arasinda herhangi
bir iliski gortilmemistir. Tam tersine klaritromisin direnci H. pylori’nin patojenite
adas1 varliginin gostergesi olan CagA geni olmayan suslarda daha sik goriilmiistir.

H. pylori ile yapilan galismalarda direng gelisimi ve viriilans genleri arasindaki iligki
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ile ilgili ¢eligkili sonuglar olmakla beraber c¢esitli bakterilerde de yapilan

calismalarda direngli olan suslarin viriilansinin daha diisiik oldugu bildirilmektedir.
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6.SONUC:

Gastroenteroloji klinigine bagvuran ve endoskopi yapilan 66 bayan, 55 erkek
121 hasta ¢alismaya dahil edildi. Yas ortalamasi (49+15) belirlendi ve hastalara ait
demografik veriler kaydedildi.

Hastalarin biyopsi orneklerinden DNA izole edilip, 16S rRNA primerleri
kullanilarak yapilan PCR da 78 6rnek H. pylori pozitif olarak tespit edildi.

Yas, cinsiyet, sigara ve alkol kullanimi ile H. pylori pozitifligi arasinda
istatistiksel olarak anlamli sonu¢ bulunmadi.

Endoskopi bulgularina gore gruplandirildiginda hastalarin 56’s1 (%46.3)
gastrit, 24’0 (%19.8) Ulser, 13’0 (%10.7) duodenit, olarak belirlendi. Yirmisekiz
(%23.1) hastada herhangi bir patoloji bulunamadi. Gastritli hastalarin %71.4, Glserli
hastalarin %83.3, duodenitli hastalarin %69.2, normal endoskopi bulgusuna sahip
hastalarin ise %32.1 H. pylori pozitif olarak belirlendi.

H. pylori belirlenen drneklerin  %70.5’inde CagA geni pozitif olup gastrik
hastaliklarla istatistiksel olarak iliski saptanamadi.

VacA geni bolgesi PCR ile bakildiginda 69 (%88.4) 6rnekte VacA geni
pozitifligi goruldu, 9 (%11.6) Ornekte VacA genine rastlanmadi. VacA genindeki
mozaiklige bakildiginda sla/m2 dominant gorilen genotip olup gastrik hastaliklarla
iligkisi bulunamadi. Ayni sekilde CagA, VacA sla/m2 genotipinin de gastrik
hastaliklarla iliskisi belirlenemedi.

Adezyon ile ilgili genlerden IceAlgeni 19 (%24.4) Ornekte, IceA2 geni 21
(%26.9) ornekte, BabA2 geni ise 5 (%6.4) Ornekte pozitif bulundu ve gastrik
hastaliklarla iligkisi saptanamdi. CagA ile birlikte degerlendirildiginde IceAl ve
BabA2 genleri arasinda anlamli bir iliski bulunmazken CagA pozitif érneklerde
IceA2 geninin daha az oranda varligi belirlendi. Fakat CagA ve adezyon genleri
birlikteliginin klinik ile iligkisi ise saptanamadhi.

Klaritromisin direng oran1 %28.2 olarak belirlendi. Ancak 5 izolatta hem
direngli hem de duyarh sus co- enfeksiyon olarak degerlendirildiginde direng orani
%34.6 olmaktadir. Virulans genleri ile klaritromisin direnci degerlendirildiginde
VacA ve adezyon genleri ile iliskisi goriilmezken, CagA pozitif 6rneklerde duyarlilik
orant daha ylksek bulundu ve kalritromisin direnci ile virulans genleri arasinda

anlamli bir iligki olmadig1 sonucuna varildi.
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H. pylori’nin gastrik hastaliklarinin patogenezisinde CagA, VacA, IceA ve
BabA2 gibi viriilans genlerinin varliginin etkisi bizim ¢alismamizda belirlenemedi.
Birgok calismada da belirtildigi gibi hastaliklarin ortaya g¢ikmasinda H.pylori
virulans 6zelligi yaninda bakterinin konakla olan iligskisi ve konaga ait genetik

faktorler de onem tasimaktadir.
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7. OZET

H.pylori gastrit, gastrik ve duodenal Ulser, gastrik kanser ve MALT lenfoma
ile iskili 6nemli bir insan patojenidir. H.pylori viriilans genleri ile gastrik hastaliklar
arasinda iligkinin varlig1 bilinmekle birlikte ¢esitli cografik bolgelerde farkliliklar
gostermektedir. Farkli cografik bolgelerde, H.pylori’nin klarithromisin direnci ile
genetik paterninin dagilimi arasinda iliski ile ilgili sonuglar farklilik géstermektedir.

Bu calismada, Kocaeli bolgesindeki dispeptili hastalarda  H. pylori
klaritromisin direnci ve viriilans genlerinin prevalansini; bu viriilans genleri ile
klaritromisin direnci arasindaki iliskiyi arastirmay1 amagladik.

H.pylori 16S rRNA genine spesifik primerler kullanilarak yapilan Polimeraz
zincir reaksiyonunda (PCR) yetmis sekiz hastanin (40 gastritli, 20 gastrik {ilserli, 9
duodenitli, 9 normal endoskopikbulgulu) biyopsi 6rneginde H. pylori pozitif olarak
belirlendi. Viriilans genlerinin varligi klasik PCR yontemi ile klaritromisin direnci
ise TagMan real time PCR ydntemi ile arastirildi. Istatistiksel analiz igin Pearson
Chi-squared ve Fisher's exact test testleri kullanildi.

Kocaeli bolgesinde belirlenen H. pylori suslarinda CagA geni %70.5, VacA sla/m2
alleli %71.8, VacA s2/m2 alleli %16.7 oraninda bulundu. CagA, VacA s1/m2 genotipi
dominant olmasina ragmen klinik bulgularla istatistiksel olarak anlamli bir iligki
belirlenemedi. IceAl ve IceA2 allelleri hemen hemen esit oranda (sirasiyla %24.4-
%26.9) belirlenirken babA2 alleli %6.4 oraninda belirlendi. IceA2 alleli ile klinik
bulgular arasinda negatif bir iliski belirlendi(p=0.011) IceAl, BabA2 allelleri
istatistiksel olarak klinikle iligkili bulunamadi. Klaritromisin direnci %34.6 oraninda
bulundu. CagA pozitif suslarda klaritromisin duyarliligi daha sik belirlendi (p=
0.042). Sonug olarak klaritromisin direnci ile bakteriyel genotipik patern arasinda

herhangi bir iliski belirlenemed
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INVESTIGATION OF VIRULANCE GENES OF Helicobacter pylori AND
DETERMINATION OF ASSOCIATION WITH CLARYTHROMYCIN
RESISTANCE

8. ABSTRACT

Helicobacter pylori is an important human pathogen associated with
gastrointestinal diseases such as gastritis, gastric and duodenal ulcer, gastric cancer
and MALT lemphoma. Distinct virulence factors of Helicobacter pylori have been
associated with clinical outcome of the infection; however, considerable variations
have been reported from different geographic areas. On the other hand, the
relationship between H. pylori clarithromycin resistance and genetic pattern
distribution has been differently explained from different geographic areas.

In this study we aimed to determine the prevalence of cagA, vacA, iceA and
babA genotypes of H. pylori in Kocaeli patients with dispeptic diseases. In addition,
we evaluated the prevalence of clarythromycin resistance and determination of
association between these four virulence markers and antibiotic resistance in the
city of Kocaeli.

Seventy eight H.pylori- positive patients (40 with gastritis, 20 with gastric
ulcer, 9 with duodenitis, 9 with normally endoscopic finding) were determined with
polymerase chain reaction (PCR) using primers spesifically designed 16S rRNA
gene primers. The presence of CagA, VacA alleles, IceA, BabA2 genotypes were
determined using classical PCR and Clarithromycin resistance was assessed
specimens by TagMan real time polymerase chain reaction (PCR). Pearson Chi-
squared test and Fisher's exact test were used for statistical comparisons.

CagA, VacA sla/m2, s2/m2 genes were found in 70.5%, 71.8%, 16.7%, of
isolates, respectively. The CagA, VacA s1/m2 genotype was dominant. However
there was no significant association with clinical outcomes in Kocaeli patients. IceAl
and IceA2 genotypes were almost equally presente ( 24.4%- 26.9% respectively),
while 6.4% were found to possess the babA2 allele. The Ice A2 allele was negatively
correlated with CagA positive strains (p=0.011). There was no clinical entity

associated with IceA, BabA2 alleles. Clarythromycin resistance was found 34.6 % in
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the City of Kocaeli. The CagA positive strains were significantly associated with
Clarythromycin sensitivity (p= 0.042). Finally, we did not find any relationship
between clarithromycin resistance and bacterial genotype.

INVESTIGATION OF VIRULANCE GENES OF HELICOBACTER PYLORY
AND DETERMINATION OF ASSOCIATION WITH CLARYTHROMYCIN
RESISTANCE

8. ABSTRACT

Aim: To determine H.pylori Clarithromycin resistance, and to show whether
this resistance is associated with virulance genes and significance of these genes in
clinics in the city of Kocaeli..

Materials and Methods: We studied gastric biopsy materials of 121 patients
with gastric complaince admitted to the Gastroenterology clinic of Kocaeli
University Hospital. Genomic DNA was isolated from biopsies with CTAP method.
Identification of H.pylori strains in these genomic DNA was done using primers
specifically desinged for H.pylori 16S rRNA gene. In H.pylori positive DNA,
CagA,VacA, lceABabA2 virulance genes were determined using PCR. Point
mutations in the 23rRNA gene causing Clarithromycin resistance namely A1242G,
A1243G were determined using Real-Time PCR

Results: Although the CagA+/VacAslam2 genotype prevailed in H. Pylori
strains found in the City of Kocaeli, there was no statistically association with the
gastric patients. When compared with Clarithromycin resistance with virulance
genes, Clarithromycin resistance in CagA positive samples, in contrast with previous

studies, was statistically significant.
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