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GIRiS

Helicobacter tiirleri, insan ve gesitli hayvanlarin sindirim sistemine yerlegen spiral
sekilli mikroorganizmalar olup, insan ve hayvanlarda varlifi uzun zamandir bilinmektedir
(Yildinnm 1996, Diker 1997, Fox ve Lee 1997). Bu mikroorganizmalar insanlarda gastritis,
peptik iilser ve mide adenokarsinomunun bir nedeni olarak gosterilmiglerdir (Tytgat ve ark
1991, Strauss-Ayali ve ark 1999). Onceleri Campylobacter olarak isimlendirilen gastrik
spiral bakteri daha sonra Helicobacter olarak tammlanmis \"e Campylobacter’ lerden IRNA
dizisi, tipik yag asidi dizisi (metylated menaquinone-6 bélgesi H. pylori’de yoktur),
kuvvetli ireaz tiretimi, kilifl flagellaya sahip olmasi gibi 6zelliklerle ayrilmiglardir (Lee ve
ark 1992, Jenkins ve Basset 1997).

Insanlarda Helicobacter pylori ve gastrik hastaliklar arasindaki iliskinin
belirlenmesiyle, benzer mikroaerofilik mikroorganizmalar aragtirilmis ve Helicobacter
cinsi iginde birgok mikroorganizma tiirii (H. felis, H. bilis vs) tammlanmigtir. Giinlimiize
kadar insan ve hayvanlarda 29 Helicobacter tiirii belirlenmigtir (Melito ve ark 2001,
Gueneau ve Goer 2002). Insanlardaki 6nemi bilinmesine ragmen, kedi ve kopeklerde
Helicobacter tiirleri ve gastrik hastaliklar arasindaki iligki hakkinda ¢ok az bilgi
bulunmaktadir. Képek midesinde bulunan helikobakterler, Helicobacter felis, H.
heilmannii (Gastrospirillum hominis), H. bizzozeronii, H. bilis ve Flexispira rappini,
H.salomonis kedilerde ise; H. felis, H. pylori ve H. heilmannii olarak bildirilmistir (Eaton
ve ark 1996, Simpson ve Burrows 1997, Jalava ve ark 1998).

Insanlarda helikobakterler iizerine yapilmis gok sayida ¢aligma bulunurken, kedi ve
képek helikobakterleri hakkinda oldukga az galigma bulunmaktadir (Eaton ve ark 1996,
Happonen ve ark 1996b, Cattoli ve ark 1999, Jalava ve ark 1999, Strauss-Ayali ve ark
1999).

H. pylori digk1, salya, dental plak ve sudan izole edildigi i¢in, fekal-oral, oral-oral
bulagmanin olabileceginden yola gikilarak zoonoz olabilecegi diigiiniilmiistiir (Dolar ve ark
1992, Hulten ve ark 1996, Li ve ark 1996, Jenkins ve Basset 1997, Malathy ve ark 2000,
Park ve ark 2001). Ancak H. pylorinin kedi, kdpek gibi hayvanlardan insanlara, ‘efer
varsa, bulagma yolu hala bilinmemektedir (El-Zaatari ve ark 1997, Jenkins ve Basset 1997,
Vandenplass 1999). H. pylori saglikh ve enfekte képeklerden izole edilememis (Jalava ve



ark 1998, Cattoli ve ark 1999, Strauss-Ayali ve ark 1999), ancak deneysel olarak
enfeksiyon olusturulan képeklerden izolasyon yapilmistir (Rossi ve ark 1999).

Bu aragtirma, insanlarda gastrit, peptik iilser ve mide kanserinden sorumlu tutulan,
yiiksek oranda mortalite ve morbiditeye sebep olabilen ve potansiyel zoonoz olmasi
muhtemel olan H. pylori’nin, kedi ve kopeklerde varliginin Kiiltlir, Dot-Immunobinding
Assay (DIA) ve Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) ile tespit edilmesi amaciyla
yapilmigtir.



2. LITERATUR BiLGI

Helikobakterler, insan ve hayvanlarin sindirim sistemine yerlesen ¢ok sayida tiirii (H.
pylori, H. felis, H. heilmannii, H. pametensis, H. mustelae, H. fenellinae, H. nemestrinae,
H. canis vs) igermektedir (Otto ve ark 1994). Giintimiizde H. pylori nin, gastrointestinal
patojen olarak insanlarda kronik gastritis, duodenal gastritis ve gastrik kansere neden
olabilecegi bildirilmistir (Dunn ve ark 1997). Gastrik iilserlerin % 60-80’inin ve duodenal
tilserlerin % 90’1mn nedeni olarak H. pylori g6sterilmektedir (Lee 1996, Mazari-Hiriart ve
ark 2001).

Insanlarda H. pylori ile gastrik hastaliklar arasindaki iligkinin belirlenmesinden
itibaren benzer iligkilerin hayvanlarda da olabilecegi diisiiniilerek, bu mikroaerofilik
bakterilerin varligt hayvanlarda da aragtinlmaya baglanmigtir. Helikobakteriozisin
insanlardaki 6nemi bilinmesine ragmen, kedi ve kopeklerde Helicobacter tiirleri ile gastrik
hastaliklar arasindaki iligkiye dair ¢ok az bilgi bulunmaktadir (Jenkins ve Basset 1997,
Simpson ve Burrows 1997). insan ve hayvanlarda, pH’s1 diisiik olduBu i¢in steril bir
organ olarak diigtiniilen mideye, gastrik spiral bakterilerin kolonize oldugu belirlenmigtir
(Fox ve Lee 1997).

Insanlarda ilk gastrik spiral mikroorganizmalar Bottcher tarafindan 1874’de
tanimlanmistir. 1881°de Rappini bir kopegin midesinde spiral ekilli mikroorganizmalarin
varligim belirlemis ve bunlan “Spirillum rappini” olarak isimlendirmistir. Daha sonra
1893’de Bizzozero bir kopedin mide parietal hiicreleri igerisinde spiral sekilli
mikroorganizmalarin bulundugunu bildirmistir. Salomon 1896’da képek, kedi ve ratlarin
midesinde spiral bakterilerin varlifim belirlemistir. Balfour 1906 yilinda gastroenteritisli
képek ve maymunlanin mide ve barsak illserlerinde spiral sekilli mikroorganizmalarin

varhigim bildirmistir (Jalava ve ark 1999, Strauss-Ayali ve ark 1999).

Gastrik spiral mikroorganizmalara ilgi; gastrik spiral Campylobacter benzeri
organizmalar ile insanlardaki gastritis ve kronik peptik iilser hastaliklan arasindaki
iligkinin belirlenmesi ile baglamigtir. Bakterinin tiretilmesi ile kihifli flagellaya sahip
oldugu belirlenmis ve “Campylobacter pyloridis” olarak isimlendirilmistir (Strauss-Ayali
ve Simpson 1999). Taxonomik olarak Campylobacterlerden farkh tipik yag asidi dizisi
tesbit edilince yeni bir cins olarak ve helikal yapilarindan dolayr “Helicobacter pylori”
olarak isimlendirilmiglerdir (Dunn ve ark 1997, Fox ve Lee 1997). Helikobakterler,



Campylobacterlerden birkag 6zelligi ile aynlmaktadirlar (Lee ve ark 1992, Jenkins ve
Basset 1997). Helikobakterler birden fazla kilifli flagellaya sahip iken, Campylobacterler
bir tane kilifsiz flagellaya sahiptirler ve aym zamanda rRNA dizisi, tipik yag asidi profili,
kuvvetli ireaz enzimi ile Campylobacter’lerden ayrnlmaktadirlar. Bununla birlikte, katalaz
ve oksidaz pozitifligi, karbonhidratlan fermente edememesi ve mikroaerofilik sartlara
ihtiyag duymasi nedeniyle Campylobacter’ lere benzemektedirler (Diker 1997, Fox ve Lee
1997). H. pylori’ nin ilk izolasyonu 1982 yilinda Marshall ve Warren tarafindan yapilmig
ve gastrik mikrobiyolojide yeni bir dénem agilmigtir (Dunn ve ark 1997). H. pylori
enfeksiyonunun hayvan modeline uygulanma ihtiyaci, patojen ve zoonoz bir bakteri
olmasindan siiphelenilmesi ile baglamig, ferretler, primatlar, kedi, kopek ve g¢italarn
midelerinden ¢esitli Helicobacter tiirleri izole edilmis ve Helicobacter cinsine dahil
edilmistir (Fox ve Lee 1997, Strauss-Ayali ve Simpson 1999). H. pylori, 6nemli bir insan
patojeni oldugu igin deneysel hayvan modelleri, artan bir sekilde patogenezis

¢aligmalarinda kullamlmaya baglanmistir (Fox ve Lee 1997, Rossi ve ark 1999).

Stanley ve ark (1993) saghikh ve ishalli képeklerin digkisindan Campylobacter
benzeri mikroorganizmalar izole etmis, 16 S rRNA dizisine gére bunlan “Helicobacter
canis” olarak isimlendirmislerdir. Hermanns ve ark (1995) 122 képek ve 127 kedinin mide
biopsi 6meklerini histopatolojik olarak incelemis, 122 kopegin % 82’si ve 127 kedinin %
76’sinda helikobakterlerin varhgim tespit etmislerdir. Eaton ve ark (1996) farkh
kaynaklardan gelen kopeklerin mide biopsi 6meklerinden 16 S rDNA dizisine gore H.
bilis, H. felis ve Flexispira rappini’ye benzeyen yeni bir tiir identifiye etmislerdir. Bu yeni
izole edilen biiyiik ve uzun spiral sekilli bakterileri morfolojik olarak “Gastrospirillum”
olarak isimlendirmiglerdir. Happonen ve ark (1996b) gastrik helikobakterleri teshis etmek
amactyla 10 kopek ve 10 kedinin mide biopsi 6rnegini mikroskopi, hizli iireaz testi ve
histolojik olarak incelemisler, mikroskobik olarak tiimiinde gastrik Helicobacter benzeri
mikroorganizmalan tamimlarken direk lireaz testi ile kopeklerin corpus érmeklerinin % 100,
fundus drneklerinin % 95 ve antral 8rneklerinin % 62’sinde, histolojik olarak da k6peklerin
fundus ve Kkorpus Orneklerinin tiimiinde antral o6rneklerin %74’tinde pozitiflik
saptamiglardir. Y1ildinm (1996) kdpeklerde helikobakterlerin varligim tespit etmek igin 75
kdpekte yapmus oldugu ¢aliymada, 2 adet H. felis susu izole ederken, H. pylori izolasyonu
bildirilmemigtir. Happonen ve ark (1998) helikobakterlerin prevalansim ve
kolonizasyonunu, midedeki histolojik degigiklikleri 25 saglikli ve 21 hasta képekte kiiltiir,
lireaz test, histolojik inceleme ve Transmisyon Elektron Mikroskopi (TEM) ile belirlemek
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amactyla yaptiklarn ¢aligmada saglikli képeklerin 6’sinda (% 24) H. bizzozeronii, 2’sinde
(% 8) H. solomonis, 1’inde (% 4) H. felis, gastritisli 6 kopegin 2’sinde (% 33) H.
bizzozeronii, 1’inde (% 16) H. felis izole etmis, histolojik incelemede ise tiim kopeklerin
pozitif oldugunu saptamiglardir. Jalava ve ark (1998) 95 kopek ve 22 kedide yaptiklan
calismada, k6peklerden 21 H. bizzozeronii, 8 H. felis, 8 H. salomonis, 3 kangik kiiltiir, 2
Flexispira rappini benzeri mikroorganizma ve 3 adet heniiz isimlendirilememis bakteri

susu ve kedilerden 3 H. felis susu izole etmiglerdir.- -

Cattoli ve ark (1999) 25 kopegin mide biopsi 6regini alarak, Gram boyama, kiiltiir,
SDS-PAGE, TEM ve PZR ile incelemis, 25 kdpegin 23’linde bakteriyoskopik olarak
Helicobacter benzeri mikroorganizmalari tespit etmis ve 23 kopegin sadece 5’inden
izolasyon yapmus, 4’iiniin H. felis ve 1’inin H. bizzozeronii oldugunu bildirmislerdir.
Strauss-Ayali ve ark (1999) saglikli ve gastrik helikobakterler ile enfekte toplam 101
kopekten biopsi ve serum Ormnekleri alarak bunlan {ireaz, serolojik testler, PZR,
immunoblot ve histopatolojik teknikler ile incelemis H. felis ve H. bizzozeronii’nin
varhigimi ortaya koymuslardir. Diker ve ark (2002) Helicobacter tiirlerinin képek
midelerindeki prevalansmi belirlemek igin 122 k&pekte yaptiklan ¢aligmada 103 képekte
gastrik bakteriler tespit edilmis, 6° sindan (% 4.9) H. felis izolasyonu bildirmislerdir.

Helicobacter tiirleri memeliler ve kuslarin sindirim sisteminden de izole
edilebilmistir (Fox ve Lee 1997). Helicobacter cinsi, 16 S TRNA gen dizisine gére ayirt
edilebilen ¢ok sayida tiirii igerebilir. Helicobacter cinsi iginde yer alan tiirler; H. bilis
(kdpek), H felis (kedi, képek ve insan), H. pylori (insan, kedi), H. mustalae (ferret, mink),
H. nemestrinae (makak), H. canis (k&pek, insan), H. heilmannii (insan, kedi, kopek, yabani
hayvanlar, ¢ita), H. acinonyx (sita), H. salomonis (kdpek) H. muridarum (rodent), H.
cinaedi (hamster, insan), H. fennellinae (kopek, insan), H. hepaticus (fare), H. pametensis
(yabani kus, domuz), H. pullorum (tavuk), H. bizzozeroni (k6pek), H. cholecysticus (Suriye
hamsteri), H. aurati (Suriye hamsteri), Candidatus H. bovis (inek), H. canadensis (insan),
H. ganmani (1aboratuvar faresi), H. mesocricetorum (Suriye hamsteri), Candidatus H. suis
(domuz), H suncu (Ev musk shrew) H. cetorum, H. trogontum (rat), H. winghamensis
(insan), H. typhlonicus (laboratuvar faresi), H. marmotae (woodchuck, kedi), H. mainz
(insan), H. westmadii (insan) dir (Eaton ve ark 1996, Diker 1997, Jalava ve ark 1998, Weir
ve ark 1999, Melito ve ark 2001, Gueneau ve Goé&r 2002, Harper 2002). Taxonomisi



tamamlanmayan “Flexispira rappini”’ (koyun, fare, kdpek, insan) 16 S rRNA dizisine gore

Helicobacter cinsi iginde yer almaktadir (Dewhirst ve ark 1997).

Table. 2. 1. Helicobacter tiirlerinin bulundugu konakcilar, yerlestigi organlar ve
olusturdugu hastahklar (Eaton ve ark 1996, Diker 1997, Jalava ve ark 1998, Weir ve ark

1999, Melito ve ark 2001, Gueneau ve Goér 2002, Harper 2002).

Gastrik bakteriler Hayvan YerlestiZi organ Enfeksiyon
H. pylori Insan, kedi Mide Gastritis, peptik-duodenal illser
H. felis Kedi, kdpek, insan Mide Gastritis
H. heillmannii Insan, kedi, k&pek, yabani|Mide Gastritis
hayvanlar, cita
H. nemestrinae Makak Mide Komensal
H. acinonyx Cita Mide Gastritis
H. bizzozeronii Kdpek Mide Gastritis
H. bilis Koépek Mide Gastritis
H. salomonis Kopek Mide Gastritis
H. mustalae ferret, mink mide Gastritis, peptik-duodenal iilser
Candidatus H. bovis Inek mide Gastritis
Candidatus H. suis Domuz Mide Gastritis
H. suncus Ev musk shrew Mide Gastritis
Nongastrik tiirler
H. canis Kdpek/ insan Barsak Ishal
H. muridarum Rat/ fare Barsak Komensal/ gastritis
H. cinaedi Hamster/ insan Barsak Komensal/ proktitis, sepsis
H. fennellinae Kdpek/ insan Barsak Komensal/ ishal
H. hepaticus Fare Barsak/ karaciger Komensal/ hepatitis
H. pametensis yabani kus, domuz Barsak Komensal
H. pullorum Tavuk Barsak/ karaciger Komensal/ hepatit
H. aurati Suriye hamsteri Mide/ barsak Gastritis/ ishal
H. winghamensis Insan barsak Ishal
H. canadensis Insan Barsak Ishal
H. mesocricetorum Suriye hamsteri Digki
H. cetorum,
H. typhlonicus laboratuvar faresi
H. marmotae Woodchuck/ kedi
Flexispira rappini Koyun/fare, kdpek/ insan Plasenta/barsak/barsak | Abortus/komensal/kronik enteritis
H. cholecysticus Suriye hamsteri Safra kesesi
H. westmadii Insan Kan
H. mainz Insan Kan
H.rodentium
H.suncu Ev musk shrew
H. ganmani laboratuvar faresi
H. trogontum (rat) rat

Helikobakterler gastrik ve nongastrik (enterik) bakteriler olarak aynlirlar (Goodwin

ve Worsley 1993). Mikroorganizmalarin mideye kolonizasyonu igin iireaz enzimi

gereklidir. Gastrik helikobakterlerin tiimii iireaz pozitifken, enterik olanlar fireaz pozitif

veya negatif olabilirler. Enterik iireaz pozitif bakteriler genellikle midede ve asit

salgilanmayan bdlgelerde bulunur veya ortamu alkalilestirerek bu bélgeye yerlesirler
(Gueneau ve Goér 2002).




Bugiin insanlarda H. pylori, firsatg1 bir mikroorganizma olarak degil, patojen olarak
kabul edilmektedir. Son zamanlarda aktif kronik gastritisin, kronik atrofik gastritise bunun
da gastrik atrofi, displazi ve kansere yol agabilecedi ortaya atilmakla birlikte aragtincilar en
azindan H. pylori enfeksiyonunun hazirlayict neden olabilecegini ileri siirmektedirler
(Ozden ve ark 1992, Dunn ve ark 1997, Neiger ve Simpson 2000). Kedi ve képeklerde bu
durum biraz daha farkli olmakla birlikte, saglikli hayvanlardan da helikobakterler tespit
edilmis olup, enfeksiyon ile helikobakterler arasindaki iliski tam olarak ortaya -

konamamuigtir (Simpson ve Burrows 1997, Neiger ve Simpson 2000).

H. pylori diinyamn her yerinde insanlarda yaygin olarak bulunmaktadir. insanlarin %
20-90"1 biinyelerinde H. pylori’yi bulundurmalarina ragmen, enfeksiyon bunlarin ¢gogunda
subklinik seyretmektedir (Jenkins ve Basset 1997). Gelismekte olan iilkelerde H. pylori
prevalansi, gelismis iilkelere gore daha yiiksek olup, H. pylori tedavisi
yapilmadifi/yapilamadif1 siirece artmaktadir (Vandenplass 1999). H. pylori ile enfekte
olan insanlarin % 70-90°1 iki yas civarinda bakteri ile enfekte olmaktadir (szen ve ark
1992, Dunn ve ark 1997, Ozsahin ve ark 2002). Cocuklarda H. pylori’ nin prevalansi
gelismis iilkelerde % 10 olarak belirlenirken sosyoekonomik durumu biraz diilik olan
cocuklarda bu oranin % 30-40’a ulasabilecegi bildirilmektedir. Gelismekte olan iilkelerde
cocuklarda bu oranin % 80-100 arasinda degisebilecegi, gocuklarin okul &ncesi yasta H.
pylori enfeksiyonu ile karsilasmalanimn ailenin biiyiikliigiine, yasam sartlarina, kontamine
su ve gidalara, genetik 6zelliklerine bagh olarak sekillenebilecedi belirtilmigtir. Yag ile
prevalans artmakla birlikte, egitim seviyesi diigiik olanlarda prevalans yiiksek iken, egitim
seviyesi yiiksek olanlarda diigiik oldugu bildirilmistir (Dunn ve ark 1997, Vandenplas
1999, Jr ve Clemens 2003). )

Ulkemizde H. pylori enfeksiyonunun ¢ocuklarda prevalansmmn yliksek oldugu
belirlenmis ve toplumun mide kanseri igin yiiksek risk altinda oldugu saptanmugtir. Geri
kalmis ve gelisen toplumlarda H. pylori enfeksiyonunun yasamsal bir éneme sahip oldugu
bildirilmigtir (Ozden ve ark 1992).

Gastrik Helicobacter enfeksiyonlarinin hayvanlardaki morbiditesi ¢ok yiiksek,
mortalitesi diigiiktiir (Yildirim ve Istanbulluoglu 2002). Helikobakterler képek; kedi, ita,
ferret, domuz, insan ve primatlan igeren bircok memeli tiiriiniin midesinden izole ve

identifiye edilmigtir (Fox ve Lee 1997). Kedilerden yapilan postmortem s&rvey



calismasinda, 55 yavru kedinin % 70’i ve yetigkin kedilerin % 97’sinde helikobakterlerin
varligl belirlenmistir (Otto ve ark 1994). Gastrik helikobakterlerin, kedi ve kopek
midelerinde yiiksek prevalansa sahip oldugu bildirilmistir (Eaton ve ark 1996, Happonen
ve ark 1996b, Happonen 1999, Neiger ve Simpson 2000). Saglikh kedilerde gastrik
Helicobacter tiirlerinden H. felis ve H. heilmanni’nin yaygin olarak bulundugu ortaya
konulmugtur (Eaton ve ark 1996, Norris ve ark 1999, Lecoindre ve ark 2000). H. felis ilk
kez kedilerden izole edildigi icin bu sekilde isimlendirilmis olup, kronik gastritisli
kopeklerden de izolasyonu yapilabilmistir (Haziroglu ve ark 1995, Eaton ve ark 1996,
Yildinm 1996, Lecoindre ve ark 2000, Diker ve ark 2002). Neiger ve ark (1998) evcil
kedilerde Helicobacter enfeksiyonlarinin prevalansim belirlemek i¢in yaptiklan galigmada
49 kedinin 38’inde PZR ile H. heilmanni pozitifligi saptarken, bir izolasyon yapabilmis; H.
pylori ve H. felis’in varligy ise kiiltlir ya da PZR ile tespit edilememistir. Klinik olarak
saglikli kopeklerde gastrik spiral bakterilerin prevalans: hasta kdpeklerden daha yiiksek
bulunurken, saglikli ve hasta kediler arasinda fark bulunmadig: bildirilmigtir (Papasouliotis
ve ark 1997, Yamasaki ve ark 1998). Prevalansin saglikli kopek ve kedilerde sirastyla %
86-100 ve % 41-100, iist gastrointestinal semptomlan olan képek ve kedilerde % 61-82 ve
% 56-76 olarak belirlenmis (Papasouliotis ve ark 1997), bunun nedeninin hasta
hayvanlarda antibiyotik kullamm veya gelisen koruyucu bir immun cevaba

baglanabilecegi bildirilmistir (Neiger ve Simpson 2000).

H. pylori saglikli ve enfekte kopeklerden izole edilememekle birlikte (Jalava ve ark
1998, Cattoli ve ark 1999, Strauss-Ayali ve ark 1999), deneysel galigmalarda enfeksiyon
olusturulan képeklerden izole edilebilmistir (Rossi ve ark 1999). Kedilerde H. pylori
izolasyonu yapilabilmesine ragmen (Handt ve ark 1994, Perkins ve ark 1996) bu, oldukg¢a
giictiir ve genellikle bagansizlikla sonuglanmaktadir (Happonen ve ark 1996b, Neiger ve
Simpson 2000). Pet hayvanlarin midesini gesitli Helicobacter tiirlerinin enfekte edebilecegi
ancak bu tiirlerin patojenik rollerinin belirlenmedigi bildirilmektedir. Kedi ve képeklerde
gastrik helikobakterlerin prevalansi yiiksek olup, insanlardakinin aksine gegis yolu tam
olarak belirlenememigtir (Neiger ve Simpson 2000). Diger taraftan hayvanlarda da
enfeksiyoriun sekillenmesinde yagin, nemli bir rol oynayabilecegi ve bakterinin geng
hayvanlarda yetigkinlere nazaran daha az siklikla kolonize oldugu bildirilmistir (Otto ve
ark 1994).



Helikobakterlerin kedi ve kopeklerden insanlara gegip ge¢medifi tam olarak
belirlenememis ancak, son zamanlarda kedilerden H. pylori izolasyonunun yapilmas: bu
patojen ic¢in hayvanlarin rezervuar olabilecegini ve H. pylori’nin zoonoz olabilecegini
ortaya koymustur (Handt ve ark 1994, Perkins ve ark 1996, Lecoindre ve ark 2000).
Kopeklerden H. pylori izolasyonu gergeklestirilememis, bu nedenle pet hayvanlardan
insanlara H. pylori bulagsma riskinin az oldugu bildirilmistir (Geyer ve ark 1993, Hermanns
ve ark 1995, Eaton ve ark 1996). Ancak Buczolits ve ark (2003)’min képeklerde H. pylori
varh@im belirlemek i¢in PZR metodu ile Helikobakter-spesifik H276f/H676r primerlerini
kullanarak yaptiklar1 ¢aligmada ilk defa iki kopekte “H. pylori” veye “H. pylori benzeri
mikroorganizmalar” tespit edilmis, bu nedenle H. pylori’nin potansiyel zoonoz olabilecegi
bildirilmigtir. Kedi, képek ve domu‘zlar biiyiik spiral bakterilerle siklikla enfekte olurlar ki
bu bakteriler insanlarda bulunan H. heilmannii suguna benzerlik gosterir. H. heilmanni’ye
benzeyen 3 tiir (H. salomonis, H. bizzozeronii ve H. felis) kedi ve kopeklerden de izole
edilmigtir. Hayvanlardan izole edilen helikobakterlerin insanlardan da izolasyonunun
yapilmast zoonoz potansiyele sahip olduklarimi gstermektedir (Jalava ve ark 1998, Jalava
ve ark 2001). Insanlardan elde edilen H. heilmannii izolatinin 6zellikleri, hayvanlardan
izole edilen diger helikobakterlerle fenotipik 6zellikleri, protein profili, 16 S rDNA dizisi
ve DNA-DNA hibridizasyonuna goére karsilagtirilmig ve kdpeklerde sik bulunan bir tiir
olan H. bizzozeronii olarak identifiye edilmistir. Bu nedenle H. bizzozeronii’nin de
potansiyel zoonoz olabilecegi bildirilmistir (Jalava ve ark 2001). Helikobakterlerin
hayvandan hayvana ve hayvandan insana bulagma yolu tam olarak ortaya konulamamgtir.
Bulasma yolunun tespit edilmesi, Helicobacter enfeksiyonlarindan korunmada yeni
stratejilerin gelistirilmesine yardimc:r olacaktir. Bulagsmamn iatrojenik, fekal-oral, veya
oral-oral yolla olabilecegi bildirilmistir (Jenkins ve Basset 1997, Hanninen ve ark 1998,
Vandenplas 1999).

Insandan insana H. pylori bulasmasinda ii¢ yol tammlanmigtir. Bunlardan ilki ve en
yaygin olani iatrojenik bulagma olup, midenin endoskopisi esnasinda, endoskop aparatlan
aracilipi ile olabilir. Endoskop aparatlar yeterince dezenfekte edilmeden bagka bir hastada
kullanildig: takdirde bulagma sekillenebilir. Her uygulama sonrasi aletlerin dezenfeksiyonu
ile bulasma olasilif azaltilabilir (Dunn ve ark 1997, Hanninen ve ark 1998). Ikincisi en
onemlisi olup, fekal-oral bulagmadir. Fekal-oral bulagma gelismemis ilkelerde,
sanitasyonun uygun olmadig1 bolgelerde yiiksek enfeksiyon oramma bagli olarak
bildirilmigtir. Bu iilkelerde bakteriler gocuk diskilarindan da izole edilebilmistir (Jenkins



ve Basset 1997). Enfekte ebeveynler o&zellikle anneler bulasmada rol oynayabilir
(Vandenplas 1999). Hayvanlardan izole edilebilen bazi Helicobacter tlirlerinin insanlarda
da enfeksiyonlara neden olmasi, Helicobacter enfeksiyonlarinin zoonoz olabilecegini
diigiindiirmektedir (Dunn ve ark 1997, Strauss-Ayali ve ark 1999). H. pylori kedi ve gocuk
diskisindan izole edilmesine ragmen, digkidan izolasyon pratik degildir ve digkidan
izolasyona gidilmemektedir. Bunun nedeni digkida kiiltiire edilemeyen kokoid bakteri
saytsinin fazla olmasi ile agiklanmaktadir (Dunn ve ark 1997). Bununla birlikte bakterinin
6zellikle kokoid formu gevresel kaynakli bulagmada rol oynayabilir (Vandenplas 1999).
Uclincli bulasma yolu oral-oral bulagmadir. Mide biopsi émeklerinden H. pylori izole
edilen hastalarin aym zamanda salya ve dental plaklarindan da H. pylori iiretilmistir. Bu
durum salya ve dental plagin rezervuar olabilecegini gdstermektedir (Dolar ve ark 1992, Li
ve ark 1996, Malathy ve ark 2000). Mide digindaki diger bolgelerden (salya, dental plak,
disk1 vs) PZR ile H. pylori identifikasyonu yapilabilirken, izolasyon oldukga giigtiir (Dunn
ve ark 1997, Strauss-Ayali ve Simpson 1999, Malathy ve ark 2000, Monteiro ve ark 2001).
Gelismekte olan iilkelerde salyada, digkidan daha ¢ok H. pylori tiredigi bildirilmistir (Li ve
ark 1996).

H. heilmannii, Helicobacter cinsi iginde en genis konake¢1 dagilimina sahip tiirdiir.
Hayvan tiirlerindeki H. heilmannii suslarinin antijenik yapisinin konakg: 6zgiilligiine sahip
olmasi, etkenin hayvan tiirlerine adapte oldugunu gostermektedir. Etken kopeklerin
kusmugunda 14 giinden fazla yagamaktadir. Bulagma kedi ve képekierde oral-oral yolla ve
ayni tiiriin bireyleri arasinda olmaktadir (Hanninen ve ark 1998, Vandanplas1999). Kusma
yolu ile insandan insana bulagma belirlenememis (Dunn ve ark 1997), ancak kusma ve
" 6zefagial refluksun, oral-oral kontaminasyonda rol oynayabilecegi bildirilmigtir
(Vandanplas 1999). Hanninen ve ark (1998) koépekler iizerinde yaptiklan deneysel
cahgmada, képek yavrularmin laktasyon periyodu boyunca annelerinden Helicobacter
enfeksiyonunu (H. salomonis) aldiklarimi, aym zamanda birbirlerine de bulagtiklarim

ortaya koymuglardir.

PZR ile mide sivis1 &meklerinde H. pylori DNA’simin tesbiti, mide sivis1 ile

bulagmanin olabilecegini g6stermistir (Yoshida ve ark 1998, Young ve ark 2000).

Isveg, Peru ve Mexico City igme sularinda Helicobacter DNA’s1, PZR ile ortaya
konulmus ve bulagmada suyun rol oynayabilecegi bildirilmigtir (Hulten ve ark 1996,
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Hulten ve ark 1998, Mazari-Hiriart ve ark 2001, Park ve ark 2001). H. pylori’nin
canlilifini distile su, tuzlu su ve deniz suyunda 1-16 giin devam ettirebilecegi bildirilmigtir
(Mazari-Hiriart ve ark 2001). Svec ve ark (2000) k6y ve kasabalarda yasayan insanlarin,
sehirde yasayan insanlara gére daha sik H heilmannii’ye maruz kaldigimi ve evcil
hayvanlarla daha sik temasta bulunmalari nedeniyle hayvanlarin rezervuar olabilecegini

bildirmiglerdir.

Dore ve ark (1999) koyun siitiinden H. pylori izole ederek bunun hayvanlar arasinda
bulagmada rol oynayabilecegini ve H. pylori’ nin koyunlarin dogal konakgis1 olabilecegini
bildirmiglerdir. Dore ve ark (2001) H. pylori enfeksiyonlarmin koyun ve g¢oban
képeklerinde varhgim belirlemek i¢in yaptiklann ¢aligmada, ELISA testi ile serumda IgG
aramig, 44 koyunun 43’ iinde ve 6 kdpegin tiimiinde pozitiflik saptamig, koyunlarin insan

ve kopekler i¢in rezervuar olabilecegini bildirmislerdir.

Deneysel olarak kopekler H. felis, H. pylori ve H. salomonis ile enfekte edilmis,
diger kopeklere bu bakterileri kusmuk ve temas yoluyla bulagtirdiklan gézlenmistir. Bu
caligmalardan 9ola cikilarak insanlara H. pylori bulagsmasinda koépeklerin rol
oynayabilecegi bildirilmistir (Lee ve ark 1992, Hanninen ve ark 1998, Strauss-Ayali ve
Simpson 1999).

H. pylori ile enfekte insanlarda, semptomatik olarak kronik gastrik yang: sekillenir.
Peptik iilser hastahifi, Zollinger Ellison Sendromu, Crohn’s disease ve diger ciddi yangisal
rahatsizliklarin tedavisinde uygulanan aspirin veya non-steroidal anti-inflamatuar ilaglarn
kronik mide yangisina sebep olabilecegi bildirilmistir (Dunn ve ark 1997). Blomberg ve
ark (2001) H. pylori ile kuru g6z hastaligy ve kononer kalp hastahifi arasinda iligki
oldugunu bildirmislerdir. Ho ve ark (2001) H. pylori nin “ani bebek 6liimii” sendromu ile
iligkisini ortaya koymak amaciyla yaptiklan ¢aliymada, H. pylori’'nin etkisinin
bulunmadigim rapor etmiglerdir. Safra kanah tiimérleri ile safrada bulunan H. pylori
arasinda gliclii bir iligki bulunmakla birlikte sigara ve kahve aligkanliklanimin bu oram

artirdify bildirilmigtir (Bulajic ve ark 2001).

H. pylori asidik mide sivisinda uzun siire canli kalabilir. Bakteri, midenin mukus
tabakasina ve epitel hiicre membranlarina lektinlerin yardimu ile yapisir. H. pylori proteaz,

lipaz ve fosfolipaz enzimleri ile mide mukus tabakasim yikimlar ve mukus gegirgen hale
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gelir. H. pylori aym zamanda cesitli toksmler salgilar (Tytgat ve ark 1991). Bakterinin
yiizeyinde ve sitoplazmasinda bulunan iireaz aracilif1 ile bakteri mide mukus tabakasini
gegerek mideye kolonize olur. Ureaz, gastrik sivida bulunan iireyi pargalayarak amonyak
ve bikarbonat iyonlarina ayrigtinr. Amonyak, su ile amonyum formuna doniistir. Bakteri
cevresindeki mide mukus tabakasinin pH’ s1 artar ve mukus yiizeyi alkali hale déniigiir.
Bakteri bu sivida uzun siire canli kalabilir. Amonyak epitel hiicrelerine zarar verir ve
mukozada yang reaksiyonlarn baglar. Mide mukozal bariyeri yikimlarur, mukozal erozyon
ve iilserler meydana gelir. Mide pH’sinin artmasi ile parietal hiicrelerden gastrik asit salgisi
uyarilir. Bu asit salgisindaki artisa bagli olarak asit duodenuma kadar ulagir ve
duodenumda iilserlere neden olur. Helikobakterlerin helikal yapisi ve hareket yetenegi de
patojenitede 6nemli rol oynar ve bakterinin mukusa yapismasini saglar (Dunn ve ark 1997,
Jenkins ve Basset 1997).

Kopeklerde gastrik hastaliklarin patogenezisinde Helicobacter tiirlerinin rolii hala
belirlenemenmis, enfeksiyonun klinik belirtilerinin, enfekte képeklerin gogunda bulundugu,
H. pylori ile enfekte insanlarda ise gastrik neoplazi, kronik gastritis ve (ilserlere
rastlamldif: bildirilmigtir (Strauss-Ayali ve Simpson 1999). Helikobakterlerin varliginda
midede meydana gelen histopatolojik degisiklikler kedi ve képeklerde farkli bulunmugtur.
Midede olusan 6dem, képeklerde kedilere gére daha stk meydana gelirken, glanduler
dejenerasyon ve fibrozis képeklerde nadiren sekillenir. Kedilerde bakteri kolonizasyonu
yang1 hiicreleri, lenfoid folikiiller, bezlerin dejenerasyonu ve epitel yiizeyindeki
degisikliklerle direk iligkili iken k&peklerde bu iligki yoktur (Hermanns ve ark 1995,
Happonen ve ark 1996a) (Tablo 2. 4.).

Tablo 2. 4. Kedi ve kiopeklerde gastrik helikobakterlerin varhginda meydana
gelen histopatolojik degisiklikler (Hermanns ve ark 1995, Happonen ve ark 1996a).

Histopatolojik degisiklikler Kedi Kdpek
Gastrik helikobakterlerin varhifi ve yangi arasindaki Onemli Onemli degil
iligki
Odem Nadiren Daha sik ve siddetli
Glanduler dejenerasyon ve fibrozis Siklikla Nadiren
Yang: hiicreleri sayisi Fazla Az
Lenfoid Folikdiller Fazla Az
Mide bezlerinin dejenerasyonu Fazla Yok
Mide yiizeyinin epitel degigikligi Fazla Yok
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Bunun sebebi bilinmemekle birlikte, kedi ve kopeklerde meydana gelen bu
degisikliklerin insanlarda H. pylori’nin olusturdugu gastritis tablosundaki kadar ciddi
olmadig1 bildirilmigtir (Hermanns ve ark 1995, Happonen ve ark 1996a).

Gastrik Helikobakterler, mikroaerofilik veya anaerobik sartlarda lireyebilen, gram
negatif, sporsuz, sik veya gevsek kivriml spiral veya “ S ” seklinde, polar flagellali ve bazi
- tirlerde periplazmik fibrillere sahip aktif hareketli mikroorganizmalardir (Holt ve ark
1994, Happonen ve ark 1996b, Jenkins ve Basset 1997, Strauss-Ayali ve Simpson 1999).
H. pylori’nin iki morfolojik formunun bulundugu ortaya konulmustur. Ilki aktif olan ve
kiiltiire edilebilen helikal veya gomak form ikincisi, dejenere form oldugu diigiiniilen
diizensiz veya kokoid formdur ki canli, ancak kiiltiire edilemeyen formdur. Bakteri kati
besiyerinde kiiltiire edildiginde ¢omak seklinde goriiliir. Spiral sekiller gok az veya yoktur
(Goodwin ve Worsley 1993). H. pylori genel besiyerlerde uzun siire inkiibe edildiginde
“kokoid forma” doniigebilir. Elektron mikroskop ile kokoid formlar, bir membran yapisi,
bir veya iki ucu kivrilmig, “U” seklinde basil olarak goriiniirler. Kokoid formlar metabolik
olarak aktiftir ancak, in vitro kiiltiire edilemezler (Goodwin ve Worsley 1993, Dunn ve ark
1997).

H. pylori, gram negatif, iireaz pozitif, nitrat reaksiyonu negatif, spiral sekilli, 0,5-0,9
um genislikte ve 2-4 um uzunlukta mikroaerofilik bir bakteridir. Kanl agarda (% 5-7
defibrine at kanlt) 35-37 °C’de 2-3 giin inkiibe edildiginde 1-2 mm biiyiikliiglinde seffaf
koloniler gozlenir. Kiiltiirlerde bakteriler U, V seklinde gézlenebilir (Goodwin ve Worsley
1993). PSD (Peptone starch-dextrose agar) agarda lireme Ozelligi ile H. mustelae’dan
ayrilir (Holt ve ark 1994).

Kedi ve képeklerin mide mukozasindan izole edilebilen helikobakterler H. felis, H.
bizzozeronii, H. salomonis, H. bilis ve Flexispira rappini’dir (Jalava ve ark 1998, Simpson
ve ark 1999, Strauss-Ayali ve ark 1999). Bunlarn tiimii katalaz ve oksidaz pozitiftir.
Képeklerdeki gastrik Helicobacter tiirlerinin uzunlugu (5-15 pm) ve genisligi (0.3-1.2 um)
birbirine olduk¢a yakindir (Strauss-Ayali ve ark 1999).

Helikobakterleri diger bakteri cinslerinden ayiran en 6nemli 6zellikleri karakteristik
morfolojileri, birka¢ kilifli flagellaya sahip olmalan (H. pullorum harig), karbonhidratlar

fermente edememeleri, tipik yag asitleri dizisi, mikroaerofilik ortam ve segici besiyerlerine
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ihtiyag duymalandir. Bu 6zellikleri ve 16 S rRNA dizileri ile Campylobacter ve
Archobacterler 'den aynlirlar (Goodwin ve Worsley 1993, Fox ve Lee 1997). Helicobacter
tirleri arasinda morfolojik farkhiliklar bulunmaktadir. Helicobacter tiirleri képeklerde
negatif boyama, Skanning Elektron Mikroskop (SEM) ve Transmisyon Elektron
Mikroskop (TEM) teknikleri ile birbirinden ayirt edilebilir. Bakterinin flagella sayisi,
periplazmik fibril varligy (H. bizzozeronii ve H. heilmannii disinda), bakterilerin spiral
kalinlig1 ve sayist, sik veya gevsek kivrimh olmalan ile ayrims yapilmaktadir (Utriainen ve
ark 1997, Cattoli ve ark 1999).

H. felis, gram negatif, mikroaerofilik, iireaz pozitif, gevsek spiralli, uzun bir bakteri
olup, 0.9-8 pm biiyiikliigiinde, 4-6 spiralli ve spiral genisligi 1-1.5 pm’dir. Hiicreden
koken alan periplazmik fibriller tektir. Her iki ucunda flagella bulunmakla birlikte bir
ucunda yaklagik 18 flagella bulunur. Besiyeri iizerinde ince film tabakas: seklinde iirer
(Koneman ve ark 1992, Diker 1997, Utriainen ve ark 1997).

H. bizzozeronii 0.9-9 um biiyiikliikte periplazmik fibrilleri olmayan sik kivrimh, bir
veya iki ucunda 10-17 flagella bulunduran, 37 ve 42 °C’de lireyebilen ancak, 25 °C’de ve
kan katilmig Brucella agarda tireyemeyen spiral bir mikroorganizmadir. Katalaz, oksidaz,
nitrat ve indoksil asetat pozitif, hippurat hidroliz reaksiyonu negatif bulunmustur (Y1ldirim
1996, Fox ve Lee 1997, Utriainen ve ark 1997).

Flexispira rappini, Ureaz pozitif, kiit kenarli, tek periplazmik flagellaya sahip,
biiyiikliigii 0.6-7 um olan bir veya iki ucunda 4-10 flagellaya sahip, 43 °C’de lireyebilen
bir mikroorganizmadir. Katalaz ve nitrat reaksiyonlén negatif olup, % 1 glisin i¢eren

ortamlarda iireyebilirler (Konneman ve ark 1992, Utriainen ve ark 1997).

Gastrospirillum hominis, insan gastrik mukozasindan kiiltiire edilemeyen H. pylori’
den daha biiyitk ve stk kivrimlh olup, patojenite galigmalart igin uygun bir bakteri oldugu
bildirilmigtir (Handt ve ark 1994, Solnick ve ark 1993).

H. heilmannii, 6-10 adet gevsek kivrimlara sahip, periplazmik fibrilleri bulunmayan

spiral bir bakteridir. Izolasyonu yapilabilen ve yapilamayan iki susa sahip olup,
biyokimyasal 6zellikleri ortaya konulmamistir (Norris ve ark 1999, Diker ve ark 2002).
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H. mustelae, ferretlerin mide mukozasindan izole edilmis spiral bir bakteri olup,
insanlardan izole edilememis, oksidaz, iireaz ve katalaz pozitif, nitrat rediiksiyonu pozitif,
hippurat hidroliz negatif (Koneman ve ark 1992), 42 °C’de tireme 6zelligine sahip, polar
flagella ve ¢ok sayida lateral flagellaya sahip, % 10 CO; ‘li ortamda ve PSD agarda

liremeyen bir mikroorganizmadir (Holt ve ark 1994).

H. nemestrinae, mikroaerofilik, spiral bir gastrik bakteri olup, biyokimyasal *© °

6zellikleri H. pylori’ ye benzer (Koneman ve ark 1992).

Kedi ve képek midelerine yerlesen in vitro izolasyonu zor, mikroskopta goriilebilen
Helicobacter benzeri bakteriler vardir ki, bunlar “Gastrik Helicobacter Benzeri
Organizmalar” olarak isimlendirilmektedir (Hermanns ve ark 1995, Happonen ve ark
1996a).

H. pylorinin . genom biiyiikliigii 1.6-1.73 Mb. arasinda degismektedir. G+C
kompozisyonu ortalama % 35.2 mol’ dir (Goodwin ve Worsley 1993). H. pylori
izolatlarinin % 40’1 plazmide sahiptir ancak, bu plazmidler bilinen viriilens faktérlerini
icermezler. H. pylori genomu, 16 S ve 23 S rRNA genlerinin her iki kopyasini aktanr. H.
pylori, iireaz, protein (yardimci), flagellin, vakuol yapan sitotoksin ve CagA kodlarim
iceren multiple genlerdeki dizi farkliligs 6nemlidir (Dunn ve ark 1997). Ureaz geni,
kromozomun 44 kb’lhik kismima baglanir (Goodwin ve Worsley 1993). H. pylori’nin
viriillens faktorleri ile ilgili caligmalar Helicobacter enfeksiyonlarimin daha iyi
anlasilmasini saglamakla beraber bunlar sinirh sayidadir (Dunn 1993, Vandenplass 1999,
Higashi ve ark 2002, Seydel ve ark 2002). H. pylori’nin sahip oldugu viriilens faktorleri;
{ireaz enzimi, anti-asit proteini, bakterinin spiral yapisi, hareket, miisinaz, lipaz, fosfolipaz,
hemolizin ve katalaz enzimleri, fibriler pilus benzeri yapi, hemagliitinin gibi adhezinler,
epitel hiicre reseptorleri, sitotoksinler ve lipopolisakkaritlerdir (Dunn 1993, Vandenplass
1999). Bazi viriilens fakt6rleri (iireaz ve flagella) tiim suslarda bulunur ve bunlar
patogenezis ve kolonizasyon igin mutlaka gereklidir. Ureaz, enfeksiyonun baglamasi ve
mide kolonizasyonu igin gerekli olup, iire A ve lire B olmak fizere iki alt {initeden olugur.
Amonyak, bakteri i¢in bir besin maddesidir ve mide epitelinde lezyonlara yol agar. Ureaz,
interlokin B, interlskin-6, TNF ve IL-8 gibi ¢esitli yang: sitotoksinlerinin salinmasim
uyarir (Vandenplass 1999).
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H. pylori ayn1 zamanda gastrik mukus ve mukozanin hidrofobisini azaltan farkli
fosfolipazlar tiretir. Vacuolating Citotoxin A (VacA) geni tiim suglarda bulunmakla birlikte
H. pylori’ nin % 50’sinde baskilanmigtir. Diger bir viriilens faktorii olan Cytotoxic
associated gen A (cagA) sadece suslarin bir kisminda bulunur. CagA, flagella hareketi ve
mideye kalici kolonizasyonu saglar. H. pylori tarafindan iiretilen enzimler, metabolik,
antioksidant ve toksik Ozelliklere sahiptir ve bunlarin ¢ofu tiim izolatlarda bulunur
(Vandenplass 1999).

H. pylori, kurumaya olduk¢a duyarl bir bakteridir. Bu nedenle biyopsi meklerinin
hizli bir sekilde nakli gerekli olup, bu amagla gesitli nakil besiyerleri (% 20 glikoz igeren),
Stuart’s transport medium, yatik ¢ikolata agar, gliserol igeren besiyerlerinin kullanilmasi
Onerilmigtir (Rautelin ve ark 1997).

Helikobakterler temel besiyerlerinde gii¢ liremeleri nedeniyle, tiretilmeleri igin
aminoasit, kan, serum gibi maddelerle zenginlestirilmis, selektif besiyerleri kullanilmas: ve
besiyerlerinin taze olarak hazirlanmasi gerektigi bildirilmistir. H. pylori’ yi liretebilmek
icin kati1 besiyeri olarak genellikle serum veya kan ilave edilmis Charcoal Base Agar,
Brain Hearth Infusion agar (BHIA), Columbia Agar, % 6 koyun kanl agar, ¢ikolata agar
ve Campylobacter Selective Medium kullamlmigtir (Goodwin ve Worsley 1993, Xia ve ark
1994, Stevenson ve ark 2000, Tee ve ark 2000). Skirrow supplement igeren kanl agar
(Eaton ve ark 1996), % 7 at kam iceren BHIA (Happonen 1996b), % 5 lize at kanh
Brucella Agar da kullamlmigtr (Diker ve ark 2002). Biyopsi 6rneklerindeki
kontaminasyon etkenlerinin iiremesini engellemek ve H. pylori’ nin izolasyonunu
saglamak icin Skirrow medium gibi segici besiyerleri kullanilmis olup, bu besiyerlerine
ilaveten Dent’s CP Medium ve Glupczynski’s Brucells Campylobacter Charcoal (BCC)
medium gibi besiyerleri gelistirilmistir (Tee ve ark 1991). Siv1 besiyeri olarak Brain Hearth
Infusion Broth (BHIB), Mueller-Hinton Broth, Brucella Broth kullamlmigtir (Ho ve
Vijayokamir 1993, Stevenson ve ark 2000). Perkins ve ark (1996) antibiyotik igeren
(trimetoprim, vankomisin ve polimiksin) % 5 koyun kanli Tryptic Soy Agar (TSA) ve
Brucella Agar’1 H. pylori’ yi iiretmek amaciyla kullanmuglardar.

H. pylori’ nin tiremesi i¢in mutlaka mikroaerofilik veya % 5-10 CO, igeren gevre
sartlan gereklidir. Optimum iireme 1sis1 35-37 °C olup, besiyerinin pH’s1 6.5-7.5 olarak
ayarlanmalidir (Ho ve Vijayokumari 1993). Ilk izolasyonda degismekle birlikte 4-12 giin
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inkiibasyon gerektigi ve H. pylorinin kanl agarda seffaf kiigiik koloniler meydana
getirdigi g6zlenmistir (Goodwin ve Worsley 1993). Bu uzun inkiibasyon siiresinin,
kontaminantlarin  iiremesini  arttirdift bunun da helikobakterlerin  izolasyonunu
zorlagtirdigi, bu nedenle besiyerine Skirrow suplement eklenmesinin gerekli oldugu
belirtilmigtir (Happonen ve ark 1998). Xia ve ark (1994) H. pylori’ nin sadece
mikroaerofilik bir bakteri- olmadiim, aym zamanda aerobik ortamlara da adapte
olabilecegini ancak, aerobik iiretildifi zaman canh bakteri sayisimin olduk¢a az oldugunu

ve hemoliz 6zelliginin geg sekillendigini bildirmislerdir.

Helikobakterler, karbonhidratlar1 fermantatif veya oksidatif yolla kullanamazlar.
Enerjilerini Kreb'’s doéngiisii yolu ile organik asitlerden ve aminoasitlerden saglarlar.
Oksidaz ve katalaz reaksiyonlann genellikle pozitif, hippurat ve nitrat reaksiyonlan
negatiftir (Koneman ve ark 1992, Happonen ve ark 1996b). Gastrik helikobakterler iireaz
pozitif iken, nongastrik helikobakterler negatiftir. H. pylori’ nin iireaz reaksiyonu oldukg¢a
hizhdir (Dunn 1993, Yildinm 1996). Katalaz, sitokrom oksidaz, lireaz ve fosfatazin, H.
pylori tiirlerinin ¢ogu tarafindan homojen olarak {iretildigi bildirilmistir (Goodwin ve
Worsley 1993). H. pylori nin hippurat hidrolizi, nitrat rediiksiyon ve sefalotine duyarlilik
testleri negatif olarak belirlenmistir (Goodwin ve Worsley 1993). Indoksil asetat
degismekle birlikte H. pylori igin negatif bulunmustur. H. pylori’nin nalidiksik aside
duyarlilif1 negatif iken, sefalotin’e karsi duyarhlifi pozitiftir (Koneman ve ark 1992).
Helikobakterler % 0.5 glisin igeren ortamda iireyemezler. Degisik sicaklik derecelerinde
tireme 6zellikleri incelendiginde 15 °C’ de iireme olmazken, 30 ve 42 °C’ de iiremeleri
degiskendir. Optimum iireme sicakhify 35-37 °C olup, bazi suglarn (Flexispira rappini, H.
bizzozeronii) 42 °C’ de iireyebilecegi ortaya konulmustur (Fox ve Lee 1997, Utriainen ve
ark 1997).

Gastrik Helicobacter tiirleri igin teshis metotlan invaziv ve noninvaziv olarak ikiye
ayrihir. Endoskop gerektiren invaziv metodlar (kiiltiir, histopatoloji, stirme preparat, direk
biopsi tireaz testi, elektron mikroskop, hibridizasyon testleri ve PZR) mide biopsi meji
gerektirirken, noninvaziv metotlar (seroloji, tire solunum testi (UBT) ve iire kan (UBBT)

testi) biopsi 6rnegi gerektirmezler (Dunn ve ark 1997).
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Insanlarda H. pylori’ nin kiiltiirii teshis igin en iyi metot olup, gastrik biopsilerden
bakteri iiretilebilir. Bunun iki avantaji bulunmaktadir; ilki, antibiyotik duyarlilik testlerinin
yapilabilmesi, ikincisi elde edilen izolatlarin 6zelliklerinin belirlenebilmesidir. Insanlarda
kiiltliriin sensitivitesi % 95°den fazladir. Ancak H. pylori’nin diger metodlarla (stirme
preparat, direk iireaz testi) teshisi; basit, uygulayan kisiden kisiye degiskenligi daha az ve
daha kisa siirede sonu¢ vermesi gibi avantajlara sahiptir (Dunn ve ark 1997). Birgok
Helicobacter +tiirii kopek midesinde izole edilmesine (H. felis, H. salomonis, H.
bizzozeronii, H. bilis) ragmen (Eaton ve ark 1996, Jalava ve ark 1998, Diker ve ark 2002),
bir kismumin (Gastrospirillum ssp, H. heilmanni, H. pylori gibi) izolasyonu zor veya
miimkiin degildir. Izolasyon, kedi ve kdpeklerde oldukga diigiik sensitiviteye (% 13.6, %
51) sahiptir. Izolasyon oram direk tiireaz testi ile kargilagtirildiginda (kedi ve kopekler
birlikte degerlendirildiginde), izolasyon oram1 % 43.6 bulunurken, direk lireaz testi ile %
56.4 bulunmugtur (Jalava ve ark 1998). Kopeklerde kiiltiir ile teshisin sensitivitesinin
diigiik, insanlarda ise yiiksek olmasinin sebebi insanlarin midesine sadece H. pylori’nin,
kopeklerin midesine ise degisik Helicobacter tiirlerinin ve bakterilerin kolonize olmasi ve
birlikte enfeksiyon meydana getirmeleri ile agiklanabilir (Eaton ve ark 1996, Jalava ve ark
1998, Strauss-Ayali ve ark 2001).

Kedi ve képeklerde mide biyopsi drneklerinin alinmasindan hemen sonra ekilmesinin
izolasyon sansim arttirdigx bildirilmektedir (Goodwin ve Worsley 1993). Biyopsi 6rnekleri

gliserol igeren ortamlarda -70 °C’de uzun siire muhafaza edilmistir (Dunn ve ark 1997).

H. pylori’ nin digkidan izolasyonu yapilmasina ragmen (Li ve ark 1996), kiiltiire
edilemeyen kokoid formdaki bakterilerin yogunlugu nedeniyle izolasyon oldukga giigtiir
(Kabir 2001).

Histopatoloji, mide doku kesitlerinde spiral bakterilerin gorerek varligimn tespit
edilmesi geklinde yapilmis ve 6rnekler midenin birkag bélgesinden alinmigtir. Mide biopsi
omeklerinde spiral bakterilerin teshisinde Warthin-Starry, Hematoxylen-Eosin, Alcian
blue, Steiner silver boyamalan giivenilir boyama ySntemleri olarak bildirilmigstir (Dunn ve
ark 1997, Vandenplas 1999). Silver boyama ile, képeklerde bakteri kolonizasyonunun az
oldugu durumlarda Helicobacter tiirlerinin teshisi yapilmaktadir (Strauss-Ayali ve ark
1999). Helicobacter benzeri mikroorganizmalarin mide mukozasinda belirlenmesinde

bakteri kolonizasyonu ve histolojik bulgular kedi ve kopeklerde farkhi bulunmustur. H.
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felis ile yapilan deneysel bir ¢galigmada histopatolojik olarak, germ-free kopeklerin mide
mukozasinda saglikli k6peklere gére 6nemli bir farklilik belirlenememis, fakat Warthin-
Starry boyama ile midenin mukus tabakasi iginde g¢ok sayida mikroorganizma tespit
edilmistir (Lee ve ark 1992).

Hasta ve saglikh kopekler arasinda mikroorganizma sayisi ile mide yangisi, lenfoid
hiicre ve mide pH artig1 arasinda iliski bulunamamus, H. felis’in kpeklerde gastrik patojen
olmayabilecegi bildirilmistir (Simpson ve ark 1999). Klinik olarak saglikli képeklerde
gastrik spiral bakterilerin varlig1 hasta képeklerden daha yiiksek olup, kedilerde bu fark
Onemsiz bulunmustur (Yamasaki ve ark 1993). Kopeklerde H. pylori ile deneysel
enfeksiyon olugturulmug, birinci haftada akut gastritis lezyonlan (korpus ve antrumda
hiperemi ve 6dem), sekizinci haftada kronik gastritis (antrumda lenfoid folikiiller, korpus
ve fundus bezleri arasinda lenfoplazmosit hiicre artigi, hiicre dejenerasyonu, mononiikleer

hiicre infiltrasyonu) lezyonlar1 gézlenmistir (Rossi ve ark 1999).

Happonen ve ark (1996b) 10 kdpek ve 10 kedide yapmis olduklan gahgmada,
midenin degigik boélgelerinden alinan biopsi Orneklerinde kiiltlir, EM ve histolojik
incelemeler yapmig, kopeklerin tiimiiniin fundus ve corpusunda, 9 k&pegin ise sadece
antrumunda helikobakterlerin bulundugunu gostermislerdir. Kedilerde helikobakterlerin
varhig: ile fundus ve corpustaki kronik gastritis arasinda 6nemli bir iliski bulunurken,
kopeklerde bu acik bir gekilde gosterilememistir. Kedi ve kopeklerde sekillenen
histopatolojik degisiklikler insanlarda H. pylori’nin olusturdugu gastritis tablosundaki
kadar ciddi bulunamamstir (Hermanns ve ark 1995). Histolojinin, insanlarda H. pylori
teshisinde gold standart olarak kullamldigi bildirilmigtir (Pacheco ve ark 2001).
Kopeklerde H. pylori ve H. pylori benzeri mikroorganizmalar kiiltlir ve histolojik

incelemeler ile teshis edilememistir (Eaton ve ark 1996).

Kedi ve kopek midelerinin ¢ogunda goriilen ancak (iiretilemeyen spiral
mikroorganizmalarin teshisinde en uygun yolun mide mukoza kazintilarinin mikroskobik
muayenesi oldugu bildirilmigtir (Happonen ve ark 1996b, Cattoli ve ark 1999, Strauss-
Ayali ve ark 1999, Diker ve ark 2002). Gastrik helikobakterler May-Griinwald-Giemsa,
Gram ve Diff Quick boyalarla kolayca goriilebilir (Strauss-Ayali ve Simpson 1999,
Erdeger ve ark 2001). Kopek ve kedilerde midenin fundus, antrum ve corpus bdlgelerinden

hazirlanan siirme preparatlarda tim 6rmeklerde spiral Helicobacter benzeri
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mikroorganizmalar tespit edilmis olup, oldukga sensitiv ve kolay uygulanabilen bir teshis
y6ntemi olarak belirtilmigtir (Happonen ve ark 1998). Dispeptik hastalarda H. pylori’ nin
hizli teshisinde kazinti sitoloji, tireaz testi, kiiltiir ve histopatolojik incelemeler arasinda
¢ok fark bulunmamasina ragmen, direk boyama ve {ireaz testi uygulamasi kolay, pratik ve
ekonomik bulunmustur. Kazinti sitolojisi, helikobakterlerin mide mukozasinin degisik
bolgelerindeki yogunlugu karsilastirilmak istendifinde kabaca bilgi vermektedir (Strauss-
Ayali ve ark 1999, Erdeger ve ark 2001).

Biyopsi iireaz testi, mide biyopsi dokusunda mikroorganizmanin indirekt teshisi
amaciyla gelistirilmis bir test olup, Helicobacter tlirlerinin firetmis oldugu fireazin
belirlenmesi esasina dayamir (Dunn ve ark 1997). Bakteriyel tireaz diisiik pH’da tireyi,
amonyak ve bikarbonata pargalar. Biopsi 6mekleri iire ve pH indikat6rii olarak fenol red
iceren iireli buyyon igine koyulur. Ortamda iireaz enziminin varlifi, pH degisimi ile yani
sari-turuncu rengin parlak pembe renge déniigmesi ile anlagilir (Strauss-Ayali ve Simpson
1999). Direk iireaz testi kopeklerin biopsi émeklerinde; corpus’da % 100, fundus'da %
96.3 ve antrum dmeklerinin % 62’sinde gergek pozitif sonug vermektedir (Happonen ve
ark 1996b). Gastrik spiral bakterilerin bulunmadig1 hayvanlarda direk lireaz testi negatif
sonug vermektedir (Yamasaki ve ark 1998). Diker ve ark (2002) helikobakterler yoniinden
pozitif olan 103 képekte uyguladiklan direk iireaz testi ile 103 fundus (% 100), 101 korpus
(% 98.1) ve 53 antrum (% 51.5) 6meginde pozitiflik tespit etmislerdir. Biyopsi iireaz testi
cabuk sonu¢ veren, uygulamasi kolay ve ucuz bir test olup, Avusturalya’da insanlara
uygulanmis H. pylori‘nin teghisinde sensitivitesi % 93-97, spesifitesi % 98 olarak tespit
edilmistir (Midolo ve Marshall 2000). Hizli lireaz testi igin alinan antral biyopsi
omeklerinden kiiltiir (% 93) yapilabilmistir. Erdeger ve ark (2001) insanlarda yaptiklan
calismada iireaz testinin sensitivitesini % 93 ve spesifitesini % 88 olarak tespit etmiglerdir.
Antibiyotik tedavisi sonrasi lireaz testi uygulandiginda yanlis negatif sonug verebilecegi
gibi, midede diger lireaz iireten bakterilerin varliginda (Proteus mirabilis, Pseudomonas
aeroginosa, Stapyloccoccus albus vs) da yanhs pozitif sonug verebilecegi bildirilmektedir
(Enroth ve ark 1999, Strauss-Ayali ve Simpson 1999).

Elektron mikroskopi, Helicobacter tiirlerini morfolojik ézelliklerine gore birbirinden
ayirt etmek amaciyla kullamlmaktadir. K6peklerden izole edilen Helicobacter tiirleri EM
ile incelenmis, periplazmik fibrilleri, spiral sayisi, sikhif1 ve kalinhig, flagella sayisina gore

bunlarin ayrimu yapilmistir (Eaton ve ark 1996, Utriainen ve ark 1997). EM ile teshis,
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karmagik ve pahali bir teknik olup, kiiltiire edilemeyen mikroorganizmalarin teshisine
imkan sagladig bildirilmektedir. Ote yandan Cattoli ve ark (1999) yaptiklari cahimada
EM ile negatif bulunan bir 6mekten H. felis izole etmis ve kiiltiiriin, EM’dan daha sensitiv
oldugunu bildirmislerdir.

Gastrik biyopsi orneklerinden PZR, “Helicobacter tiir spesifik primerler” ve
“Helicobucter cins spesifik primerler” kullamlarak uygulanabilir. Primerler 16 S rRNA,
iireaz ve adhezin genlerinden elde edilebilir (Neiger ve Simpson 2000). PZR, insanlarda H.
pylori teshisinde sensitivite ve spesifitesi yiiksek bir test olmakla birlikte, primerlerin
se¢imi, hedef DNA, &rnegin hazirlanmasi, bakteri yogunlugu, PZR prosediirii test
sonucunu etkilemektedir (Dunn ve ark 1997). Insan ve hayvanlarda biyopsi &rneklerinden
ve mide sivisindan ekstrakte edilen DNA’nin PZR’a tabi tutulmasi ile Helicobacter tiirleri
identifiye edilebilir (Westblom ve ark 1993, Eaton ve ark 1996, Perkins ve ark 1996,
Young ve ark 2000). Insanlarda mide sivisindan PZR ile H. pylori’nin teshisi % 96
sensitivite ve % 100 spesifiteye sahip bulunmustur (Westblom ve ark 1993). Kiiltiirii
negatif olan peptik iilserli hastalarin biyopsi 6meklerinde pozitiflik saptanmus, H. pylori
teshisinde dogrulama testi olarak PZR’1n kullanilabilecegi bildirilmistir (Clayton ve ark
1992, Westblom ve ark 1993, Germani ve ark 1997, Yoshida ve ark 1998). Li ve ark
(1996) insanlarda 98 mide biyopsi, 85 salya ve 71 diski 6rneginde H. pylori DNA’sim
teshis etmek amaciyla PZR’1t kullanmiglar, salya (% 84) ve mide biyopsi (% 100)
orneklerinden H. pylori’nin teshisinde glivenilir bir test oldugunu ancak, diskidan (% 25)
teshiste kullanilmasinin uygun olmadigim bildirmislerdir.

" El-Zaatari ve ark (1997) H. pylori enfeksiyonunun sokak kedilerinde varligm
gostermek amaciyla 25 kediden alinan biopsi &reklerini kiiltiir, histolojik inceleme ve
PZR’la  aragtirmuglar, histolojik incelemede spiral ve biiyiikk mikroorganizmalar
gozlenirken, izolasyon yapilamamig, 16 S rRNA cins spesifik PZR metodu ile tiim 6rnekler
Helicobacter pozitif tesbit edilirken, adhezin subunit-A (hpaA) tiir spesifik PZR metodu ile
sadece 6 kedinin H. heilmannii ile enfekte oldugu belirlenmis ancak H. pylori tesbit
edilememigtir. Perkins ve ark (1996) iiclii antibiyotik tedavisi yapilan kedilerde H. pylori’
nin teshisi amaciyla PZR ve kiiltiirii kargilastirmuglar, tedavinin takibi esnasinda PZR’1n,
kiiltiirden daha sensitiv oldugunu ortaya koymuglardir. Lu ve ark (1999) H. pylori’nin
teshisi amaciyla bes farkhi PZR metodunu incelemis ve ureC geni’nin PZR’min en spesifik

ve sensitiv test oldugunu belirlemislerdir.
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Kedi ve kopeklerdeki gastrik helikobakterlerin prevalansi, helikobakterleri teshis
etmede kullanilan teshis metotlarmin spesifite ve sensitivitesine baghdir (Neiger ve
Simpson 2000). Kedi ve kopeklerde direk mikroskopide goriilen spiral
mikroorganizmalarin cins ve tiir bazinda teshisi, kullanilan primerlere gére degismekle
birlikte, PZR’la bagarili bir gekilde yapilmaktadir (Stanley ve ark 1993, Eaton ve ark 1996,
Neiger ve ark 1998, Cattoli ve ark 1999, Norris ve ark 1999)

Giiniimiizde, H. pylori’ye spesifik Yac A genotipinin belirlenmesi igin iki ayn PZR
reaksiyonu gereklidir, Chisholm ve Owen (2001a) gelistirmis olduklart multipleks PZR
metodu ile mide biyopsilerinden tek reaksiyonda VacA genotipinin hizla belirlenmesine
olanak saglamugtir. Bu multipleks PZR metodu ile 16 S »DNA hedefli H. heilmannii
spesifik genlerini kullanarak dispeptik hastalarin midesinden aym anda H. heilmannii ve H.
pylori’yi teshis etmeyi bagarmiglardir (Chisholm ve Owen 2001b). PZR ile teshis spesifik
ve sensitiv olmasina ragmen, olduk¢a pahali olmasi nedeniyle pratikte pek fazla
kullamlmamaktadir (Pacheco ve ark 2001). PZR-Denaturan Gradyan Jel Elektroforezis
teknigi bu nedenle gelistirilmis ve Helicobacter tiirlerinin belirlenmesinde kolay, ucuz ve
etkili bir yontem olarak belirlenmistir (Abu-Al-Soud 2001). Dénmez-Altuntag ve Giiven
(2002) 64 hastaya ait mide biyopsi meginden H. pylori’nin teshisi amaciyla nested-PZR
ve hizli tireaz testini kullanmiglar, nested-PZR testinin daha spesifik (% 53.1) ve sensitiv

(% 93.8) oldugunu belirlemislerdir.

H. pylori’ nin varhgini ortaya koymada gesitli serolojik testler mevcuttur. Bunlar;
hemagliitinasyon, komplement fikzasyon, agliitinasyon, immunfloresans, indirekt
immunfloresans, enzim immunoassay ve immunoblot teknikleridir (Wulffen 1992, Strauss-

Ayali ve ark 1999, Rocha ve ark 2000)’ dur.

H. pylori enfeksiyonunda serolojik testler endoskopiden kagimldifi durumlarda,
seroepidemiyolojik aragtirmalarda, tedavinin kontrolii esnasinda ve dispeptik hastalarda
tarama testi olarak kullanilmaktadir (Wulffen 1992, Kist ve ark 1999, Monteiro ve ark

-2001). Insanlarda H. pylori’ye karsi olusan dolasimdaki IgG’nin ol¢limtli, H. pylori
enfeksiyonunun teshisinde spesifik ve sensitiv olmakla birlikte, ayn1 anda ¢ok sayida 6rnek
kisa siirede iglenebilme olanag1 saglar (Wulffen 1992). ELISA testinde en 6nemli problem
H. pylori’ye 6zgii saf antijenin elde edilmesidir. H. pylori’ den elde edilen iki temel
antijenin (flagella ve iireaz antijenleri) diger bakterilerde de (Campylobacter jejuni, C. coli
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ve Gastrospirillum hominis) bulunmas1 (Wulffen 1992, Seidel ve ark 1999, Strauss-Ayali
ve ark 2001), tedavi sonrasi viicutta uzun siire 6lii bakteri bulunmas1 yanls pozitiflige yol
agmaktadir (Kabir ve ark 2001). Dolasan antikorlarin yetersiz olugmasi veya yeterli bir
sekilde olugan antikorlarin dolagima gegememesi (Fox ve ark 1999, Simpson ve ark 2000,
Strauss-Ayali ve ark 2001), H. pylori enfeksiyonunun akut fazda olmasi, antijenin saf
olarak hazirlanamamasimn yanhs negatiflige yol agtift ileri siirtilmektedir (Ozden ve ark
1992). ELISA yetiskinlerde H. pylori enfeksiyonunu dogru bir sekilde teshis ederken,
Ozellikle 2-12 yag arasindaki ¢ocuklarda serum antikorlan diisiik seviyede bulundugu i¢in
dogru teshis yapilamamaktadir (Rocha ve ark 2000).

IgA’ nin immun cevabi genellikle azdir ancak, ciddi yang: olaylaninda isaretlenirse
goriilebilir. Sebebi bilinmemekle birlikte, H. pylori ile enfekte hastalann kiigiik bir
yiizdesinde sistemik IgG antikorlari olugmaksizin, sadece IgM antikorlann gézlenmektedir.
H. pylori'ye kars1 IgM cevabimin bakterinin alinmasindan 18 giin sonra, IgG ve IgA
cevabmun ise 60 giin sonra ve birlikte gelistigi belirlenirken, IgG ve IgA cevab: artarken
IgM titresinin azaldig: bildirilmigtir. Bu durum H. pylori enfeksiyonunun erken déneminde
IgM titresinin- arttiim1 ve H. pylori’ye karsi olugan immun cevabin diger kronik
enfeksiyonlardaki gibi oldugunu géstermektedir. Bu nedenle IgM &l¢limiiniin, H. pylori
enfeksiyonlarinin erken teshis ve tedavisinde faydali olabilecegi bildirilmistir (Wulffen
1992, Alem ve ark 2002).

Insan midesine sadece H. pylori kolonize olduu i¢in insanlarda enfeksiyonun
serolojik teshisi dogru ve basit bir gekilde yapilmakta ve ELISA testinin sensitivite (% 85-
95) ve spesifitesi (% 95) yiiksek bulunmaktadir (Ozden ve ark 1992). K&pek midesine ise
farkli gastrik bakteriler kolonize olmakta ve birden fazla Helicobacter tlirii birlikte
koenfeksiyon meydana getirmektedir (Eaton ve ark 1996, Hanninen ve ark 1998, Fox ve
Lee 1997, Strauss-Ayali ve ark 2001). Strauss-Ayali ve ark (2001), H. felis 'ten hazirlanan
HM-CAP antijenin kullanildigi ELISA ile kedilerde 3 farkh gastrik Helicobacter tiiriine
(H. heillmannii, H. felis, isimlendirilmemis Helicobacter spp.) karg1 olusan IgG’leri teshis
edilebilmis, ancak tek bir Helicobacter tiiriiniin varliginda serum antikorlarnin 6nemini
ortaya koyamamgtir. Kpeklerde de H. pylori, H. felis ve H. bizzozeronnii antijenleri ile
yapilan ¢alismada da benzer bulgular tespit edilmistir. Bu nedenle Helicobacter tiirlerine
kars1 olusan antikorlarin serolojik teshisi karmasiktir. Helicobacter enfeksiyonlarina karg

bazi kopeklerin yetersiz immun cevap olugturmasi da ELISA’min sensitivitesini
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etkilemektedir. ELISA H. felis ve H. pylori ile deneysel enfeksiyon sonrasi serumda IgG
antikorlarinin teshisi maksadiyla kullanilabilir. Germ free kdpeklerde H. pylori ile deneysel
enfeksiyon sonrast serum antikorlann hizli gekilde olusurken, H. felis’le deneysel olarak
enfekte kopeklerde daha yavas ve degisik antikor olusumu sekillenir. Kopekler mide
florasinda normalde gastrik helikobakterleri bulundurabilir bu nedenle de enfeksiyonun
durumu serolojik olarak belirlenememektedir (Fox ve ark 1999, Simpson ve ark 2000,
Strauss-Ayali ve ark 2001).

Dot-immunobinding Assay (DIA), insan ve hayvan serumlarinda antikor ve
antijenlerin tespit edilmesi ve bunlarin igaretli antikorlar ile gésterilmesi esasina dayanan,
kat1 faz olarak plastik, nitrosellilloz membran (NCM), agaroz ve selliilozun kullanildig:
modifiye bir enzim immunoassay’dir (Chand ve ark 1989). Kat1 faz olarak nitroselliiloz
membran kullanilmasi, ¢ok az miktarda antijen, antikor, konjugat ve substrat harcanmasim
saglar. Testte antikorlan isaretlemek i¢in enzim olarak peroksidaz, alkalen fosfataz veya
avidin-biotin kullamlabilir (Cummins ve Reynolds 1990). DIA, enfeksiyonlarin teshisi,
bakteri suslanimin antijenik ve patojenik &6zelliklerinin kargilastinlmas: (Kempf ve ark
1994), monoklonal antikorlarin teshisi (Steinitz ve ark 1990) ve ¢o6ziinmiis Fey

reseptorlerinin belirlenmesi (Kristoffersen ve ark 1994) amaciyla kullanilabilir.

Radhakrishnan ve Mathal (1991) dot-ELISA ve ELISA’yt Mycobacterium
tiiberculosis’in neden olduu meningitis enfeksiyonu’nun teshisinde karsilagtirmislar,
kiiltiir pozitif hastalarin teshisinde dot-ELISA’nin yanls negatiflik (% 60) verdigini
saptamuglar, bu nedenle ELISA testinin daha hassas oldugunu bildirmiglerdir. Tsai ve Saif
(1991) hindilerde Bordetella avium’un teshisi maksadiyla avidin-biotinle ytikseltgenmig
DIA ve ELISA testlerini karsilagtirdiklan ¢aligmada ELISA’nin daha sensitiv olduunu
ortaya koymuslardir. Ramadass ve ark (1993) sigirlarda rinderpest antikorlarimn teshisinde
dot-ELISA ve ELISA testlerini Kkarsilagtirmus, sensitivite her iki metotda da benzer
bulunmus, uygulanmasinda pahali mikropleytlere, ELISA okuyucusuna ve laboratuvara
ihtiyag duyulmadig1 igin dot-ELISA’min ELISA’ya tercih edilebilecegini bildirmiglerdir.
Chand ve ark (1989) sigir serumunda Brucella antikorlamnin teshisinde NCM’de
uygulanan DIA ve diger serolojik testleri (SAT, RBPT ve CFT) karsilagtirmug, DIA ile 79;
SAT ile 71, RBPT ile 72 ve CFT ile 78 serum pozitif olarak tesbit edilmis olup, 6 serum

omegi sadece DIA ile pozitif bulunmug, bunun nedeninin NCM’e sekonder baglanmalarin
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diger testlere gore daha diisiikk olmasindan kaynaklandigini ve bu sebeple daha hassas bir

test oldugunu bildirmislerdir.

DIA’nin diger serolojik testlere gore yapilmasi kolay, saha sartlarinda kolayca
uygulanabilen, pahali malzemeler gerektirmeyen, hizli, oldukca spesifik ve sensitiv bir test
oldugu, kan ve/veya serumla uygulanabilir olmasi ve egitilmis personele gerek
duyulmamasi gibi avantajlari bulundugu bildirilmektedir (Chand ve ark 1989, Condorelli
ve Ziegler 1993).

Mukozal antikorlar Western blot teknigi ile incelendiginde farkli hastalarda H pylori’
nin degisik antijenlerine kars1 farkli antikorlar olustugu gésterilmis, bunun immun yanitta
farkhihfa bagh olabilecegi bildirilmistir. H. pylori enfeksiyonu, bakteriyel antijenlerin
konak¢1 epitoplarina benzerlik gostermesi nedeniyle gastrik otoimmunite gekillenmesine
yol agabilir (Karasu ve Akarca 2000). immunoblot metodlar; antijen hazirlama ve
gesitlerini ¢alismada, antijen olarak bir veya birden fazla antijen kullamlmasina karar
vermede, antijen miktarimin kontroliinde, H. pylori antijenlerine karsi serum immun
cevabini degerlendirmede, H. pylori’ye karg1 olugsmus diisiik seviyedeki antikorlart tesbit
etmede basarili bir gekilde kullamlabilen, H. pylori ile enfekte ve saglikh kopekleri
birbirinden ayirt edebilen sensitiv bir metod olmasina ragmen, pahali, zaman alic1 ve
ELISA’ dan zor bir metot oldugu bildirilmigtir (Wulffen 1992, Rocha ve ark 2000). ELISA
ile birlikte kullamildifinda enfekte koépeklerin % 80’inin teshisinin yapilabilecegi
bildirilmigtir (Strauss-Ayali ve ark 1999). '

Serolojik testlerin, pratik ve uzun siireli tedavilerde, hastanin takibinde ve hastaya

endoskop uygulanmasina karar vermede 6nemli oldugu belirtilmistir (Wulffen 1992).

Ure solunum testi, isaretlenmis firenin midede iireaz enzimi ile amonyak ve
bikarbonata ayrismasi ve daha sonra solunum havasinda isaretli karbonatin belirlenmesi
esasina dayanan bir testtir. K&peklerde gastrik helikobakterler ile enfekte kopekleri teshiste
giivenilir bir testtir. Tedaviyi izleyen 4-6 hafta sonra iire solunum testi tekrarlandiinda
bakteri yogunlugunun ve iireaz aktivitesinin azalmasina bagli olarak yanhs negatifligi
onledigi ancak, iireaz iireten helikobakterler digindaki bakterilerin varhiginda (Proteus
mirabilis, Pseudomonas aeroginosa vs) yanhs pozitiflik verdigi bildirilmistir. Képeklerde
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enfeksiyon sonrasi tedavinin dogrulanmasinda da bu testin kullanilabilecegi bildirilmigtir
(Strauss-Ayali ve ark 1999).

Kearney ve ark (2001) saghikh ve H. pylori enfeksiyonu olan insanlarda ekspresyon
havasindaki amonyak seviyesini belirlemek amaciyla yaptiklari g¢aligmada, hastalarin
ekspresyon havasindaki amonyak miktarinin saghikli olanlara gére daha diisiik oldugunu
belirlemislerdir. H. pylori’nin teshis ve tedavisinde Karbon 13 iire testinin (**C-UBT)
kullamlmas: ile dispeptik rahatsizlifi olan hastalarda gereksiz endoskop uygulamasi
engellenebilecegi (Sreedharan ve ark 2001) ancak, iireaz pozitif olan mikroorganizmalarin
yanhs pozitiflife sebep olabilecegi bu nedenle gézard: edilmemesi gerektigi bildirilmistir
(Strauss-Ayali ve ark 1999, Ozsahin 2002). UBT nin H. pylori enfeksiyonunun tedavi
6ncesi ve sonrasi teshisinde en duyarli ve spesifik test olup kiigiik hayvanlarda da
uygulanabilecegi bildirilmistir (Goddard ve Logan 1997). Karbon 13 iire testi, biiyiik
cocuklarda ve erigkinlerde giivenilir olmasina ragmen, 6zellikle kiigiik cocuklarda

giivenilir bulunmarmus ve endoskopiye alternatif kabul edilmemistir (Ozsahin 2002).

H. pylori’ye kars1 as1 ¢aligmalarinda antijenik determinant olarak daha gok iireaz
enzimi iizerinde durulmaktadir. Diger viriilens faktorleri (VacA, CagA, UreB, HspA ve
fosfolipazA gibi yiizey antijenleri) de asilama g¢alismalarinda kullamilmaktadir. Bu
antijenlerden hazirlanan agilar hayvanlarda tedavi amaciyla asilama ¢alismalarinda
kullamlmasina ve Onerilmesine ragmen, mide mukozasindan H. pylori’yi tamamen yok
etmek, enfeksiyonun veya reenfeksiyonun sekillenmesini &nlemek % 100 miimkiin
olmamaktadir (Hatzifoti ve ark 2000). H. pylori’ye kars1 ag1 gelistirme ¢alismalan devam
etmektedir. Fareler lizerinde yapilan bazi ¢aligmalar iimit verici olup, immiinizasyon
calismalarimin mevcut enfeksiyonu % 100 olmasa da iyilestirebilece§ini gdsteren
caligmalar bildirilmektedir (Chen ve ark 2001, Zhu ve ark 2001)

‘Insanlarda Helicobacter enfeksiyonu mortalite ve morbiditeye yol agmakta bu
nedenle tedaviden ziyade korunma amaclanmaktadir. Oral asilama, farelerde Helicobacter
enfeksiyonlarinin ‘tedavisi ve &nlenmesinde bagarith bulunmus olup, bu nedenle as1
¢alismalan iizerinde yogunlagilmigtir (Veldhuyzen van Zanten ve ark 1997, Chen ve ark
2001, Zhu ve ark 2001).
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Zayiflatilmis canh Salmonella typhimurium susu (mutant SL 3261 susu) ile verilen
UreB, HpaA veya UreB/HpaA fiizyon proteini ile yapilan oral immiinizasyon, H. pylori’ ye
karsi koruyucu immiinite (% 75) sagladig1 ve bivalan agilarin monovalan agilara gére daha
etkili oldugu bildirilmigtir (Zhu ve ark 2001). H. pylori’nin patojenik faktérii olarak bilinen
katalaz enziminin sentezinden sorumlu genin, zayiflatilmi§ canli S. typhimurium susu
(mutant SL 3261 susu) ile farelerin oral yolla asilanmas: sonucu H. pylori enfeksiyonuna
kars1 korunma (% 61.5) saglanmaktadir (Chen ve ark 2001).

H. pylori, in vitro bir ¢ok antibiyotige duyarli bulunurken, bakterinin mide mukus
tabakasi altina yerlesmesi, midenin asidik ortami ve bazi antibiyotiklere tedavi sirasinda
diren¢ gelismesi nedeniyle tedaviyi zorlagtirmakta ve kombine tedaviyi gerektirmektedir
(Kadayif¢1 ve Savag 1997). Saglikli mide sivis1 asidik oldugundan birgok antibiyotik H.
pylori’ye karsi zayf aktivite gOstermektedir. Bununla birlikte birgok antibiyotik
(trimetoprim, vankomisin, siilfonamidler vs) pH 7.0’de duyarhdir. Bu nedenle
antibiyotikler asidi azaltan ilaglarla birlikte kullamlmalidir. Insanlarda tedavide gogul
antibiyotik uygulamalar1 tercih edilmekte (Ozden ve ark, 1993, Vandenplass 1999,
Ozsahin 2002), en iyi ilag kombinasyonlani olarak; omeprazol, klaritromisin ve
metronidazol; omeprazol ve amoksisilin; bizmut subsalisilat, tetrasiklin ve metronidazol;
omeprazol, bizmuth subsalisilat, tetrasiklin ve metronidazol tavsiye edilmektedir
(Veldhuyzen van Zanten ve ark 1997). Tedavide kullamilan ilaglarin en az iki hafta
kullanilmas1 6nerilmektedir (Tytgat ve ark 1991, Kadayif¢1 ve Savas 1997, Vandenplass
1999, Ozsahin 2002).

Hayvan orjinli Helicobacter tiirlerinin antibiyotik duyarlilifim gOsteren genis
kapsamli galigmalar yapilmamakla birlikte, iilserin ilerlemesini yavaglatmak amacryla
antiasit grubu ilaglardan proton pompa inhibitorleri ve H, reseptSr antagonistlerinin
kullamldig1 bildirilmistir (Y1ldinm ve Istanbulluoglu 2002)

Gelismekte olan iilkelerde insanlarda H. pylori enfeksiyonlarinda metronidazol sik
kullamldif: icin direng sekillenmekte, bu nedenle tedavide metronidazol kullamlacaksa
once duyarhlik testi yapilmasi gerektigi bildirilmektedir (Sahin ve ark 1994). Amoksisilin,
metronidazol ve bizmut subsitratdan olusan insanlarda uygulanan 3’li tedavi y&ntemi,
képek gastrik helikobakterlerinin tedavisinde etkili bulunmus, alternatif olarak, tetrasiklin
ve omeprazole’iin de kullamlabilecegi belirlenmigtir (Happonen ve ark 1998). Birgok
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tedavi ySntemi, H pylori enfeksiyonunu baskilamasina ragmen, tedavinin birakilmasindan
hemen sonra aymi sus mideye tekrar kolonize olmaktadir. Ilag kombinasyonlartnin tek ilag
kullanimindan daha etkili oldugu belirlenmis, bizmut preparatlari, metronidazol, tinidazol,
ve ofloksasin kismi olarak tek basmna etkili bulunmustur (Tytgat ve ark 1991). In vitro
olarak H. pylori suslan penisilin ve baz1 antibiyotiklere kars1 duyarli bulunmustur (Dunn

ve ark 1997).

Ozden ve ark (1993) dispepsi rahatsiziig1 olan hastalara uyguladiklan dort farkh
tedavi yontemi iginde en etkili tedavinin {iglii tedavi oldugunu ortaya koymuslar (Ozsahin
2002), iiglii tedavinin (proton pompa inhibitérli + iki antibiyotik) 7-14 giin uygulanmasi ile
H. pylori tedavisinin saglanabilecegini bildirmiglerdir (Tytgat ve ark 1991, Vandenplass
1999).

Bu ¢aligma; insanlarda gastritis ve iilserden sorumlu tutulan, zoonoz olmasi
muhtemel olan H. pylori’nin kedi ve kopeklerin mide biopsi 6meklerinde varligmn
kiiltiir, direk iireaz testi, dot-immunobinding assay ve polimeraz zincir reaksiyonu ile
tespit edilmesi amaciyla yapilmig olup, kedi ve kdpeklerde izolasyonu zor olan H. pylori
i¢in uygun besiyeri ortamimn belirlenmesi amaglanmistir. Kedi ve kdpeklerde DIA’nin
kullanilmasi ile endoskopa gerek kalmaksizin, H. pylori teshisinde kullamlabilirligi ortaya
konulmaya ¢aligilmigtir. Simdiye kadar yapilan ¢aligmalar tarandifinda kedi ve képeklerde
H. pylori’nin varlifinin PZR ile tesbiti tek bir galigmada bildirilmis olup, mevcut ¢aligma
ile H. pylori’nin PZR ile de varliginin tespitine ¢aligtimgtir.
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3. MATERYAL ve METOT

3.1. MATERYAL

3. 1. 1. Hayvan Materyali

Bu calisma, 50 sokak képegi ve 2 sokak kedisi lizerinde yapildi. Endoskopla 41
k6pegin antrum ve ayn1 kdpeklerin 40°1nin korpus ve kardiasindan biyopsi 6rnegi, nekropsi
ile de 9 képegin midesinin antrum, corpus ve cardiasindan mide mukoza &rnegi alindi.
Materyal alinan mide bélgeleri Tablo- 3. 1. 1.’de gosterilmigtir. DIA testinde serumlan
kullamilmak amaciyla kopeklerin 39’undan kan alinirken, kedilerden almnamamugtir.

Tablo 3. 1. 1. Helicobacter Tiirlerinin Izolasyonunda Biyopsi Orneklerinin
Alindigr Bilgeler ve Sayisi

Materyal Materyal Sayis1
Kopek Kedi

Antrum 50 2

Corpus 49 2

Cardia 49 2

3. 1. 2. Deneme Hayvanlan
Dot-ELISA testinde kullanmak amaciyla H. pylori’ye Kkarsi antiserum
hazirlanmasinda yetigkin Yeni Zelanda irki 5 adet beyaz tavsan kullanild.

3. 1. 3. Referans Susg

Antijen hazirlamak ve PZR’ da pozitif kontrol olarak Helicobacter pylori ATCC
11637 susu kullamldi. Referans sug, Hacettepe Univ. Tip Fakiiltesi Ogretim Uyesi Prof.
Dr. Yakut OZDEN tarafindan saglandi. Susun morfolojik, kiiltiirel, biyokimyasal
ozellikleri kontrol edilerek dogrulandi (Goodwin ve Worsley 1993, Bulut ve ark 2001).

3. 1. 4. Besiyerleri

Biyopsi 6rneklerinin laboratuvara taginmasi, 6meklerden H. pylori’nin izolasyonu,
dot-ELISA testi i¢in antijen hazirlanmas1 ve iireaz aktivitesinin belirlenmesi amaciyla;
Blood Agar Base (Oxoid), Brain-Heart Infusion Agar (Oxoid), Brain-Heart Infusion Broth
(Oxoid), Colombia Agar Base (Oxoid, CM331), Urea Broth Base (Oxoid) kullamldi.
Ayrica kontaminasyonlan dnlemek amaciyla H. pylori Skirrow Supplement 147 E (Oxoid)
kullamldi.
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3. 1. 5. Endoskop

Biyopsi 6rneklerinin alinmasinda Olympus GIF/CF/JF TYPE E (Olympus Optical
CO., 2951 Ishikawa-cho, Hachioji Tokyo 192-8507, Japan) beseri endikasyon amagh
endoskop kullamldi.

3. 1. 6. Dot-Immunobinding Assay Testi’nde Kullanilan Malzemeler

3. 1. 6. 1. Nitrosellilloz membran

Kati faz olarak 0.22 pum pora sahip, 15x15 cm ebatlarda milipor nitroselliiloz
membran (NCM) (Millipore, INCP 15150) kullanildi. NCM” ler 0.75 x 0.75 cm” olacak
sekilde kesildi.

3. 1. 6. 2.Konjugat
Tavsanlardan hazirlanmig Alkalen fosfataz enzimi ile isaretli Anti-dog IgG konjugat:
(Sigma, A-6042) kullanildi. Konjugat yapilan standardizasyon gézéniine alinarak 1/6000

oraninda sulandirildi.

3. 1. 6. 3.Substrat
5-Bromo-4-chloro-3-indolyl phosphate/nitroblue tetrazolium (BCIP/NBT) (Sigma,

B-5655) kullanildi.

3. 1. 6. 4. Stop soliisyonu
Reaksiyonu durdurmak amaci ile % 0.12° lik hidroflorik asit kullanildi.

3. 1. 6. 5. Sulandirma ve Yikama soliisyonu

Antijen sulandirma soliisyonu olarak Phosphate buffer soliisyonu (PBS), konjugat ve
serum Smneklerinin sulandirma ve yikama sollisyonu olarak % 0.05 Tween 20 (Sigma P-
1379) igeren PBS (PBS-T) ve nitroselliloz membranlara nonspesifik baglanmalar
engellemek i¢in % 5 siit tozu igeren PBS-T kullamida.

3. 1. 6. 6. Pozitif ve Negatif Serumlar

Pozitif serum olarak tavsanlarda hazirlanan antiserum, negatif serum olarak

tavsanlardan antiserum 6ncesinde alinan serum kullamld.
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3. 1. 7. DNA Ekstraksiyonunda Kullanilan Malzemeler

3. 1.7. 1. Lizis Buffer

50 mM Tris-HCl, pH 7.2, 1 mM etilen diamin tetraasetikasit (EDTA), %1 sodyum
dedosil siilfat ve ml’de 100 pg proteinaz K (Sigma, P 2308) iqerén lizis buffer hazirland:.
Her bir 6mek i¢in 200 ul lizis buffer kullanildi.

3. 1. 7. 2. Fenol: Kloroform:isoamilalkol
Phenol: Choloroform:Isoamylalcohol (PCI) (sigma, P 2069) ( 25:24:1) kullanlda.

3. 1. 7. 3. Na-asetat
3 N Na-asetat (pH 7.4) hazirlandi. 0.2 um por ¢apina sahip siizge¢ kagidindan

siiziilerek sterilize edildi.

3. 1. 8. DNA Amplifikasyonu’ nda Kullanilan Malzemeler
3. 1. 8. 1. Thermal-cycler
PTC- 100 Programmable Controller, MJ Research, Inc. (USA) kullanildi

3.1. 8. 2, Primerler

Primer olarak H. pylori kromozomal DNA dizisinden segilen

CAM-2 (5°-TAA CAA ACC GAT AAT GGC GC-3’) ve

CAM-4 (5’-CAT CTT GTIT AGA GGG ATT GG-3’) oligoniikleotid primerleri
(Valentine ve ark 1992) (Qiagen) sentezlettirildi. Primerler Y% oraninda sulandinilarak 25
puM kullanildi.

3.1.8.3. Taq Polimeraz
Taq DNA polimeraz (Sigma, D 1806) kullamldi.

3. 1. 8. 4. Deoxynucleotide Set
dNTP’ ler (Sigma, DNTP-100) 25 um oraninda ddH,O ile sulandinlarak kullamld:

3.1.8.5. Film

Professional Coaterless B& W Instant Pack Film 3 % x 4 % in (8.5-10.8 cm, Polaroid
667) kullamldi.
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3. 1. 8. 6. Marker
Gene Ruler 100 bp DNA Ladder (Fermentas, SM02435 (0.01 mg) kullanldi.

3. 1. 8. 7. Pozitif ve Negatif Kontrol

Mide dokusuna BHI’da iiretilen H. pylori referens susu ilave edilerek DNA
ekstraksiyon islemi uygulandi ve PZR’a tabi tutuldu. Elde edilen PZR {iriini{i pozitif kontrol
olarak kullamldi. Steril ultra saf su ise negatif kontrol olarak kullamldi.

3.2. METOT

3. 2. 1. Endoskopi’nin Yapihs1

Endoskop 6ncesi kedi ve képekler bir giin ag birakildi. Endoskop aparatlan uygulama
dncesi ve sonrasinda % 5’ lik gluteraldehit ile dezenfekte edildi. Midenin antrum, corpus
ve cardia bdlgelerinden 3’er parga alindi. Bunlarnin bir tanesi PZR’da kullamilmak iizere
FTS igeren ependorf tiiplerine konarak — 80 °C’ de muhafaza edildi. Orneklerin biri ¢abuk
lireaz testi igin iireli buyyona konuldu. Bir 6rnek de BHIB iginde homojenize edilerek

ekime hazir hale getirildi.

Nekropsi yapilan kpeklerden aseptik sartlarda alinan mideler steril pens ve makaslar
yardimiyla agildi. Mide steril distile su ile yikanarak mide igerigi uzaklagtinldi. Bu iglem
sonrasinda midenin antrum, corpus ve cardia bélgelerinden 3’er parga alind1 ve yukandaki

islemler uygulandi.

3. 2. 2. Direk Mikroskobik Muayene

Kedi ve kopeklerden midenin antrum, corpus ve cardia bslgelerinden alinan biopsi
érnekleri ile siirme froti yapilarak kurutuldu ve alkolle tespit edildi. Daha sonra Gram
boyama ile boyanarak, mikroskopta spiral, gram negatif mikroorganizmalar arand:

(Happonen 1999)

3. 2. 3. Kan Orneklerinin Alnmas
Anestezi 6ncesi kopeklerden kan &mekleri alinarak, serumlart gikmasi igin oda
sicakhiginda 4 saat (20-22 °C) bekletildi ve kan serumlari kullanilincaya kadar 20 °C’de

muhafaza edildi. Kedilerden kan alinmad.
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3. 2. 4. Besiyerinin hazirlanmasi

Antijen hazirlanmas1 ve bakteri izolasyonu amaciyla gesitli besiyerleri kullanld.
Antijen hazirlanmas1 amaciyla kanli agar 40 g/lt olacak sekilde hazirlandi. pH’s1 7.4’e
ayarlandiktan sonra otoklavda 121°C’de 15 dakika sterilize edildi. Sicaklhif1 45 °C’ye
diigiiriilerek besiyerine % 7 oraminda defibrine at kam ilave edildi ve petri kutularna
dokiildii. Hazirlanan besiyerleri 37 °C’de 24 saat bekletilerek sterilite kontrolii yapildi (Tee
ve ark 1991, Xia ve ark 1994, Eaton ve ark 1996, Happonen 1996, Stevenson ve ark 2000).
Bakteri izolasyonu amaciyla 3 farkl besiyeri H. pylori Selektif Supplement (Vankomisin 5
mg, Trimethoprim laktat 2.5 mg, Cefsulodin 2.5 mg, Amphotericin B 2.5 mg) ve % 7
defibrine at kam igeren BHIA (Happonen ve ark 1998, Dore ve ark1999, Jalava 1999),
Colombia Agar Base (Xia ve ark 1994, Hulst ve ark 1996, Bulut ve ark 2001) ve kanl agar
kullaruld: (Kjoller ve ark 1991, Hulst ve ark 1996). Bu besiyerleri tizerinde yazdig sekilde
hazirland1 ve sicakh@i 45 °C’ye diigiiriildiikten sonra besiyerlerinin tiimiine defibrine at
kam ve suplement ilave edildi. Besiyerleri taze olarak veya + 4 °C’de saklanarak, 2 hafta

iginde kullanildi.

3.2. 5. Gastrik Helicobacter Tiirlerinin Izolasyonu

Endoskopla veya nekropsi ile alinan 6rnekler BHIB’lu tiiplere konularak hemen
laboratuvara getirildi veya direk besiyerlerine ekildi (Happonen ve ark 1998, Jalava 1999).
Mide 6mekleri taze hazirlanmis % 7 defibrine at kanh skirrow supplementli ii¢ farkh
besiyerine ekilerek, anaerobik (Anaerobik Gas Generating Kit, Oxoid BR 38) ve
mikroaerofilik (Campygen, Oxoid CN 025) ortamlarda Kkatalizatér bulunmayan jar
icerisinde 37 °C’ de 8-12 giin inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonunda besiyerlerinde
tireyen mikroorganizrrialann koloni morfolojileri Helikobakterler yoniinden incelendi.
Siipheli koloniler gram boyama yontemi ile boyandi. Gram negatif spiral bakterilerin
g6zlendigi kolonilerden suplementli ve at kanli BHIA’a pasaj yapilarak 37 °C’ de 6-10 giin
inkiibe edildi. Ureyen mikroorganizmalarin biyokimyasal testleri (oksidaz, katalaz ve
{ireaz) yapild1 (Happonen ve ark 1998, Jalava ve ark 1999, Bulut ve ark 2001).

3. 2. 6. Biyokimyasal Testler

3. 2. 6. a. Oksidaz Testi

Bu testte Bactident Oksidaz (Oxoid, BR 64A) stripleri kullamildi. BHIA’ da iireyen
ve pasaji yapilan gram negatif bakterilerden birka¢ koloni alinarak Bactident oksidaz
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seritlerine siiriildii. 30-60 sn sonra meydana gelen mor renk “pozitif”’, rengin degismemesi

“negatif”’ olarak degerlendirildi (Bese 1974, Arda 1985, Koneman ve ark 1992).

3. 2. 6. b. Katalaz Testi
Lam tizerine bir damla % 0.3’lik H;O;’den konuldu. Bunun {izerine kat1

besiyerinden alinan koloni siiriildii. Hava kabarciklarimin goriilmesi “pozitif’ olarak -
degerlendirildi (Bese 1974, Arda 1985, Koneman ve ark 1992).

3.2. 6. c. Ureaz Testi

Ureaz testi i¢in kat1 besiyerinde tireyen siipheli kolonilerden % 10 tire ve % 0.001
fenol red igeren iireli buyyona ekim yapildi. 15-30 dak igerisinde saridan pembeye renk
degisikligi “pozitif’, rengin defismemesi ‘“negatif’ olarak degerlendirildi (Bese 1974,
Koneman ve ark 1992, Jalava 1999).

3. 2. 6. d. Direk Ureaz Testi

Midede olusan iireaz varligim géstermek amaciyla yapildi. Ureli buyyon 100 ml
distile su iginde 10 gr iire eritilerek hazirlandi. Igerisine % 0,01 olacak sekilde fenol
kirmizis1 ilave edildi. Hazirlanan tireli buyyon 0.45 pum milipor filtreden gegirilerek
sterilize edildi. Daha sonra 1.5 ml olacak sekilde kiiglik tiiplere dagitild1 ve kullanilincaya
kadar +4 °C’ de muhafaza edildi. Alinan biyopsi 6rnekleri bu iireli buyyon i¢ine konularak,
15-30 dakika igerisinde oda 1sisinda saridan pembeye renk degisikligi “pozitif’, rengin
degismemesi “negatif” olarak degerlendirildi (Happonen 1999, Jalava 1999, Erdeger ve ark
2001).

3. 2. 7. Hiperimmun Serum Eldesi Icin Antijen Hazirlanmas

H. pylori ATCC 11637 susu antijen kaynag olarak kullanildi. Bakteri % 7 defibrine
at kanli ve Skirrow supplementli kanh agar’a ekilip 37 °C’de 4 giin inkiibe edildi. Ureyen
koloniler fosfat buffer soliisyonu (PBS) igeren tiiplere toplanarak santrifiij edildi, toplanan
bakteriler 3 kez PBS ile yikandi. Igerisine % 0.3 olacak gekilde formol ilave edildi. Bakteri
yogunlugu McFarland No:7’ye gore ayarlandi. Kullanilincaya kadar buzdolabinda + 4 °C’
de muhafaza edildi (Poxton ve Blackwell 1986).
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3. 2. 8. Hiperimmun serum Hazirlanmasi

Yeni Zelanda tavsanlarinin kanlari alinip serumlan ¢ikarildi ve H. pylori’ye karsi
antikor olup olmadifi lam agliitinasyon testi (LAT) ve mikro serum agliitinasyon testi
(mSAT) ile kontrol edildi. Hazirlanan antijenler, tavsanlara kulak venasindan damar igi
yolla 5’er giin aralikla 0.5 ml, 1 ml, 1.5 ml, 2 ml, 4 ml ve 5 m! dozlarinda 6 hafta siireyle
verildi. Son enjeksiyondan 10 giin sonra kanlan alinarak serumlan ¢ikartildi. -

Antikor olusumu lam agliitinasyon testi ile negatif (-), +, ++ ve +++ olarak
degerlendirildi. Daha sonra pozitif serumlar 1/10, 1/20, 1/40......1/5120, 1/10240 olacak
sekilde iki kath sulandirmalar yapild: ve antikor titreleri 6lgiildii (Drasser 1986).

3. 2. 9. Dot Inmunobinding Assay Test Antijeninin Hazirlanmasi

H. pylori ATCC 11637 susu % 7 defibrine at kanl ve selektif supplementli BHIA’da
4 giin inkiibe edilerek tiretildi. Ureyen koloniler PBS iginde toplanarak santrifiij edildi ve 3
kez PBS’le yikanarak antijen konsantrasyonu 1x10’ (TP degeri 0.37 g/ml) olacak sekilde
ayarlandi. Bakteri siispansiyonuna % 0.3 olacak sekilde formol ilave edildi ve 2500 rpm’de
45 dak santrifiij edildi. Bu iist siv1 antijen olarak kullanildi(Erganis ve ark 2002).

3. 2. 10. Dot-immunobinding Assay Testi (DIA) *nin Yapihgi:

Serum &rekleri test edilmeden 6nce antijen, antiserum ve konjugatin (rabbit anti-dog
IgG) optimal sulandirmalannin standartizasyonu yapildi. Tavsanlarda hazirlanan
antiserumun DIA ile en yiiksek diliisyonu 1/12800 olarak belirlendi.

Kat1 faz olarak 0.22 pm pora sahip NCM (0.75 x 0.75) kullamldi. NCM’ler distile
su ile yikand1 ve oda sicakliginda kurutuldu. PBS ile 1/6400 oraninda sulandirilan antijen
NCM’nin ortasmna 1pl damlatild: ve oda 1sisinda kurutuldu. Nonspesifik baglanmalar % 5
siit tozu ilave edilmis, PBS -T (% 0.005 Tween 20 igeren phosphate buffer solution) ile oda
1sisinda 1 saat tutularak engellenmeye ¢alisildl. Daha sonra 3 kez PBS-T ile yikandi. Oda
1sisinda kurutulduktan sonra tizerine PBS-T ile 1/100 oraminda sulandirilmig test serumlan
1ul olacak sekilde damlatildi. Her test igin pozitif ve negatif kontroller kullanildi. 37°C’ de
30 dak inkiibe edildikten sonra NCM’ ler 5 kez PBS-T (her yikamada 10 dak) ile yikandi.
NCM oda 1sisinda kurutuldu (Erganis ve ark 2002). PBS-T ile 1/6000 oraninda sulandirilan
Konjugat (Alkalen fosfataz, anti-dog IgG, Sigma, A-6042) ilave edilerek 37 °C’de 30 dak
inkiibe edildi. PBS-T ile 5 kez yikand:. Daha sonra iizerine taze hazirlanmis substrat olarak
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BCIP/NBT ilave edildi. Oda 1sisinda karanlik yerde 20 dak bekletilen substrat ilave edilmis
NCM’lerde renk degisimi g6zlendi. Membranlar stop soliisyonu ile yikanarak reaksiyon
durduruldu. Mavi-mor renk gelismesi “pozitif” olarak degerlendirildi (Folitse ve ark 1998).

3. 2. 11. Polimeraz Zincir Reaksiyonu(PZR)

3.2, 11. 1. DNA Ekstraksiyonu

Dondurulmus veya taze biyopsi omekleri yeni ependorf tiiplerine alindi. Ornekler
tizerine 200p1 lizis buffer konuldu. 56 °C’ de 3 saat bekletildi. Daha sonra {izerine 200 pl
fenol:kloroform:isoamilalkol (PCI) (25:24:1) (Sigma, P-3803) ilave edildi. 14000 rpm’de
10 dak 4 °C’ de santriflij edildi. Bu islem iki kez tekrar edildi. Ust kistm bagka bir tiipe
alindi. 1:10 hacimde 3 M sodyum asetat ve 2,5 kat1 etanol ilave edildi. Tiipler —80 °C’ de
en az bir saat bekletildi. 14000 rpm’de 20 dak 4 °C’ de santrifiij edilerek iist kisim atildi.
Uzerine 500 pl % 70°lik soguk etanol ilave edildi ve tekrar 14000 rpm’ de 15 dak 4 °C’ de
santrifiij edildi. Tekrar {ist kisim atildi. Dipteki DNA peleti iyice kuruyana kadar 37 °C’de
bekletildi. DNA peleti {izerine 50 pl ultra saf su ilave edildi. DNA extraksiyonlar1 PZR
yapilana kadar -20 °C’de muhafaza edildi (Valentine ve ark 1991, Bulut ve ark 2001).

3.2.11. 2. DNA Amplifikasyonu

Amplifikasyon her bir oligoniikleotid primerinden (CAM-2 ve CAM-4) 0.5 uM
igeren 40 ul PZR kangiminda uygulandi. 10 X tepkime tamponundan (10 mM Tris-HCI
(pH:9.0), 50 mM KCl, 2,5 mM MgCl,, % 0.1 Triton X-100) 5 pl, her bir primerden (0.5
uM) 1ul, 28.7 ul steril distile su, 0.3 pl Taq DNA Polimeraz (5U/ pl), 250 uM olan dNTP
karisimi ve 10 pl kalip DNA kullamlarak PZR’a uygulandi. Bu karigimin {izerine 2 damla
mineral yag birakilarak 1s1 dongii cihazinda, her doéngiisii 95 °C’de 1 dakika, 42 °C’de 30
saniye ve 72 °C’de 1 dakikalik adimlardan olusan 40 dongiiliik bir tepkimede gogaltild.
Daha sonra PZR iiriinleri 0.5pg/ml etidyum bromid ve % 2’lik agaroz igeren jel ortaminda
elektroforez edildi. Marker olarak 100 bp’lik marker kullamldi. 203 bp biyiikliiglindeki
bantlar pozitif olarak degerlendirildi. Pozitif kontrol olarak H. pylori ilave edilmis mide
dokusunun ekstraksiyonu (doku-+bakteri) veya sadece saf bakteri ekstraksiyonu kullamldi.
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4. BULGULAR

4. 1. Klinik Bulgular

Endoskopi uygulanan kedi ve kdpeklerin tiimii klinik olarak saglikliydi. Endoskopik
muayenede kopeklerden 2’sinde mide mukozasinda iilser lezyonlarina ve 1’ inde poliplere

rastlamildi. Otopsi yapilan képeklerin midesinde patolojik herhangi bir lezyon gériilmedi.

4. 2. Bakteriyolojik Bulgular

50 kopek ve 2 kedi midesinden alinan mukoza 6meklerinden yapilan ekimler
sonunda Helicobacter cinsine ait bakteri izole edilemedi. Ancak mide érneklerinin 3’iinde
mantar, 4’linde mantar+Proteus spp., 6’sinda sadece Proteus spp, 2’sinde Staphylococcus
spp+ gram pozitif basil, 1’inde mantar+E. coli, 1’inde Staph. spp.+ gram pozitif basil,
2’sinde sadece gram pozitif basil, 1’inde mantar+ gram pozitif basil iiretildi. Proteus spp.
ve mantar besiyeri yiizeyini kapladig: i¢in olusan koloniler izole edilemedi. K6peklerin
6’sinin degisik bolgelerinden gram pozitif bakteriler tiredi ancak bunlarin identifikasyonu
yapilmadi (Tablo 4.1). Yirmialt1 képek midesinden yapilan ekimde ise herhangi bir {ireme
tesbit edilmedi. Kedilerden yapilan ekimlerde de lireme olmadi.

Tablo 4. 1. Kopeklere ait mide drneklerinden izole edilen bakteriler

Mikroorganizma izole edilen hayvan sayisi
Proteus spp. 10

Staph. spp. 3

E. coli 1

»Gram pozitif basil 6

»»Mantar . 9

Toplam . 29

* Gram pozitif basiller identifiye edilmedi
»* Kontaminasyon oldugu diisiiniilen mantarlarin identifikasyonu yapilmadi.

4, 2. a. Direk Mikroskobik Muayene

Képeklere ait 50 mideden hazirlanan ve gram boyama yapilan 148 siirme preparattan
145’inde kisa ve uzun gevsek ve sik spiral mikroorganizmalar gézlendi. Bir kdpege ait
mide mukozasindan boyamada herhangi bir bakteri goriilmedi. Kopeklerin 3’iinde 10-12
kiviimlt uzun spiraller gozlenirken (Resim 3), digerlerinde gevsek ve sik kisa spiraller
yaygin olarak gézlendi (Resim 4, 5). Midenin antrum bdlgesinde bakteriler daha yogun (20-
25 bakteri/ mikroskop alam), cardia bdlgesinde ise daha az yogunlukta (2-3 bakteri/mikroskop alam)
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gézlendi. Kedilere ait mide mukoza 6rneklerinin mikroskobik incelemesinde spiral gram

negatif mikroorganizmalar tiim 6meklerde gézlendi .

Tablo 4. 2. Kedi ve Kopeklerde Midenin Degisik Bolgelerine Gére Mikroskobik

inceleme (Gram boyama) ve Direk Ureaz Test Sonuglan

Mide Bolgesi Materyal sayist *Mikroskobik inceleme  *Direk lireaz Testi

Kopek  Kedi (GramK%‘;ﬁma) Kedi (%) Kopek (%) Kedi

Pozitif Negatif Pozitif Negatif

Antrum 50 2 49 1 2 0 24( % 48) 2(%100)
Corpus 49 2 48 1 2 0 17( % 35) 2(%100)
Cardia 49 2 48 1 2 0 12( % 24) 2(%100)
Toplam 148 6 145 1 6 0 53(% 395) 6(%100)

* Gram boyama ile spiral mikroorganizmalarin gézlendigi mide mukozas: drnek sayisi
s Ureli buyyonda 30 dak. iginde renk degisiminin tesbit edildigi 6rek sayisi

4. 2. b. Direk Ureaz Testi

Midenin antrum, corpus ve cardia bélgelerinden alinan biyopsi materyallerine direk
iireaz testi uygulandi (Resim 6). Képeklerin tlimiiniin antrumundan biyopsi materyali
alinirken, 1’inin corpus ve cardiasindan biyopsi 6rnegi alinamadi. Elli képegin antrum
biyopsilerinin 24 (% 48)’ii, 49 kopege ait corpus biyopsilerinin 17 (% 35) ve cardia
biyopsilerinin 12 (% 24)’si direk iireaz testi ile pozitif bulundu. Kedilere ait biyopsi
materyallerinin tiimiinde direk tireaz testi ile pozitiflik saptand1 (Tablo 4. 2).

4. 3. Seroloji

Kan serumlan test yapilmadan Once antijen, antiserum ve konjugatin
standardizasyonu yapildi. En yiiksek antijen titresi 1/6400 ve en diigiik antikor titresinin
1/100 oldugu belirlendi. Konjugat sulandirmas1 1/6000 olarak tesbit édildi.

Bu sonuglara gore test antijeni 1/6400 ve képek kan serumlari 1/100 ve konjugat
sulandirmast 1/6000 sulandinlarak test edildi. Mor renk degisimi pozitif olarak kabul
edildi. Test serumlarinin tiimii dot-ELISA testi ile pozitif bulundu. Her test igin pozitif ve
negatif kontroller birakildi. Pozitif kontrollerde renk degisimi meydana gelirken, negatif
kontrollerde renk degisikligi meydana gelmedi (Resim 7).
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4. 4. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

Caligmada 2 kedi ve 50 képegin mide mukozasindan (antrum, corpus, cardia) alinan
154 biyopsi materyalinin kiiltiiriinde iireme tespit edilmezken, CAM-2 ve CAM-4
primerleri ile yapilan PZR’inda koépeklere ait biyopsi materyallerinin yalmzca 1’inin
corpusunda (4 no’lu képek) H. pylori yoniinden pozitiflik bulundu (Tablo 4. 3, Resim 8).
Smear veren 6rnekler % oraninda sulandirilarak tekrar PZR’ a tabi tutuldu, bunlarin daha
sonra da negatif verdigi gézlendi. Pozitif kontrol olarak kullamlan bakteri+doku ve bakteri
ekstraksiyonlarimin PZR {irtinleri 203 bp’lik bant olusturdu ve olusan bant biiyiikliikleri
6meklerle karsilagtirildi (Resim 9).

Tablo 4. 3. Kedi ve Kopeklerde mide materyallerinin alindig: bolgeye gore PZR
sonuclar

Incelenen mide bélgesi Incelenen 6rnek sayisi *PZR
Antrum 52 -
Corpus 51 1
Cardia 51 -
Toplam T 154 1

*Mide mukozasindan PZR ile H. pylori’nin teshis edildigi 6rnek sayist

Képeklerden elde edilen biitiin test sonuglar1 Tablo 4. 4.’de verilmistir.

Tablo 4. 4. Kopeklerde Helikobakterlerin Kiiltiir, Direk Ureaz testi,
Mikroskobik muayene, Dot-ELISA ve PZR sonuclari.

Materyal sayisi Pozitif (%) Negatif (%)
Kiiltiir : 148 - 148
Direk iireaz test 148 53 (% 36) 95 (% 64)
Mikroskobik 148 145 (% 98) 3(%2)
muayene
PZR 148 1 (% 0.68) 147( % 99.32)
DIA 39 39 (% 100) -

Ké&peklerden alinan 148 mide mukoza meginin higbirinden Helicobacter tiiriine ait
bakteri izole edilemezken, direk iireaz testi ile &rneklerin 53’iinde (% 36) pozitiflik,
95’inde (% 64) negatiflik tesbit edildi. Ornekler mikroskobik olarak incelendiginde %

98’inde gram negatif spiral mikroorganizmalar gézlenirken, % 2’sinde gériilmedi.

Tiim kopeklerden 5 farkli teshis yontemi ile elde edilen sonuglar Tablo 4. 5.°de

sunuldu.
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Tablo 4. 5. Képeklerde bes farkh teshis yonteminin birlikte kargilagtiriimasi

Kdpek | Kiiltiir Direk Ureaz Testi Mikroskopi | Seroloji PZR
No antrum | corpus | cardia
1 Mantar - - - + T N
2 Mantar - - - T T N
3 Mantar+ Proteus spp - - - + + -
4 Mantar +Proteus spp + - - + + +(corpus)
5 Proteus spp - - + T T R
6 Mantar+ Proteus spp - - - ¥ .
7 Mantar+ Proteus spp + - + + N
8 Proteus spp + T T .
9 Staphylococcus spp + Gram - + + + -
pozitif basil
10 Proteus spp + + + T + -
11 mantar+E.coli + + + + + -
12 Staphylococcus spp + Gram - - - + + R
pozitif basil
13 Staph spp+ gr pozitif basil - - - + + -
14 Proteus spp - - + T T -
15 Gram pozitif basil - - - + + -
16 Proteus spp + - - + + -
17 mantar +Gram pogzitif basil - = 3 + T N
18 Ureme yok + z - + T -
19 Mantar - - - + + ~
20 Proteus spp - - - + T -
21 Ureme yok + - - T T .
22 Ureme yok + + 4 - T -
23 Ureme yok - - - T T .
24 Ureme yok 4 - - T T -
25 Ureme yok r 2 N ¥ ; -
26 Ureme yok ¥ - - " T -
27 Gram pozitif basil o = - + + N
28 Ureme yok - - - ¥ + -
29 Ureme yok - - - ¥ ;
30 Ureme yok + R N ¥ T N
31 Ureme yok - ¥ - ¥ > -
32 Ureme yok - N - ¥ T .
33 Ureme yok ¥ ¥ T T n -
34 Ureme yok - I - ¥ + .
35 Ureme yok + + - + T ~
36 Ureme yok + + - ¥ ¥ .
37 Ureme yok - - - T T -
38 Ureme yok + + + + T N
39 Ureme yok + + + ¥ ¥ -
40 Ureme yok - . - T I R
41 Ureme yok + - + ¥ + -
42 Ureme yok + + ¥ + + R
43 Ureme yok + - - s T B
44 Ureme yok + - - + T N
45 Ureme yok + + - T T R
46 Ureme yok - - - T T .
47 Ureme yok + + - + + N
48 Ureme yok - - + n T ,
49 Ureme yok + - + T N
50 Ureme yok + - - ¥ T .
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Kedilerden alinan 6 mide mukoza 6rneginden bakteri izolasyonu yapilamazken
mikroskopi ve direk iireaz testi ile Grneklerin tiimiinde pozitiflik saptandi. Kedi mide

mukoza 6meklerinin PZR’1n da ise H. pylori tespit edilemedi.
Caligmada 50 k6pegin mide mukozalarindan alinan biyopsi 6rmekleri ve 39 kopekten

alinan kan serumlan bakteriyolojik (kiiltiir, direk lireaz ve mikroskopi), serolojik ve PZR
kargilastirmas: Tablo 4. 5° de sunuldu.
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5. TARTISMA ve SONUC

Helikobakterler gram negatif, spiral ve mikroaerofilik mikroorganizmalardir.
Helicobacter cinsinin gastrik spiral bakterisi olarak tanimlanan H. pylori, insanlarda peptik
iilser, kronik gastritis ve mide kanserinin gelismesinde 6nemli bir rol oynamaktadir (Dunn
1993, El-Zaatari ve ark 1997, Strauss-Ayali ve Simpson 1999). Insanlarda H. pylori
enfeksiyonu diinyadaki en yaygin bakteriyel enfeksiyonlardan biridir (Rocha ve ark 2000).
Helicobacter tiirleri insanlar, primatlar, kedi, képek, ferret, ¢ita ve domuzlarin mide
mukozalarindan izole edilmistirr Tedavisi olmasina ragmen diinyadaki insan
popiilasyonunun yarisimin H. pylori ile enfekte oldugu tahmin edilmektedir (Jenkins ve
Basset 1997).

Ulkemizde hayvanlarda Helicobacter tlirleri ile ilgili birkag ¢aligma bulunmaktadir
(Haziroglu ve ark 1995, Yildinm 1996, Diker ve ark 2001). Diker ve ark (2001) k&pek
midelerinde helikobakterlerin varligini ortaya koymak icin yaptiklar ¢aliymada 122 kdpek
midesini kiiltiir, mikroskopi (kazinti sitoloji) lireaz testi ve histolojik muayene ile
incelemigler, 103 kdpekte boyali preparatta spiral mikroorganizmalan belirlemislerdir.
Midelerin 6’sindan izole edilen spiral mikroorganizmalan H. felis olarak identifiye
etmislerdir. Yildinm (1996) 75 képek midesinden 2 Helicobacter susu.izole etmis ve
bunlar1 H. felis olarak identifiye etmistir. K6pek midelerinde direk mikroskopi ve direk
lircaz tam yontemleriyle de gastrik Helicobacter tiirlerinin teshisi yapilmig olup, 75
kopegin 46’(% 62) sinda sik kivrimli spiral bakterileri tespit etmislerdir. Direk {ireaz testi
~ ile de destekleyici sonuglar (% 62) elde etmislerdir. Helikobakterlerin boyal: preparatlarda
tipik gekillerinin goriilmesi, direk mikroskopi ile teghisin spesifite ve sensitivitesini % 100
yapmaktadir. Yapilan ¢aliymada direk bakteriyoskopi ile gastrik spiral mikroorganizmalar
yoniinden pozitiflik oramnin yiiksek olmasi (% 98), o6nceki ¢aligmalarla uygun
bulunmugtur (Hermanns ve ark 1995, Hanninen ve ark 1998, Cattoli ve ark 1999). Direk
mikroskopi ve direk iireaz testi ile teshis insanlarda rutin olarak kullanilmakta ve midede
tireaz varh@1 H. pylori enfeksiyonlarinin 6nemli bir gostergesi olarak kabul edilmektedir
(Dolar ve ark 1992, Bulut ve ark 2002). Kedi ve képeklerde mideye iki veya ikiden fazla
Helicobacter tiirii kolonize olmasi nedeniyle direk bakteriyoskopide goriilen bakterileri
gastrik Helicobacter benzeri mikroorganizmalar olarak isimlendirmek ve tlir aynminda
kullanmamak daha dogru olacaktir.
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Bu ¢alismada 50 kopek ve 2 kediye ait 154 mide biyopsi 6rneginden yapilan
ekimlerde H. pylori veya Helicobacter benzeri mikroorganizmalar izole edilemedi.
Kopeklerde yapilan diger ¢alismalarda mideden H. pylori izolasyonu bildirilmemekle
birlikte (Happonen ve ark 1996b, Jalava ve ark 1997, Jalava ve ark 1999, Buczolits ve ark
2003), kedilerde izolasyon bildirilmistir (Perkins ve ark 1996, Handt ve ark 1994).
Kopeklerde H. pylori izolasyonunun yapilamama sebebi; kopek midesinin H. pylori igin
uygun olmamasi, bu nedenle de H. pylori’nin spiral formdan kiiltiire edilemeyen ancak
canli olan kokoid forma gegmesine bagh olabilir (Buczolits ve ark 2003). Ayrica insan ve
képeklerde mide ortamlarimin farkli olmasi nedeniyle képeklerde H. pylori var ise, mevcut
H. pylori’yi tiretmek igin gerekli ortamin (besiyeri, suplement, pH vs) saglanamamasi ile
aciklanabilir. Yapilan ¢alismada, H. pylori disindaki diger gastrik Helicobacter tiirlerinin
izole edilmeme nedeni ise ¢aliymada kullamlan kedi ve kdpeklerin saglikli olmasi veya
kiiltiire edilemeyen gastrik Helicobacter tlirlerinin ¢oklugu ile agiklanabilir. H.
heilmannii’nin kiiltiire edilen ve edilemeyen iki formu bildirilmis olup, bir¢ok arastirmaci
tarafindan direk mikroskopide goriilen ancak izole edilemeyen spiral mikroorganizmalar
H. heilmannii veya Gastrospirillum ssp olarak isimlendirilmigtir (Cattoli ve ark 1999,
Diker ve ark 2002). Bu ¢aligmada, alinan 6mekler {i¢ farkli besiyerine ekilerek anaerobik
ve mikroaerofilik ortamlarda inkiibe edilmis, izolasyon bakimindan besiyerleri ya da kitler
arasinda iireme yoniinden fark gézlenmedi. Bu galigma ile gastrik Helicobacter tiirlerinin
kiiltiirtiniin kedi ve kdpeklerde zor ve genellikle basarisizlikla sonuglanabilecegi ortaya

konuldu.

Yapilan ¢aligmada otopsi ile alinan 6meklerden yapilan ekimlerde rastlanan Proteus

ssp/mantar izolasyonu kontaminasyon olarak agiklanabilir.

Kedi ve képeklerde gastrik helikobakterlerin mikroskobik inceleme ile prevalansinin
yiiksek oldugu belirlenmigtir. Helikobakterler képeklerin midesinde yaygin bir gekilde
kolonize olmaktadir. Bu bulgu benzer aragtirmalarda (Hermanns ve ark 1995, Hanninen ve
ark 1998, Cattoli ve ark (1999) da ortaktir. Pet képekleri ve laboratuvar k&peklerinin % 67-
% 100’tinde Helicobacter tiirleri identifiye edilmigtir. (Geyer ve ark 1993, Hermanns ve
ark 1995, Hanninen ve ark 1998, Yamasaki ve ark 1998). Klinik olarak saglikli kdpeklerde
gastrik spiral bakterilerin prevalanst, saglikli olmayanlardan daha yiiksek bulunmugtur
(Yamasaki ve ark 1998). Klinik olarak saglikli insanlarda da H. pylori tammlanmistir
(Geyer ve ark 1993).
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Bu ¢alismada kdpek mide mukozalan bakteriyoskopi ile incelendiginde, antrumda
corpus ve cardia’ ya gore bakteri yogunlugunun fazla oldugu belirlenirken, diger
caligmalarda (Jalava ve ark 1998, Cattoli ve ark 1999, Jalava 1999) fundus ve corpus’da,
antruma gore daha yogun bakteri kolonizasyonu bildirilmistir. Insanlarda H. pylori
antruma daha sik yerlesmektedir (Ekinci ve ark 1992, Erdeger ve ark 2001). Bu ¢alismada
da kopek midesinde helikobakterlerin kolonizasyon yogunlufu insanlara benzer

bulunmustur.

Calismada 50 kopek ve 2 kediden alinan 154 mide biyopsi 6rmeginden yapilan direk
lireaz testinde kedilerin tiimiinde pozitiflik saptanirken, kdpeklerin antrum, body ve cardia
bélgelerinden sirasiyla 24 (% 48), 17 (% 35), 12 (% 24) pozitiflik tesbit edilmistir.
Kopeklerde direk iireaz testi ile bulunan sonuglar, difer ¢aligmalarla karsilagtirildiginda
¢ok diisiik bulunmugtur. Nitekim, Happonen ve ark (1996) kedi ve kdpeklerde yaptiklan
¢alismada direk mikroskopi ile 10 képegin 10’unda (% 100) ve 10 kedinin 6’sinda (% 60)
gastrik Helicobacter tlirlerinin varliini belirlemigler, direk iireaz testi ile de tiim
ormeklerde (corpus érneklerinin % 100, fundus 6rneklerinin % 95 ve antrum 6rneklerinin
% 62’ sinde) pozitiflik tespit etmislerdir. Happonen ve ark (1998) 25 saglikh ve 21
gastritisli kopekte yaptiklan ¢alismada mide &rneklerinin tiimiinde direk mikroskopi ve
direk iireaz testi ile pozitiflik saptamig ancak antrumda, corpus ve fundusa gére daha az
bakteri yogunlugu tespit etmislerdir. Diker ve ark (2002) 122 kdpekte yaptiklan galigmada
direk {ireaz testi ile tiim 6rneklerde pozitiflik tespit ederken, 103 6rnekte gram negatif,
spiral mikroorganizmalarin varhgim belirlemiglerdir. Bunun sebebi; biyopsi drneklerinin
tireli buyyona atildiktan 30 dakika sonra sonucun okunmasma bagli olabilir. Nitekim
gastrik Helicobacter tiirleri kuvvetli lireaz enzimi nedeniyle 15-30 dakika iginde tireyi
pargalamaktadir. Negatif olarak degerlendirilen tiipler siire uzadik¢a pozitif reaksiyon
vermektedir. Difer c¢aligmalarda ise test sliresinin 60 dakika hatta 24 saat sonra
degerlendirildigi bildirilmigtir. Képeklerin saglikh olmasina bagh olarak bakteri sayisinin

az olmasl, lireazin geg sekillenmesine neden olabilir.

Ulkemizde pet hayvanlara endoskopi nadiren uygulanmaktadir. Bu ¢aligmada
kopeklerden omnekleme endoskop ile yapilmis olup, uygulamas:i oldukga kolay
bulunmustur. Endoskop midede genis bir alamin taranmasim saglamakta ve Srnekleme
yapilirken hayvanlara herhangi bir zarar verilmemektedir (Lee ve ark 1992, Eaton ve ark
1993, Jenkins ve Basset 1997).



Bu ¢aligmada DIA testi ile 39 kopek kan serumunda H. pylori’ye karsi olugmus
antikor titreleri tespit edilmeye ¢alisildi. Serum 6meklerinin tiimii DIA testi ile pozitif (%
100) bulundu. Képeklerde H. pylori’ye karsi olusan IgG’lerin tespiti, midede 5 farkhi
gastrik Helicobacter tiirtiniin (H. felis, H. bilis, H. bizzozeroni, H. salomonis, H.heilmanii)
bulunmasi ve birden fazla tiiriin birlikte enfeksiyon meydana getirmesi nedeniyle serolojik
testlerin kullaniminda insanlardaki gibi dogru sonu¢ alinmasim engellemekte ve yalniz bir
tlir i¢in serolojik testlerin degerlendirilmesini zorlagtirmaktadir. H. pylori‘de bulunan iireaz
ve flagellar antijenlerin diger Helicobacter tlirleri ve bakterilerde bulunmasi sadece H.
pylori’ye spesifik antijen hazirlanmasim engellemektedir (Strauss-Ayali ve ark 1999). DIA

testi ile pozitifligin % 100 olmasi bu sebeplere ve ¢apraz reaksiyonlara baglanmstir.

Strauss-Ayali ve ark (1999) saglikli ve enfekte kopeklerde ELISA ile H. pylori nin
Ured, UreB ve HSP antijenlerine karsi IgG varlifim teshis etmek amaciyla yaptiklan
calismada, kopeklerdeki ELISA bulgulan insanlardakine benzer bulunurken, sensitivite
diisitk bulunmustur. Saglikl kopeklerin aymt zamanda UreB’ye karsi olusmug antikorlara
sahip oldugu tespit edilmis, bunun midede bulunan diger tireaz iireten bakterilere (Proteus
mirabilis, Pseudomonas aeroginosa vs) kars1 olusan immun cevaptan kaynaklanabilecegi
bildirilmigtir. Bazi1 kopeklerde de H. pylori enfeksiyonlarina karsi immun cevap
olusmamakta bu da serolojik testlerin degerlendirilmesini zorlagtirmaktadir. Seidel ve ark
(1999) 49 kedi ve 61 kdpek serumunda H. felis’i teshis etmek igin yaptiklan g¢alismada,
kdpeklerin 26’sinda (% 43) kedilerin 19’unda (% 39) serum pozitif bulmug, ELISA’mn
teshiste kolayca kullamlabilecegini, ancak Helicobacter tiirleri arasinda serolojik olarak
kros reaksiyon bulundufunu bu nedenle tek bir tiire karsi serolojik cevabin karmagik
oldugunu bildirmiglerdir. Dore ve ark (2001) 6 goban kopeginde H. pylori’nin varlifim
ELISA ile tesbit etmek igin yaptiklar1 ¢aligmada, k6peklerin tliimiinde pozitiflik tesbit
etmislerdir. Insan, kedi ve képekte teshiste serolojik testleri tek basina kullanmann uygun
olmadifi bildirilmistir (Strauss-Ayali ve ark 1999). Insan ELISA kiti ile tek bir
Helicobacter tiiriinti kedi ve k6peklerde teshiste kullanmak gapraz reaksiyonlar nedeniyle
uygun olmayabilir. Helicobacter tiirleri arasinda ve bazi bakterilerle homolog antijene
sahip olmalani nedeniyle serolojik testlerle tek bir bakterinin teshisi yapilmamali, diger
tekniklerle teshis yoluna da gidilmelidir. Bu galigmada H. pylori *den hazirlanan antijenle
diger helikobakterlere veya ortak fagella ve iireaz antijenleri bulunduran bakterilere karst
olusan homolog antikorlarda tespit edilmis olabilir. Bu nedenle test sonuglarnin diger
serolojik testlerle birlikte degerlendirilmesi geregi ortaya gikmaktadir. Dot-ELISA’da test
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edilen serum O&meklerinin ticari ELISA test kitleri ile de dogrulanmasi gerektigi

diistiniilmektedir.

Molekiiler ¢aligmalar son yillarda yaygin olarak kullanilmaya baglanmig olup,
biyopsi 6mneklerinden H. pylori’nin hizli bir sekilde teshisi ve Kkiiltiir ile izole edilen
helikobakterlerin tiplendirilmesi amaciyla bagvurulmaktadir. Klinik drneklerden H. pylori-
saptanmasi i¢in ¢esitli genlere (cagd, HspR; iceA, iireC(gimM), tireazA vs) ybnelik PZR
metotlan gelistirilmistir (Lu ve ark 1999, Ito ve ark 2000, Sozzi ve ark 2001, Altuntag-
Doénmez ve Giliven 2002, Delany ve ark 2002, Saltik ve ark 2003). PZR yonteminin
bakterinin canlilifina gerek olmamasi, gok az sayidaki bakteriyi teshis etmesi gibi
avantajlan bulunmaktadir (Bulut ve ark 2001).

Bu ¢aligmada 154 mide mukoza 6rneginin kiiltiiriinde H. pylori ve Helicobacter
tiirlerinin izolasyonu yapilamazken, CAM-2 (5’-TAA CAA ACC GAT AAT GGC GC-3%)
ve CAM-4 (5’-CAT CTT GTT AGA GGG ATT GG-3’) primerlerinin kullamldig1 PZR ile
1 pozitiflik saptanmis olup, kdpeklerde H. pylori’'nin bulunabilecegini g&stermektedir.
Nitekim Buczolits ve ark (2003) ilk defa kdpeklerde Helicobacter spesifik H276f/H676r
primerlerini kullanarak PZR ile H. pylori’nin varhifim gostermis ancak izolasyon

bildirmemiglerdir.

“Helicobacter tiir spesifik’ ve “Helicobacter cins spesifik primerler” kullamlarak
mide biyopsi drnekleri ve mide sivisina PZR uygulanmasi oldukg¢a spesifik ve sensitivdir
(Eaton ve ark 1996, Perkins ve ark 1996, Neiger ve ark 1998, Strauss-Ayali ve ark 1999).
Primerler 16 S rRNA, ireaz ve adhezin genlerinden elde edilebilir.Insan orjinli
Helicobacter tiirlerini (H. pylori, H. felis, H. bizzozeroni, H salomonis, H. canis vs)
birbirinden ayirt etmede ve yeni gastrik helikobakterlerin belirlenmesinde PZR’nin
spesifite ve sensitivitesi oldukea yiiksek bulunmugtur (Cattoli ve ark1999).

Yoshida ve ark (1998) 114 hastamin mide sivis1 Srneklerini alarak kiilttir, mikroskopi,
hizl {ireaz testi ve PZR ile karsilagtirmiglar, kiiltiir, mikroskopi, hizli iireaz testi ile H.
pylori negatif bulunan 18 hastada PZR ile pozitiflik saptarms ve kiiltlir negatif peptik
tilserli hastalara PZR’1in uygulanmasi gerektigini, biyopsi teshis metoduna ek olarak mide

stvisinin da kullamlabilecegini bildirmislerdir.
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Donmez-Altuntas ve Giiven (2002), insanlarda mide biyopsi 6meklerinde H.
pylori’yi “nested” PZR ve hizli tireaz testi ile belirlemek amaciyla yaptiklan caligmada, 64
hastanin 42’si direk lireaz testi ile pozitif bulunurken, 60’1 nested PZR ile pozitif, 4’ii hem
nested PZR hem de direk iireaz testi ile negatif bulunmustur. PZR testinde ise % 53.1°lik
pozitiflik saptanmis olup, nested PZR’in daha spesifik ve duyarh oldugu belirlenmistir.
PZR yiintelminde kullanilan primerlerin segimi test sonuglarimi etkilemektedir. Bu nedenle
Helicobacter tiirleri arasinda gapraz reaksiyon vermeyen primerler segilmelidir (Neiger ve
ark 1998). Lu ve ark (1999) bes farkh primer kullanarak insanlarda yaptiklari bir
cahsmada, /6 S »RNA geni kullandiklari PZR protokoliinde pozitif tahmini degeri % 100,
negatif degeri % 46, CAM-2 ve CAM-4 primerleri ile sirasiyla % 75 ve % 96, 26- kDa SSA
geni ile % 100 ve % 54, iired geni ile % 38 ve % 96, iireC (glmM) geni ile % 100 ve % 96
saptamiglar, en duyarli ve en &zgiil sonuglant UreC geni kullandiklar1 PZR protokolii ile
elde ettiklerini bildirmiglerdir. Valentine ve ark (1992), CAM-2 ve CAM-4 primerlerini
kullanarak insan mide dokusundan ve mide sivisindan DNA ekstraksiyonu yapmis ve
PZR’a uygulanmuglardir. Kiiltiir ve mikroskopi ile pozitif 14 mide 6rneginin 13’tinden PZR
ile pozitiflik saptanmusg, negatif oldugu belirlenen 19 6rnegin higbirinden tesbit edilememis,
kiiltiir ve mikroskopi ile pozitif 13 mide sivi 6reginin 11’inden (% 85) ve negatif oldugu
belirlenen 14 6rnegin 1’inden (% 7) PZR ile pozitiflik saptamiglardir. Bulut ve ark (2001)
CAM-2 ve CAM-4 primerlerini kullanarak yaptiklari ¢aliymada kiiltiir pozitif olan insan
mide mukoza 6meklerinin tiimiinde PZR ile pozitiflik saptamis, pozitif tahmini degeri
(PPD) % 65, negatif tahmini degeri (NPD) % 100 olarak bildirmislerdir.

Lu ve ark (1999), insanlarda yaptiklari ¢aliymada CAM-2 ve CAM-4 primerlerini
" kullandiklar1 PZR metodunda % 75 PPD ve % 96 NPD bildirmiglerdir. Bulut ve ark (2001)
CAM-2 ve CAM-4 primerlerini kullandiklan ¢aligmada ise sensitivite % 100, spesifite %
64.4, PPD % 65, NPD % 100 olarak saptamuglardir. H. pylori DNA dizgisinden segilen
CAM-2 ve CAM-4 (random dizisi) primerlerini kullamlan bu ¢aligmada 148 &mekten
sadece 1’inde pozitiflik saptanmis olup, yukaridaki ¢aligmalara gére &zgililliiii oldukga
diistik bulunmustur. Bunun sebebi; bildirilen ¢aligmalarin insanlarda yapilmig olmasi ve
insan midesinin sadece H. pylori ile kolonize olmasi, insanlardan H. pylori izolasyonunun
kedi ve kopeklere gore daha kolay olmasi, kopeklerde H. pylori izolasyonunun
yapilamamas1 ve mideye H. pylori yerine diger helikobakterlerin kolonize olabilmesi ile

agiklanabilir.
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Sonug olarak;

1.

Kopeklerde H. pylori ve diger gastrik helikobakterlerin izolasyonunun olduk¢a zor
oldugu ve bu zorlugun kdpeklerin midesinin H. pylori igin uygun olmamasi, bu
nedenle de kiiltiire edilemeyen kokoid forma doniigmesi, ayrica kdpek mide
ortaminin insanlardan farkli olmasi nedeniyle izolasyon igin daha §zel laboratuvar
sartlarina gereksinim duymasina bagh olabilecegi,

Midenin antrum bélgesinde spiral mikroorganizmalarin insanlardakine benzer
sekilde, corpus ve cardiadan daha yogun bulundugu,

Kedi ve képeklerde gastrik helikobakterlerin varliimn belirlenmesinde en spesifik
teshis metodunun mikroskopik muayene olmast,

Direk iireaz testi ile de gastrik helikobakterlerin varlifinin tespit edilebilecegi,

5. DIA testinin kopeklerde H. pylori ve Helicobacter enfeksiyonlarimin teshisinde

kullanilmasinin olas1 ¢apraz reaksiyonlar ve homolog antijenlerden dolayr yanlig
pozitiflife yol agabilecegi, bu nedenle serolojik testlerle teshisinin oldukga
karmasik oldugu, birden fazla serolojik testin birlikte degerlendirilmesi gerektigi,
Gastrik Helicobacter tiirlerinin herbirine spesifik, birbirlerinden ve diger
bakterilerden farkli antijenik 6zelliklerinin tesbiti amaciyla ¢aligmalar yapilmasi
gerektifi,

Kopeklerde mide mukozasina birden fazla Helicobacter tlirii yerlesebileceginden,
mikroskobik muayenede goriilen fakat izole edilmeyen bakterilerin teshisinde
PZR’1n kullanilabilecegi, ancak tiim gastrik helikobakterlere spesifik primerlerle
birlikte galisilmasinin faydal olabilecegi;

Képeklerde H. pylori ve gastrik Helicobacter tiirlerinin izolasyonu igin daha
selektif besiyerlerinin yapilmasi ve standart iiretme sartlarimin belirlenmesi
gerektigi ve serolojik olarak dogru teshis i¢in tiir bazinda farkh antijenik yapilarimn
belirlenmesi gerektigi,

SDS-Page analizleri ve diger molekiiler tiplendirme yontemleri ile képeklerde ve
kedilerdeki olass H. pylori susu ile insan orjinli H. pylori suslannin
karsilagtimlmasinin  gelecekteki g¢alisma konusunu olusturabilecegi kamsina

vanlmigtir.
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6. OZET
S. U. Saglik Bilimleri Enstitiisii
Mikrobiyoloji (VET) Anabilim Dali
DOKTORA TEZI/ KONYA-2004

Dilek OZTURK

Kedi ve Kopeklerde H. pylori’nin Dot-Immunobinding Assay (DIA) ve
Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) ile Teghisi

Helicobacter tiirleri, insan ve gegitli hayvanlann sindirim sistemine yerlesen spiral
sekilli mikroorganizmalar olup, insan ve hayvanlarda varlifi uzun zamandir bilinmektedir.
H. pylori, insanlarda gastritis, peptik iilser ve mide adenokarsinomalarinin bir nedeni

olarak gosterilmektedir.

Bu ¢alismada, kedi ve képeklerin mide mukozalarindan endoskopla biyopsi 6rnekleri
alindi ve H. pylori, kiiltlir, mikroskopi (firga sitoloji), lireaz test, Polimeraz Zincir
Reaksiyonu (PZR) ve Dot-Immunobinding Assay (DIA) ile aragtirildi. Klinik olarak
saglikli 50 kopek ve 2 kedi bu galigmada kullamldi. K6pek ve kedi midelerinin antrum,
korpus ve kardia bolgelerinden 3’er biyopsi 6rmegi alindi. DIA testinde kullanilmak iizere

képek kan serum Srnekleri alindi.

Kedi ve kopeklerde H. pylori ve diger Helicobacter tlirleri izole edilemedi. izole
edilemeyen ancak mikroskopide gbriilen spiral, gram negatif mikroorganizmalar “Gastrik
Helicobacter Benzeri Mikroorganizmalar” olarak isimlendirildi. Kedi ve kopeklerden
alinan 154 mide mukoza &rmeginin 59’u, Direk iireaz testi ile Helikobakterler ydniinden
pozitif bulundu. Ureaz testi ile antral 6meklerin 26’sinda (% 44), korpus 6meklerinin
19’unda (% 32) ve kardia meklerinin 14’iinde (% 24) gastrik mikroorganizmalar pozitif

bulundu.
Kopeklerden alinan 39 serum 6rnegi DIA ile test edildi ve tiim serum &rnekleri,

Helicobacter pozitif olarak tespit edildi. 148 képek ve 6 kedi mide mukoza Srnegi, CAM-
2(5’-TAA CAA ACC GAT AAT GGC GC-3’) ve CAM-4 (5’-CAT CTT GTT AGA GGG
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GTT AGA GGG ATT GG-3") primerleri kullamlarak, PZR’a tabi tutuldu. Bir kdpegin
korpusunda H. pylori pozitif tesbit edildi.

Sonug olarak; Bu ¢aligma ile, kedi ve kdpeklerde gastrik helikobakterlerin kiiltiiriiniin
zor ve bzel ihtiyaglar1 nedeniyle genellikle basarisizlikla sonuglandii dogrulandi. Kiiltiir,
insanlarda gastrik Helicobacter tiirlerinin teshisi icin “gold standart” olmasina ragmen,
kedi ve képeklerde izolasyon zordur. Bu nedenle direk lireaz test ve direk mikroskopi
(firga sitoloji) 6n tam1 amaciyla yapilmahdir. DIA testi ile % 100 pozitiflik, homolog
antijenler ve gapraz reaksiyonlar nedeniyle yanhs pozitiflik olarak degerlendirilmis olup,
H. pylori’ye spesifik antijenik yapilanin ortaya konulmas: ile bu sorun ortadan
kaldirilabilir. Caliymada, PZR ile kopeklerde H. pylori varlif: tesbit edilmistir. Yeni
caligmalarin klinik olarak da hasta olan kedi ve k6peklerden alinacak biyopsi 6rekleri ile
farkli primerler kullanilarak yapilmasina ve zoonoz ihtimalinin aragtirilmasina y6nelmesi

Snerilebilir.
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7. SUMMARY

Detection of H. pylori by Dot-Immunobinding Assay (DIA) and Polymerase
Chain Reaction (PCR) in Cats and Dogs

Species belong to Helicobacter genus which are .spiral shaped microorganisms and
colonised in the alimentary tract of human and several animal species have been known for
a long time. H. pylori is shown as a causative agent for gastritis, peptic ulcer and gastric

adenocarsinoma in human.

Biopsy samples from gastric mucosas of cats and dogs were taken by endoscopy in
this study. The presence of H. pylori in the samples was investigated by culture,
microscopy (brush cytology), direct urease test, PCR and DI4 . A number of 50 dogs and
two cats which were clinically healthy was employed in the study. Three each of biopsy
samples from gastric regions of antrum, corpus and cardia of the cats and dogs were taken.

Serum samples from the dogs were also obtained to examine using for the DI4 test.

Neither H. pylori nor any other Helicobacter spp. could be isolated from the animals
used in the study. Gram negative microorganism which have not been able to be isolated
although detection by other metods was achieved were called “Gastric Helicobacter-Like -

Microorganism”.

In 59 out of 154 gastric mucosa samples, positivity for Gastric Helicobacter-Like —
Microorganism by the direct urease test were found in 26 (44 %) of samples from antrum,
19 (32 %) from corpus and 14 (24 %) from cardia.

Sera from the dogs (n=39) were tested by DI4 and all found to be positive. Mucosa
samples of the dogs (n=148) and cats (n=6) were analysed using CAM-2 and CAM-4

primers by PCR and produced only one positive result from a dog’s corpus.

Consequently, culturing Helicobacter species from the gastric biopsy materials
obtained from dogs and cats was verified to be difficult and be frequently resulted in
failure since some spesific requirements in culturing were necessary. Although culturing is

referred as “gold standard” in diagnosis of human-originated Helicobacter species; it
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should not be the case for the trials concerning cats and dogs. Therefore, it is concluded
that the direct urease test and the microscopy (brush cytology) together is currently the

only way to pre diagnose the Helicobacter in the mucosa of the cats and dogs.
Future work can be focused on investigating the presence of Helicobacters in

biopsy samples from clinicaly sick cats and dogs by PCR using different primers and

examining possible zoonotic nature of the infection.
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11. EKLER

Resim 1. H. pylori (ATCC 11637)’nin kanli agarda koloni gﬁrﬁnﬁmﬁ

Resim 2. H. pylori (ATCC 11637)’nin mikroskobik goériinlimii (Gram boyama).

ReSim 3.Kopeklerde direk mikroskopide uzun gram negatif spiral mikroorganizmalarin
goriiniimii (Gram boyama).

Resim 4. Kopeklerde direk mikroskopide gevsek ve kisa, gram negatif spiral
mikroorganizmalarin goriiniimii (Gram boyama).

Resim 5. Kopeklerde direk mikroskopide gézlenen spiral mikroorganizmalarin
goriiniimii (Gram boyama)

Resim 6. Biyopsi 6meklerinin Direk Ureaz Testi’ne uygulanmasi.

Resim 7. K&pek serum 6rneklerinin nitroselliiloz memranda DIA Testi ile test edilmesi

(NK: Negatif kontrol, PK: Pozitif kontrol, 1-39 Kan serum &rnekleri).
Resim 8. Kopek mide biyopsi 6meklerinden elde edilen PZR iiriinlerinin jelde

yiirlitilmesi ile olusan bantlann go6riiniimii (1-100 bp’lik marker, 2-pozitif kontrol
(bakteri+doku ekstraksiyonu), 3-negatif kontrol, 4-pozitif mek (4 no’lu kdpege ait korpus biyopsi
orneginin PZR f{irlinii), 5-11-negatif 6rnekler).

Resim 9. Kedi ve kopek midelerine ait PZR iirtinlerinin jelde yiiriitlilmesi ile olusan

bantlarin gériiniimii (1-marker, 2-pozitif kontrol, 3-negatif kontrol, 4-18-negatif Srnekler).
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Resim 3. Képeklerde direk mikroskopide uzun gram negatif spiral mikroorganizmalarin

goriiniimii (Gram boyama).

Resim 4. Kopeklerde direk mikroskopide gevsek ve kisa, gram negatif spiral

mikroorganizmalarin goriiniimii (Gram boyama).




Resim 5. Kopeklerde direk mikroskopide gozlenen spiral mikroorganizmalarin gériiniimi

(Gram boyama)

Resim 6. Biyopsi érneklerinin Direk Ureaz Testi’ne uygulanmasi (

antrum ve cardia iireaz negatif.

corpus pozitif).
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Resim 7. Képek serum 6rneklerinin nitroselliiloz membranda DIA Testi ile test edilmesi
(1-Negatif kontrol, 2-Negatif kontrol, 3-Pozitif kontrol, 4-Pozitif kontrol, 5-39-Kan serum dmekleri).

Resim 8. Képek mide biyopsi omeklerinden elde edilen PZR iiriinlerinin elektroforezde
yiiriitiilmesi ile olusan bantlarin goriintimii. 1-100 bp’lik marker, 2-pozitif kontrol (bakteri+doku
ekstraksiyonu), 3-negatif kontrol, 4-pozitif 6rnek (4 no’lu képege ait korpus biyopsi érneginin PZR iiriinii),
5-11-negatif rnekler.
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Resim 9. Kedi ve képek midelerine ait PZR iiriinlerinin elektroforezde vyiiriitiilmesi ile

olusan bantlarin goriiniimii (1-marker, 2-pozitif kontrol, 3-negatif kontrol, 4-18-negatif ornekler).
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