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1. OZET

Dispeptik hastalarda ELISA ve Western blot yontemleri ile Helicobacter pylori’nin

antijenik varyasyonlarinin arastirilmasi

Helicobacter pylori (H. pylori) gastrik mukozada kolonize olan spiral, mikroaerofilik,
Gram-negatif bir bakteridir. H. pylori enfeksiyonu gelismis iilkelerde niifusun % 20-50’inde,
gelismekte olan iilkelerde niifusun % 80-90’n>nda ortaya ¢g>kan en yaygon kronik bakteriyel
enfeksiyondur. H. pylori kronik gastrit, duodenal ve gastrik ulser, gastrik adenokarsinoma
mukoza iliskili lenfoid doku (MALT) lenfoma gibi bircok Gst gastrointestinal sistem
hastaliklariyla iligkilidir ve sinif 1 karsinojeni olarak siniflandirilmistir. Dispeptik hasta serum
ve idrar Orneklerinde anti-H. pylori antikor (IgG, IgA/IgG, CagA IgG) varligi Enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA), Western blot, URINELISA ve RAPIRUN yontemleri ile
arastirildi. Ayrica anti-H. pylori pozitif hasta serumlarsnda Western blot yontemi ile saptanan
virllans faktorlerinden sitotoksin ile iligkili gen A (CagA), vakuol olusturucu sitotoksin A
(VacA) ve diger H. pylori antijenlerine karsi olusan antikorlarmn goriilme sikligi ve bu
antijenlere karsi olusan antikorlarin histopatoloji bulgular1 ile iligkisi karsilagtirildi. Bu hasta
grubunda antijenik varyasyonun molekuler diizeyde belirlenmesinde ileri arastirmalar
yap>labilmesi amac»yla da alt>n standart yontem olan H. pylori kiiltiir optimizasyonu yap»ld>.

Nisan 2006 ve Temmuz 2008 tarihleri aras>nda dispeptik yak>nmalar> nedeniyle Dokuz
Eylul Universitesi T>p Fakiltesi Gastroenteroloji Poliklinigi'ne basvuran ve endoskopi
endikasyonu konulan 136 olgu (102 kadin, 34 erkek yas ortalamasi 46.57 + 12.63 standart
deviasyonu (SD); yas araligi 21-78) calismaya abnd>. Hastalardan abnan dort biyopsi
ornegine (iki antrum, iki korpus) hizli tireaz testi (HUT) ve histopatolojik inceleme uygulandy.

H. pylori enfeksiyonu histopatoloji ve/veya hizli iireaz testi olumlulugu, H. pylori
enfeksiyonu negatifligi ise her iki testin olumsuzlugu ile belirlendi. Morfolojik olarak
“Helicobacter-like organisms (HLO)”, gastrik aktivite ve H. pylori bakteriyal dansitesi
yonunden Giincellestirilmis Sydney Sistemine gore degerlendirildi.

Serum ve idrar 6rneklerinde H. pylori antikorlar>; anti-H. pylori 1gG ELISA, anti-H.
pylori CagA IgG ELISA (EUROIMMUN Medizinische Labordiagnostika, Lubeck), H. pylori
IgA/IgG ELISA (BIOHIT, Finland), anti-H. pylori 1gG Western blot (EUROIMMUN



Medizinische Labordiagnostika, Libeck), anti-H. pylori 1gG URINELISA ve RAPIRUN
(Otsuka Pharmacautical, Tokyo, Japan) testleri kullanilarak arast>rId>.

Toplam 136 hastaron; 103’0 (% 75.7) alt>n standart yontemlere goére H. pylori
enfeksiyonu olumlu, 33’0 (%24.3) olumsuz bulundu. 115°i (% 84.5) anti-H. pylori 1gG
ELISA testi ile olumlu, 21’i (% 15.5) olumsuz saptand>. Duyarblxk % 91.1; segicilik % 34.3,
olabilirlik oran> (LR) 0.77, olumlu 6ngorii degeri (PPV) % 80, olumsuz 6ngorii degeri (NPV)
ise % 57.2 olup, alt>n standart yontemler ile istatistiksel anlaml> fark g6zlendi (p=0.02). 47°si
(% 34.6) anti-H. pylori CagA 1gG ELISA testi ile olumlu, 89°u (% 65.4) olumsuz saptand>.
Duyarl>bk % 35.6; secicilik % 65.7, LR 0.44, PPV % 76.6, NPV ise % 25.9 olup, alt>n
standart yontemler ile istatistiksel anlaml> fark gozlendi (p=0.00). 100 U (% 73.5) H. pylori
IgA/IgG ELISA testi ile olumlu, 36" s> (% 26.5) olumsuz saptand>. Duyarbbk % 85.2;
secicilik % 60, LR 0.89, PPV % 86, NPV ise % 58.3 olup, alt>n standart yontemler ile
istatistiksel anlaml> fark gozlenmedi (p=1). 72’ si (% 52.9) anti-H. pylori 1gG URINELISA
testi ile olumlu, 64’ U (% 47.1) olumsuz saptand>. Duyarbbk % 66.3; secicilik % 85.7, LR
0.71, PPV % 93.1, NPV ise % 46.9 olup, alt>n standart yontemler ile istatistiksel anlaml> fark
g6zlendi (p=0.00). 70" i (% 51.4) RAPIRUN testi ile olumlu, 66° s> (% 48.6) olumsuz
saptand>. Duyarbbk % 65.4; secicilik % 82.9, LR 0.69, PPV % 91.6, NPV ise % 45.3 olup,
alt>n standart yontemler ile istatistiksel anlaml> fark gézlendi (p=0.00).

Anti-H. pylori 1gG Western blot testi ile 95’1 (% 69.8) olumlu, 25’i (% 18.4) olumsuz,
16" s> (% 11.8) belirsiz olarak saptandi. Belirsiz sonuglar dahil edilmediginde; duyarbbk %
85.7; secicilik % 44.8, LR 0.76, PPV % 82.9, NPV ise % 50 bulundu.

H. pylori enfeksiyonu tans>nda alt>n standart yontem kaltirtin, H. pylori standart sus
NCTC 11637 kullanslarak %10 insan serumlu Columbia agar, %7 at kanl> Columbia agar, %7
koyun kanl> Columbia agar besiyerlerinde optimizasyonu gergeklestirilmis ve ileri
arastirmalar i¢in deoksiribontkleik asit (DNA) ekstraksiyonu da yapilmistir.

Calismamizda anti-H. pylori 1gG ELISA testlerinin Karsilastirilmasinda duyarliligin
literatiir ile uyumlu, se¢iciligin diisik bulunmasi ve dunyan>n farkl> bélgelerindeki H. pylori
izolatlarinin  antijenik yapilar1 bolgesel farklilik gosterdigi i¢in serolojik testlerin
populasyonlarn antijenik Ozelliklerine gore uyarlanmasmnin 6nerilmesi gerektigi sonucuna

varldb.

Anahtar kelimeler: Helicobacter pylori, ELISA, Western blot, kulttr



2. SUMMARY

Investigation of Helicobacter pylori antigenic variations by ELISA and Western
blot methods in patients with dyspepsia

Helicobacter pylori (H. pylori) is a spiral-shaped, microaerophilic, Gram-negative
bacteria which colonize gastric mucosal. H. pylori infection is one of the most common
chronic bacterial infections occurring 20-50 % in developed countries and 80-90 % in
developing countries. H. pylori is related to a number of upper gastrointestinal diseases, such
as chronic gastritis, duodenal and gastric ulcer, gastric adenocarcinoma and mucosa-
associated lymphoid tissue (MALT) lymphoma and has been classified as a class 1
carcinogen. Anti-H. pylori antibodies (1gG, IgA/IgG, CagA IgG) were determined in the sera
and urine specimens of patients with dyspepsia by ELISA, Western blot, URINELISA and
RAPIRUN methods. Also, the frequency of the antibodies againts virulence factors CagA,
VacA and other H. pylori antigens were detected by Western blot method and their
relationship were assessed with histopathology results in anti-H. pylori positive patient sera.
Moreover, with the aim of making further researches to determine H. pylori antigenic
variations in molecular level, as gold standard method H. pylori culture optimizations were
performed.

The study population consisted of 136 adult patients with dyspepsia (102 females, 34
males; mean age, 46.57+12.63 SD years; age range 21 to 78 years) from Outpatient
Gastroenterology Service at Dokuz Eylul University Hospital between April 2006 and July
2008. All patients had dyspeptic symptoms and were referred to a diagnostic upper
endoscopy. Four biopsy specimens (two antrum, two corpus) were taken from each patient;
rapid urease test (RUT) and histopathological examination were applied.

Infection by H. pylori was defined as positivity and negativity of histopathology and/or
RUT. Morphologic examination of Helicobacter-like organisms (HLO), gastritis activity and
to grade bacterial density of H. pylori were evaluated according to Updated Sydney System.

Sera and urine specimens of these patients were examined by anti-H. pylori IgG ELISA,
anti-H. pylori CagA 1gG ELISA (EUROIMMUN Medizinische Labordiagnostika, Lubeck),
H. pylori 1gA/IgG ELISA (BIOHIT, Finland), anti-H. pylori 1gG Western blot
(EUROIMMUN Medizinische Labordiagnostika, Lubeck), anti-H. pylori 1gG URINELISA
and RAPIRUN (Otsuka Pharmacautical, Tokyo, Japan) methods.



A hundred three of 136 patients (75.7 %) were diagnosed as positive and 33 (24.3 %)
were negative for H. pylori infection by the gold standard methods.

115 (84.5 %) were diagnosed positive and 21 (15.5 %) were diagnosed negative by anti-
H. pylori 1gG ELISA method. The sensitivity, specificity, positive and negative predictive
values (PPV, NPV) and likelihood ratio (LR) were 91.1 %, 34.3 %, 80%, 57.2 % and 0.77,
respectively. Statistical difference was found between the results of gold standard methods
and anti- H. pylori IgG ELISA (p=0.02). 47 (34.6 %) were diagnosed positive and 89 (65.4
%) were diagnosed negative by anti- H. pylori CagA lIgG ELISA method. The sensitivity,
specificity, PPV, NPV and LR were 35.6 %, 65.7 % , 76.6 %, 25.9 % and 0.44, respectively.
Statistical difference was found between the results of gold standard methods and anti- H.
pylori CagA IgG ELISA (p=0.00). 100 (73.5 %) were diagnosed positive and 36 (26.5 %)
were diagnosed negative by H. pylori IgA/IgG ELISA method. The sensitivity, specificity,
PPV, NPV and LR were 85.2 %, 60 % , 86 %, 58.3 % and 0.89, respectively. No statistical
difference was found between the results of gold standard methods and H. pylori IgA/IgG
ELISA (p=1). 72 (52.9 %) were diagnosed positive and 64 (47.1 %) were diagnosed negative
by anti-H. pylori IgG URINELISA method. The sensitivity, specificity, PPV, NPV and LR
were 66.3 %, 85.7 % , 93.1 %, 46.9 % and 0.71, respectively. Statistical difference was found
between the results of gold standard methods and anti-H. pylori IgG URINELISA (p=0.00).
70 (51.4 %) were diagnosed positive and 66 (48.6 %) were diagnosed negative by RAPIRUN
method. The sensitivity, specificity, PPV, NPV and LR were 65.4 %, 82.9 % , 91.6 %, 45.3 %
and 0.69, respectively. Statistical difference was found between the results of gold standard
methods and RAPIRUN (p=0.00).

Ninety-five (69.8 %) patients were positive, 25 (%18.4) were negative, and 16 were
borderline (11.8 %) by anti- H. pylori IgG Western blot test. When the borderline results were
not included, the sensitivity, specificity, PPV, NPV and LR were 85.7 %, 44.8 %, 82.9 %, 50
% and 0.76, respectively.

The culture is the gold standard method in the diagnosis of H. pylori infection. H. pylori
NCTC 11637 standard strain was used in the optimization of H. pylori culture using different
culture media (10% human sera Columbia agar, 7% horse blood Columbia agar and 7% sheep
blood Columbia agar with different supplements) and the optimization of bacterial DNA

extraction was also performed for further molecular analysis of isolated H. pylori strains.



In this study, the sensitivity of the anti- H. pylori 1gG ELISA was in accordance but the
the specificity was lower with the other studies on H. pylori. We suggest that H. pylori strains
have a diverse genetic heterogeneity in the world, the serological test kits should be adapted
to the most common H. pylori strain in that region.

Key words: Helicobacter pylori, ELISA, Western blot, culture



2. GIRIiS VE AMAC:

Helicobacter pylori (H. pylori), Gram negatif, flajellals, spiral yap>da mikroaerofilik
bir bakteridir (1-3). Midenin kronik H. pylori enfeksiyonu gastroduedonal hastabklar>n
gelismesinde temel bir risk faktoriidiir. H. pylori gastrit, gastrik ve duodenal tlserler, gastrik
karsinoma ve MALT lenfoma da major patojen olarak bildirilmekte, ancak fonksiyonel
dispepside rolii tartisilmaktadir (4-8) H. pylori, “ International Agency for Cancer Research
(IACR)” taraf>ndan Sx>nsf | karsinojen olarak s>n>fland>rslmistir (2,9,10).

H. pylori enfeksiyonu ile olusan gastroduodenal hastaliklar gézoniine alindiginda bu
bakterinin halk saghgi agisindan &nemli bir rolii bulunmaktadir (7,11). Insandan insana
(anneden bebege), fekal-oral, oral-oral, gastro-oral (icme suyu kaynagi) bulas ileri
strtilmektedir (12,13). H. pylori’nin seroprevalans> gelismekte olan iilkelerde % 70-90,
gelismis tilkelerde % 25-50, Ulkemizde ise % 77.5-82 bildirilmektedir(3,14,15). Gelismis
ulkelerde H. pylori ile enfekte olma oransmn azalma goéstermesi; yasam standardinin
yiikkselmesi, egitim diizeyinin artmast ve hijyen sartlarindaki diizelmeler olarak
belirtilmektedir (16-18). H. pylori enfeksiyonun prevalans>nn, llkeler aras>nda ve ayn»
tilkedeki populasyon gruplar1 arasinda da biiytik farklilik gosterdigi bildirilmektedir (17,18).

H. pylori’nin insan mide mukozas>nda kolonize olmas>nda bakterinin yiiksek hareket
ozelligi, lireaz enzimi, spesifik mide mukoza hiicre reseptdrleri olarak tanimlanan yiizey
lektinlerinin ekspresyonu bildirilmektedir (2,8). H. pylori gastrik mukus salg>layan hiicrelerde
yerlesir, mukus tabakasi altinda ya da i¢inde bulunur ve gastrik epitel hiicreleri hedef alir
(19,20).

H. pylori enfeksiyonu tanss>nda endoskopi gerektiren (invaziv) ve gerektirmeyen
(invaziv olmayan) metodlar kullanslmaktadir (1,14). invaziv metodlar biyopsi temelli olup
gastrik dokuda bakterinin varligini saptayan HUT, kdltir, histopatoloji, biyopsi polimeraz
zincir reaksiyonu (PCR) ve real-time PCR (RT-PCR)’drr (5,7,21,22). Invaziv olmayan testler;
idrar antikor testleri (URINELISA, RAPIRUN), diski antijen testleri, digk1 PCR, diski real-
time PCR, seroloji, **C ve ¥*C isaretli iire nefes testi (UBT) dir (6,20,23). Kiiltiir ve UBT H.
pylori enfeksiyonunun saptanmas>nda alt>n standart yontemlerdendir (1,7).

Maastricht 3-2005 Consensus Raporu’na gore, H. pylori enfeksiyonu
eradikasyonunda bir ¢ok tedavi protokolu bulunmaktad>r. H. pylori enfeksiyonu tedavisinde
en skbkla klaritromisin ve amoksisilin yada metronidazol antibiyotik kombinasyonunda



proton pompa inhibitéra (PPI) temelli 7-14 glnlik Gglh tedavi protokoli uygulanmaktadsr(24-
27).

H. pylori enfeksiyonunun klinik Oneminin artmasi ¢esitli tanisal metodlarin
gelistirilmesini ve rutinde uygulanabilirliklerinin arastirilmasini gerekli kilmistir (1,14,28).

Bu calismada, dispeptik hasta serum ve idrar 6rneklerinde anti-H. pylori antikor
varliginin ELISA, Western blot, URINELISA ve RAPIRUN yontemleri ile arastirilmasi, anti-
H. pylori pozitif hasta serumlarinda viriilans faktorlerinden CagA, VacA ve diger H. pylori
antijenlerine kars1 olusan antikorlarin goriilme sikhigi ile, bu antijenlere karsi olusan
antikorlarn histopatoloji bulgular1 ile karsilastirilarak arastirilmasi amaglanmistir. Ayrica bu
hasta grubunda antijenik varyasyonun molekdiler diizeyde belirlenmesinde ileri arastirmalar

icin alt>n standart yontem olan H. pylori kiiltiir optimizasyonunun yapilmasi hedeflenmistir.

4. GENEL BIiLGILER

4.1. Tarihge

Hayvanlarda spiral bakteriler ilk kez Rappin tarabndan 1881'de, Bizzozero taraf>ndan
1893'te (29-31) ve Salomon tarabndan 1896°da kedi, kdpek ve sxganlarsn midesindeki spiral
bakterilerin farelerden ge¢mis olabilecegi bildirilmistir (29,31). Jaworski 1899'da Polonya'da
gastrik yikama suyunun sedimentinde spiral mikroorganizmalari tanimlamistir (30,31).

Balfour 1906°da gastrik ulserli maymun ve kopeklerin, Krienitz ise gastrik kanserli bir
hastanin gastrik Orneklerinde spiral mikroorganizmalar1 tanimlamiglardir (16,32). Luck ve
Seth midedeki iireaz aktivitesini ve antibiyotik tedavisi ile kayboldugunu bildirdiler. Ancak
gastrik mikroorganizmalar ile iligki 1984'e kadar kurulamadi. Doenges 1938 yilinda, otopsi
orneklerinin % 43’nin midesinde spiral mikroorganizmalar> saptads. Ornekler postmortem
toplandigindan kontaminasyon riski nedeniyle bu bulgular siipheyle karsiland1 (31,32). ki y1l
sonra mide ulserli ve kanserli hastalar>n cerrahi 6rneklerinde de spiroket tesbit edildi. Bu son
calisma, mikroorganizmanin bir postmortem kontaminan olmadigini ve gastrik bir patojen
oldugunu destekledi (31).

Freedburg ve Baron 1940 yilinda midede kivrimli mikroorganizmalar oldugunu bildirdi.
1950 yilinda Fitzgerald ve Murphy tarafindan peptik iilser hastaligi ile mukoza yiizeyindeki

iireaz aktivitesi arasinda iligki oldugu gosterildi (32). Palmer 1954’te, insan mide biyopsi



orneklerinde yaptigi incelemede bakteriye rastlamadigindan gastrik ortamdaki tiim
bakterilerin kontaminant oldugunu bildirdi. Salgilanan asit nedeniyle mide limeninin steril
oldugu, mukozal lezyonlara gastrik asiditenin sebep oldugu diisiiniildi. 1910 yilinda
Schwartzn ““no acid no ulcer’” kavram» kabul edildi (31).

1959 ysbnda Liebre ve Le Fevre tetrasiklin tedavisinden sonra midede ureaz
aktivitesinin kayboldugunu ve bu enzimin bakteri kaynakli olabilecegini bildirdiler. 1968
y>bnda Delluva germ-free hayvanlarda midede iireaz bulunmadigini ve bu enzimin bakteri
kaynakli oldugunu saptadi (32).

1975°de Steer ve Colin-Jones, gastrik mukozada mukus salgilayan hiicrelerle iliskili, en
az bir flagellas> bulunan spiral bakterileri tan>mlad>lar ve bu bakterilere yanxt olarak da
polimorfonukleer I6kositlerin (PNL) gastrik mukozaya gog ettiklerini 6ne strduler. Biyopsi
ornekleri kiiltiire alindi. Ancak kiiltiirde spiral bakteriler degil, sadece Pseudomonas
aeruginosa tretildi. Dort yil sonra Fung ve arkadaslari kronik gastritli hastalar>n gastrik
mukozalar>nda histolojik ve yapssal olarak bakteriyi gosterdiler. Ancak mukozal lezyonlarla
iliskisi saptanamadi (16,32-35).

J. Robin Warren ise Campylobacter jejuni’ye benzeyen spiral bakterinin mide
hastaliklariyla iliskisini ve midenin steril olmadigmi bildirdi. J. Robin Warren ve Barry
Marshall biyopsi 6rneklerini Campylobacter ve nonselektif besiyerinde kork sekiz saat inkube
ettiler. Fakat iireme saptanmadi. 1982°de bes giinliik tatilden dondiiklerinde Campylobacter’e
benzer bakterilerin Gredigini gordiiler. Morfolojik olarak Campylobacter’e benzediginden
“Campylobacter like organism” ad> verildi (16,32,36,37).

1984°de Warren ve Marshall taraf>ndan Campylobacter pyloridis olarak isimlendirildi
(31,32). 1986°da massif iireaz salgiladigi kanitland> (32). 1987°de Campylobacter pylori ad>n>
ald1 (32). 1989’da Goodwin ve arkadaslar1 bakterinin Campylobacter ailesine ait olmadigini
gosterip Helicobacter pylori ad>n> verdiler (32,38).

1994°de “National Institutes of Health (NIH)” tarafndan H. pylori'nin peptik ulserin
birincil nedeni; “TACR” tarafindan sinif I karsinojen oldugu bildirildi (33,36,39).

2005 y»>bnda da J. Roben Warren ve Barry Marshall H. pylori’yi, peptik Ulser ve
gastritteki roliini gostererek “Nobel T>p Odili” almaya hak kazand>lar (32,37,40-42).



4.2. Helicobacter Ailesi

Helicobacter ailesi (en az 22 tur bu genusta), 0.3-1.0 um en ve 1.5-10 pum boyda spiral
veya kovrsml> basilleri icerir. Helicobacter turleri Gram-negatif, spor olusturmayan basillerdir,
uzamig kiiltiirlerde kiiresel veya kok sekline doniistirler, hareketli ve genellikle ¢ok sayida
bipolar kilifli flagellalar1 vardir (29,37,43). Diger Helicobacter turlerinden farkl> olarak H.
pylori'nin ¢ok sayida, monopolar, kilifli flagella'st vardir. Cesitli Helicobacter’ler (6rnegin
Helicobacter pullorum ve Helicobacter canadensis) Campylobacter’ler gibi k»l>fs>z flagella
icerir (29,43). Tum Helicobacter’ler oksidaz pozitiftir. Karsilastirmali genomik analizler, H.
pylori‘de pentoz-fosfat yolu, Entner-Doudoroff yolu, glikoliz, Krebs reaksiyonunun siklik
olmayan sekli gibi 6nemli katabolik yollarm bulundugunu desteklemektedir. Helicobacter
tiirleri, memelilerin ve kuslarin gastrointestinal ve hepatobilier sistemlerinden izole edilmistir
(29,43). H. heilmannii (eski ad> Gastrospirillum hominis); insan gastrik biyopsi drneklerinde
tanimlanmus, kiiltiirde iiretilmistir. insanlarda gastritin sik olmayan bir sebebidir, nadir izole
edilir (29,37,43). H. pylori'ye gore daha uzun ve daha s>k ksvr>mlar> olan bir bakteridir (11).

Helicobacter ailesi diger Gram negatif kivrimli basillerden (6rnegin Campylobacter)
enzimatik aktiviteleri, yag asiti profilleri, tireme Ozellikleri, niikleik asit hibridizasyon
profilleri ve 16S rRNA sekans analizlerine gore ayrslr. Campylobacter jejuni ve H. pylori
genomlar>n>n sekanslanmassyla da Campylobacter ve Helicobacter organizmalar> aras>ndaki
farkliliklar kanitlanmistir (29,43,44).

4.3. H. pylori'nin Yapss> ve Mikrobiyolojik Ozellikleri

4.3.1. Bakterinin Morfolojisi

H. pylori spiral, gastrik biyopsi Orneklerinde uclar> yuvarlak, mikroaerofilik, Gram-
negatif bakteridir. Direkt Gram boyal> preparatta spiral veya tipik mart> kanad> ve “U”
goriinimiindedir (45). Kat1 besiyerindeki kiiltiirlerinde spiral sekli nadir goriiliir veya hig
gorulmez, basile benzer yapidadir, kat1 veya sivi besiyerindeki uzamis kiiltiirlerinde ise kok
yapisi daha fazla goriiliir (16,17,43). Elektron mikroskobunda kok yapisinin U seklinde basil
oldugu ve iki kolunun da membrandz bir yapiyla baglandigi gosterilmistir. Kok formu

metabolik olarak aktiftir ancak, in vitro kilturde uretilemez. Gastrik biyopsi Orneklerinde



bakterinin uzunlugu 2.5-5.0 pm, genisligi 0.5-1.0 pm'dir. Unipolar yerlesimli 4-6 adet
flajellas> vardsr (11,37,43,46).

i. Flajellan>n Yap»s»

Flajella bakterinin hareketini saglar (31,44,43,47). Her bir flajellum yaklagik 30 pum
uzunlugunda, 2.5 nm kalinligindadir (31,48).

Flajellar kihif fosfolipid, lipopolisakkarit ve proteinden olusan, bakteriyel dig membrana
benzeyen tipik ¢ift katl> bir membran icerir. Flajellar k>l>f flajellar filamenti mide
asiditesinden korur, flajelline karst olusabilecek antikorlarin bakterinin hareketini
engellemesini Onler (31,43,44). Flajellar filament FlaA ve FlaB flajellin proteini igerir. flaA
geninin transkripsiyonu icin sigma faktér 28 (¢*®), flaB geninin transkripsiyonu icin sigma
faktor 54 (c>*) gereklidir. flaA ve flaB genleri bakteri kromozomunun farkl> bélgelerinde
yerlesmistir ve regililasyonu da farklidir. Bu iki proteinin konsantrasyonundaki degisikliklerin
bakterinin enfeksiyon olusturmas> ile persistan kalmas> gibi farkl> durumlara uyumunda etkili
oldugu diistiniilmektedir (44,47,49-51).

ii. Hicre Duvar Yap>s»

Gram negatif hiicre duvar yapisi goriiliir. Dig membran Gram negatif bakteri yiizeyinde
sureklilik gosteren yapssal bir elemandsr. Asimetrik ¢ift tabakalidir. I¢ tabakada fosfolipidler
ve iri glikolipidler olan lipopolisakkarit (LPS) bulunur. H. pyloride LPS yaps>nn
enfeksiyonun siirekliliginden sorumlu oldugu diisiiniilmektedir. H. pylori LPS'nin O zinciri
yaps>sal olarak Lewis kan grup antijenlerine benzer. Konak ve H. pylori aras>ndaki bu
benzerlik bakterinin patogenezinde rol oynar (31,43). Dis membran, H. pylori gibi bakteriyel
patojenlerde konak koruyucu immunitesinin potansiyel hedefidir ve konak immun yanst>ndan
kagmasini saglar (37). Molekiiler agirlig1 31-80 kDa arasinda degisen dis membran proteinleri
(OMPs) tanimmlanmistir (52). BabA(HopS), SabA(HopP), AlpA(HopC), AlpB(HopB) ve
HopZ’i igeren pek ¢ok dis membran proteininin adherans faktorii oldugu ve gastrik doku ile
H. pylori etkilesiminde rol oynadig1 bildirilmistir (53,54). Ureaz ve 1s1 sok protein B (HspB)
bulunur (43). H. pylori OMPs’lerini 32 genden olusan bir “supergene” ailesi kodlar. Bu
OMPs’lerinden bakteriyal adhezin olan BabA2 insan kan grup antijeni olan Lewis b (Le b)'ye

10



baglanir (55-57). Diger iki OMPs, AlpA ve B, H. pylori' nin gastrik dokuya baglanmasinda
gereklidir; AlpA, B ve BabA2 icin farkl> reseptorler vards (55,56). AlpAB bir operonda
organize olan HopB ve HopC, iki ¢esit kanal sekilli membran poruna sahiptir (58). HOpA,
HopB, HopC, HopD olarak tanimlanan dort porin ailesi dis membranda yer alir, muhtemelen
besin iceri abmpnda etkilidirler, bakterinin kolonizasyonu ve persistans>-nda 6nemli rol
oynarlar (59). HopE porin molekiilii de tanimlanmustir (43). HopZ vital adezin proteinidir.
HopZ primer olarak bakteri ylizeyinde yerlesir. HopZ geni belirgin olarak H. pylori
yogunlugu ve kolonizasyon yetenegi ile iligkilidir (58). In vitro olarak epitel hicrelerde
interlokin-8 (IL-8) sabn>m> arttran ve in vivo olarak gastrik inflamasyonu artt>ran; 34 ku
OMP geninin kodladig1 dis enflamatuvar protein olarak oipA ve proinflamatuar iirlin olarakta
HopH (HP0638) tanimlanmistir (58,54,60). Bunlar, en fazla bilinen H. pylori
adhezinlerindendir (18).

iii. Genom Yap»s>

H. pylori genomu oldukga kiiglk, 1.6-1.73 Mb boyutlarsndad>r (11,47). H. pylori 26695
susunun genomik sekanst Tomb ve arkadaglar1 tarafindan 1997°de bildirilmistir (11). Biitiin
genom 16S, 23S ve 5S ribozomal ribontkleik asit (rRNA) genlerinin iki kopyas>n> igerir (37).
H. pylori genomu suslar arasinda degiskenlik gosterir. Fakat H. pylori suslari arasinda
fenotipik degisiklik azdir. Ayni hastanin antrum, fundus ve korpus'undan izole edilen suglar

ayn> genomik yap»y» gosterirler (61,62).

iv. Ureme Ozellikleri

H. pylori'yi kultirde uretebilmek igin besinsel olarak zengin ortam, serum ve
mikroaerofilik sartlar gerekir. Se¢ici olmayan agar bazli besiyerinde en iyi sartlar altinda
kiglk koloni yapslar>n>n gorilebilmesi igin 2-3 glin enkubasyon gerekir. Nemli ortamda, 37
°C' de, % 5-10 karbondioksit, % 80-90 nitrojen ve % 5-10 oksijen iceren ortamda en iyi Urer.
Nemli atmosferde artan hidrojen icerigi H. pylori'nin remesini art>rr. At kan>, at serumu
veya koyun kani eklenmis beyin kalp inflizyon agar, brucella agar, Tryptone Soya agar,
Columbia agar veya Skirrow's agar kilturde kullanslan besiyerlerindendir (29,37). Kat>

besiyerlerinde kullanilabilecek diger katki maddeleri ise yumurta sarisi, komiir, nisasta,
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bovine serum albumin (BSA), katalaz 2,3,5-trifenil tetrazolium klorid (40 mg/liter)
bildirilmektedir (42). H. pylori cevresindeki atmosfer ve kurumaya duyarlbdsr ve bu nedenle
uygun transport ortams> kullansimaldsr. Onerilen transport ortam> %20 gliserollii brucella
buyyon, %20 gliserolli sistein albimi buyyon ya da Stuart’s transport ortam»n> igerir. H.
pylori oda isisinda hizla yasayabilirligini kaybettigi igin, biyopsi Ornekleri 2 saat iginde
laboratuvara ulastirilip hi¢ bekletilmeden ekilmelidir. Gastrik biyopsi orneklerinin kiiltiirde
uremesi igin en az 3-5 gun gereklidir (29,37,43,45). Bir¢ok sus 3-5 glnde Grer, bu silre
nadiren 7 giine kadar uzar (40,63,64) Kiiltiir negatifligini kesinlestirmek igin 7 ile 10 giin
inktbasyon surddrtlmelidir. Subkdltur igin 2-3 giin enklibasyon onerilmektedir (42).

Diger mikroorganizmalarin tiremesini engellemek igin besiyerine antimikrobiyalleri
iceren katk»lar eklenmektedir. Vankomisin ya da teikoplanin Gram pozitif koklar>; polimiksin
B, nalidiksik asit, kolistin, trimetoprim, ya da sefsulodin Gram negatif basilleri; ve nistatin ya
da Amfoterisin B’nin mantarlar> inhibe etmek amac> ile kullan>ld>klar> bildirilmektedir (42).

Tam kan, serum, maya ekstresi, parcalanmis insan eritrositleri, IsoVitaleX, hemin,
siklodekstrin ve kolestrol gibi baz> katk> maddelerinin H. pylori'nin s>v> besiyerinde Gremesini
artirirdig bildirilmistir (37,42). Ancak bakterinin sivi besiyerinde iiremesinde inokule edilen

bakteri konsantrasyonunun ve sus farkl>I>klarsnyn da roli vards (65).

4.3.2. Tan>smlanmas> ve Biyokimyasal 6zellikleri

Secici olmayan kan iceren besiyerinde kiigiik, 15181 gegiren gri koloniler seklinde {irer.
Zay>t B hemoliz gOrulur. Gram boyama da Gram negatif, kiiglk, ksvr>mls, mart> kanad> ve “U”
seklinde basiller goriiliir. H. pylori suslar1 sitokrom oksidaz, katalaz ve hizli iireaz aktivitesi
gosterirler (29,43,64). Gram boyama ile genellikle soluk boyansr, karbol fuksin ile z>t boyama
daha belirginlestirici olabilir. Faz-kontrast mikroskobu ile birgok Helicobacter suslarmin
hareketi gorulir. H. pylori ve bircok Helicobacter tir( katalaz pozitiftir. (29). Ayrca H.
pylorinin alkalen fosfataz, gamma glutamil aminopeptidaz, l6sin aminopeptidaz,
Deoksiriboniikleaz (DNase) aktiviteleri pozitif; h>zl> H,S, hippurat hidrolizi, nitrat indirgeme
reaksiyonlar>, indoksil asetat aktivitesi negatiftir (66,67).
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4.3.3 Solunum ve Metabolizmas»

H. pylori’nin karsilastirilan genomik analiziyle pentoz fosfat dongiisii Entner-Doudorof
yolu, glikoliz ve Krebs reaksiyon sekansinin degisen siklik olmayan sekli gibi onemli
katabolik yollarin varligi kanitlanmistir (29). H. pylori'nin karbonhidratlar> fermentatif veya
oksidatif yolla parcalamadigi gosterilmistir. Ancak bakterinin pentoz fosfat dongiisii i¢in tipik
olan enzim aktivitesine sahip oldugu ve hiicre membraninin glikoz kinaz aktivitesi tasidigi
belirlenmistir. Boylece D-glikozu parcalayabilir. H. pylori re dongusu de icerir. Bu sayede
fazla nitrojeni bakteriden atabilir (43,46). H. pylori'de pentoz fosfat dongisii Entner-Doudorof
yolu, glikoliz ve degismis Krebs siklusu olmayan Onemli katabolik yollarin varligi
gosterilmistir (29). Aminoasitleri anaerop bakteriler gibi fermentatif yolla metabolize edebilir
(43,46). H. pylori de solunum zincirinin son halkasi olan sitokromlar gosterilmistir. In vitro
uremesi icin gerekli olan ylksek CO; seviyesi kssmen asetil koenzim A karboksilaz enziminin
aktivitesiyle karsilanabilmektedir. H. pylori hicreleri fosfat granulleri icerir. Bakteri midede
dejenere olmus epitel tabakasindayken dis enerji kaynagi bulunmadiginda, yedek enerji
kaynag1 olarak bunlar1 kullanabilir (43). H. pylori arjinin, histidin, izoldsin, 16sin, metionin,

fenilalanin ve valin aminoasitlerini kullanabilir ve bu igerikli besiyerlerinde treyebilir (37).

4.4. Epidemiyoloji ve Prevalans

H. pylori dunyada yayg>n olarak goriilen enfeksiyonlardan biridir ve primer olarak 10
yasindan once kazanildigi kabul edilmektedir (11,17,43,56) Diinya populasyonunun % 50’si
H. pylori ile enfektedir, bunlarsn %70’den fazlas> asemptomatiktir, %30 ve daha az>
semptomatiktir (56,68). Ancak bulas yolu kesinlik kazanmamistir (17,43,69).

Enfeksiyonun prevalans>, ulkeler arasnda ve ayn> Ulkedeki populasyon gruplar>
aras>nda buytk farkbbbk gosterir (18,17,37). Enfeksiyonun prevalans> sosyoekonomik duzeyle
yakindan iligkilidir. Diisiik sosyoekonomik sartlardaki etnik gruplarda prevalans yiiksek
bildirilmektedir (17,18,37,41,43). Ayrica sosyoekonomik diizeyi diisiik ailelerin ¢ocuklarinda
enfeksiyon genellikle hayat>n birinci y>bnda al>nmaktad> (70). H. pylori seroprevalans»
gelismekte olan iilkelerde % 70-90, gelismis iilkelerde % 25-50, tlkemizde ise %82.5 olarak
bildirilmistir (35-37,43,71). Gelismis Ulkelerde H. pylori ile enfekte olma oransn>n azalma

gostermesi; yasam standardinin yilikselmesi, egitim diizeyinin artmasi ve hijyen sartlarindaki
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dizelme bildirilmektedir (16-18). Yas enfeksiyonun prevalansi ile iliskili en 6nemli
degiskendir. Enfeksiyon orani 1950°den O0nce doganlarda daha yiiksektir (16). Prevalans
cocuklarda ~%10, 50 yasdaki bireylerde ~%50 oraninda olup yasla birlikte artig gosterir
(72). Ancak yas ile birlikte H. pylori prevalans>ndaki artis s6z konusu eriskin populasyonun
cocuklukta enfekte oldugu zaman dilimindeki daha yiiksek bulas oran>n> yansstmaktadsr (16-
18,69,73). Gelismekte olan {iilkelerde 20 yasina kadar enfekte olma orant % 80, gelismis
ulkelerde ise % 10'dur. Vietnam, Tayland, Peru, Turkiye gibi tlkeler H. pylori prevalans>nda
gelismekte olan, ABD, Fransa, Finlandiya, Hollanda gibi iilkeler ise gelismis iilkeler
arasmndadir (35). izmir'de ilkokul &grencilerinde H. pylori seroprevalansinm % 23.8 oldugu,
bu oranin yasla birlikte arttig1 gosterilmistir (31).

Enfeksiyonun kad>n ve erkeklerde ayn> oranda veya erkeklerde daha s>k gorildiigii
bildirilmistir (38,43,74).

H. pylori insanda enfeksiyona neden olmasina karsmn, H. pylori'ye benzer
mikrorganizmalar maymun, domuz ve kedilerden de soyutlanmis ancak bu hayvanlarla temas
enfeksiyonun prevalansmni agiklayamamaktadir. insandan insana (anneden bebege), fekal-oral,
oral-oral, gastro-oral (igme suyu kaynagi) bulas ileri siiriilmektedir (13,31,69). Insandan
insana bulas birincil bulas olmakla birlikte fekal-oral bulas en 6nemli bulas yoludur (43).
Bakterinin mide sivisindan izole edilmesi, Gambiya'li ¢ocuklarin diskisindan yapilan kiiltiirde
uretilmesi ve Peru'da su kaynaklar-ndan izole edilmesi besin kaynakl> veya su kaynakl>
enfeksiyonu da desteklemektedir (69,75). Helicobacter turleri cevresel kaynaklardan kiiltire
edilememesine kargin, molekiiler ve immunolojik metodlar yeralt1 sularinda ve sehir suyunda
Helicobacter DNA’s»»n saptanmas> i¢in kullanslabilmektedir (69,76). Ancak bakteri dis
ortam sartlarina son derece dayaniksizdir. Enfeksiyonun prevalansi, fekal-oral yolla bulasan
diger bir mikroorganizma olan Hepatit A viriisu ile yakin bir paralellik gostermektedir (31).
Ancak, H. pylori ve Hepatit A virusu’nun prevalans» aras>snda énemli bir iligki bulunamamigtir
(69,77).

Oral-oral bulas yolunda Opme veya annenin g¢ocuga gidayr once kendi agzindan
¢igneyip yumusatarak vermesi ile iliski bildirilmistir (11,16). H. pylori tiikrik ve dental plakta
da izole edilmistir (11,16,38,72). Ozellikle kalabalik ailelerde kusmuk, tiikiiriik ve diskinin da
enfeksiyonun direkt bulag yollarindan oldugu bildirilmektedir (34).

Seksiiel gecis bildirilmemistir. Aile i¢i gegiste enfekte anneden ¢cocuga gegis onemli rol

oynar. Annenin 6grenim durumu ile ¢ocugun enfekte olmasi arasinda ters iliski vardir. Aile i¢i
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bulasta kalabalik aile yapis1 risk faktoriidiir. Cocuk bakim {initelerinde de ¢ocuklar arasi bulag
bildirilmistir. Diger bir gecis yolu da uygun sterilizasyonu yapilmamis endoskoplardan
bulastir. Ev hayvanlarindan gegis gosterilememistir (17,43,78).

H. pylori enfeksiyonu prevalansi gastrointestinal endoskopistler ve dis hekimlerinde
yiiksek bulunmustur (11).

Gelismis tlilkelerde, basarili H. pylori enfeksiyonu tedavi sonras> reenfeksiyon riski
diistiktiir; ancak gelismekte olan Ulkelerde bu arastirilmaktadir (75).

4.5. Helicobacter pylori Enfeksiyonu ve Patogenez

Gastrik mukoza bakteriyal enfeksiyonlara karsi iyi korunmus bir bdlgedir ancak H.
pylori buraya iyi uyum saglar (18). H. pylori diisiik pH’ya olduk¢a duyarhidir. Bu nedenle H.
pylori mide limenine kolonize olmaz, gastrik mukozay> kaplayan musin tabakas»na kolonize
olur. Siilfatlanmis polisakkaritlerden olusan mukus mide asidinden protonlarin difiizyonuna
kars1 koyar. Boylece, mukus mukozal yilizeyde alkali pH’y1 siirdiirebilmek icin bir tampon
olarak rol oynar ve aside duyarl> olan mukozal hucreleri korur. H. pylori’ nin yasamini
slirdiirebilmesi i¢cin miisin tabakasina erisebilmesi gerekmektedir. H. pylori’nin en 6nemli
virulans faktorii hareket 6zelligine sahip olmasidir. H. pylori yalnizca yiiksek hareket 6zelligi
degil ayn1 zamanda kemotaksis gosterir. Ayrica H. pylori sahip oldugu iireaz enzimi
sayesinde miisin tabakasmna erisebilmek i¢cin midenin asit pH’inda yeterince uzun
yasayabilmektedir. Ureaz enzimine sahip olmayan bir mutant>n hayvan modellerinde kolonize
olmadig1 gosterilmis ve tireazin H. pylori kolonizasyonunun ilk evresinde 6nemli oldugu
kabul edilmistir (18,47,73).

Midede, bakteriler hicre ylizeyine (Le b antijeni ve LPS ekspresyonu araciligiyla)
tutunarak, Ureaz, cagA gen urinleri ve antibakteriyel Grunler Ureterek gastrik mukozaya
kolonize olur (38).

Gastrik mukoza hiicreleri tarafsndan mide igine karbonat ve tire salg>lansr. Ureaz enzimi
amonyak ve CO, uUretmek icin gastrik htcrelerden salgslanan treyi hidrolize ederek H.
pylori’nin gevresinde mide asidini ndtralize eden amonyak tabakasi olusturur. Ureazin hiicre
icerisinden mi disariya salindigi ya da diger 6len H. pylori’lerin par¢alanmasiyla mi1 agiga

ciktig1 arastirilmaktadir. H. pylori’nin {ireyi alip, amonyagi disar1 verdigi ya da pargalanan H.
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pylori’deki Ureaz enziminin hayatta kalan H. pylori’nin etrafin1 kapladigi diisiiniilmektedir
(18,36,38,47).

Mukus surekli olarak Uretilerek mide Iimeni igine sabnsr. H. pylori, mukozal hiicreden
salgilanan ve sekillenen yeni miisin tabakasi ig¢inde flajeli sayesinde triblison seklinde
hareketiyle kazarak ilerleyebilmektedir. Enfekte birey ya da hayvandan al>nan Orneklerde,
bakterilerin ¢ogu mukozal hiicrelerin tarafina degil miisin tabakasina yerlestigi bildirilmistir
(47). H. pylori mide epiteli ylizeyindeki mukus tabakasinda yasayarak gastrik asiditeden
korunmakta, bir kismi gastrik epitele yapismaktadir. Doku i¢ine invaze olmamaktadir (31). H.
pylori siilfatlanmis miisin sekerlerine ve epitel hiicreye baglanmasina izin veren adezinler
uretir. Epitel hicrelerin yiizeyinde bulunan bir karbohidrat antijeni olan Le b antijenini
taniyan BabA en iyi karakterize edilmis bir adezin tipidir. Biitiin H. pylori suslarinda flajel ve
tireazin bulunmasina ragmen, BabA yalnizca bazi suslarda bulunur (18,47,73).

H. pylori midede uzun siireli yangiya neden olur, ancak kolonize oldugu kisilerin diisiik
bir kisminda peptik iilser veya gastrik kanser geligir. H. pylori suslar1 arasindaki fenotipik ve
genotipik farkbbklar konak yangssal cevabsns> ve klinik sonucu etkilemektedir (79). Ureaz
enziminin iireyi pargalamasi sonucu olusan amonyak Okaryotik hiicreler i¢in toksiktir ve
enzim kendi kendine gastrik mukozada inflamatuvar bir etkiye sahiptir. Ulserli hastalarda, H.
pylori’nin sahip oldugu iireaz enzimine kars1 serum antikorlar> tretilir (17,47). H. pylori’nin
midede kolonize olabilen tek mikroorganizma olmas> ve gastrik mukus salg>layan hiicrelerede
yerlesme 0zelligi nedeni ile hem dogal hemde kazanilmis bagisik yanit mekanizmalarindan
kagcmas> gerekmektedir. Enfeksiyon varliginda olusan yanitin enfeksiyonu yok etmekte etkili
olmadig1 makrofajlardan kagmasi, enflmasyonun ortaya c¢iktigi gastrik mukozada mast
hicrelerinin aktivasyonu rol oynayabilir ve H. pylori’nin hayatta kalmas> ag¢>s>ndan ¢ok
onemlidir. H. pylori’nin ciddi hastabklara neden olmassnda ise VacA ve cagPAIl rol

oynamaktad>r (80).

4.5.1. Histopatolojik Degisiklikler

H. pylori, kronik yuzeyel gastrit nedenidir (43,81). Enfekte kisilerde siirekli bir gastrik
yangssal yansta sebep olmaktad>r. Bu yangssal yanitta, epiteldeki hasarli bolgeye baslangicta
notrofillerin, bunu izleyen T ve B lenfosit, plazma hicresi ve makrofajlar-n gogt gorulur
(18,82). Yanginin derecesi degiskendir (43).
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4.5.1.1. Virlilans Faktorleri

Tablo 1. H. pylori'nin virtlans faktorleri *

Midede ve fagositler icinde vakuollerde

Katalaz yasayabilmeyi saglar

Midede pH'y1 alkalilestirerek asitten korunma ve
Ureaz yasayabilmeyi saglar
Fosfolipaz Mukusun sindirilmesi ve 1slakliginin artigi
Proteaz Mukusun sindirilmesi ve eriyebilirligin artmasi
VacA Epitel hiicrelerde vakuol olusturmasi
Cag A Sitotoksin olusumundan sorumlu

Is1 sok proteinleri

Otoimmunitede rol oynar

CagPAI (Patojenite adacig1)

Tip IV bakteriyal salg> mekanizmas»n> kodlar ve

CagA’n>n hedef hiicrenin igine girmesini saglar

BabA

Konak mide epitel hiicrelerine yapigsmay1 saglar
ve mide epitel hicrelerinde Lewis kan grubu

antijeni ile reaksiyona girer

IceA (epitele yapismaya neden olan gen

A)

Konak mide epitel hiicrelerine yapismay1 saglar

dupA (Duodenal ulser destekleyici gen
A)

Duodenal iilser ile iliskilidir

*35,46,83. kaynaktan alinmistir.
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4.5.1.1.1. Patogenezde rol oynayan diger faktorler

Gastrointestinal sistem epitel hiicrelerinden interlokin (IL)-8, epitel hiicrelerden tiireyen
notrofil aktive edici protein-78 (ENA-78), Growth related oncogene-a (GRO-a) gibi dogal
diren¢ mekanizmas>n> dizenleyen kemokinler ile IL-6, IL-7, IL-15, gibi antijene 0zguln
yanstta diizenleyici rolu olan sitokinler de salg>lan>r (18). Epitel hucreleri birgok sitokin igin
reseptorler igerir. Aktive olmus mukozal hiicrelerden salinan sitokinler epitel fonksiyonunda
degisiklikler yapabilir. Interferon-gamma (IFN-y) epitel hicresinde MHC sn>f I
ekspresyonunu art>rr (31). Patojen gastrik epitel yizeyindeki MHC s>n>f 11 molokdillerine
baglanir ve apopitozu indiikler (82).

H. pylori mide epiteli Uzerinde, mukus tabakas> tizerinde bulunur; epitel hicrelerinin
icine girmez. H. pylori ile enfekte kisilerin mide mukoza epitel hiicrelerinden proinflamatuar
sitokinler olan IL-1B, IL- 2, IL- 6, IL- 8 ve tum0r nekrozis faktor o (TNF o) salbn>m> artar.
Ozellikle 1L-8 potansiyel bir notrofil kemotaksis aktivatoridir. CagPAl igeren H. pylori
suslarinin igermeyenlere gore daha kuvvetli IL-8 salg>lanmas»na neden oldugu bildirilmistir
(18,41,73,82).

Cesitli cag genlerinin kodladig tirtinler, tip 1V sekresyon sistemlerinin komponentlerine
benzerlik gosterir. Bakteri epitel hiicresine yapistiginda Src-bagimli tirozin fosforilasyonu ve
bir 6karyotik fosfataz olan SHP-2'nin aktivasyonuyla CagA epitel hiicresi i¢ine girer. Bu da
konak hucre proteinlerinin defosforilasyonuna ve hucresel morfolojik degisikliklere yol agar
(79). Ozellikle cag-PAl igeren bakterinin mide epiteline yapismasi ile Niikleer Faktor kappa B
(NF-xB) ve erken-yanst transkripsiyon faktor aktivator protein 1 (AP-1) aktive olur (18).
Diger kemokinler olan GRO-a ve ENA-78 de artar ve bunlar da IL-8 sal>n>mon> art>rr. 1L-8'in
lamina propriyadaki proteoglikanlara baglanmasi sonucunda PNL’lerin epitele dogru
kemotaksisi gorulur. Mide epitel hucreleri tarafndan sentezlenen kemokinler, proteoglikan
iskelete baglanarak PNL’lerin toplandig1 yere dogru yonelirler (31).

H. pylori notrofil adherans faktor (HP-NAP), notrofil CD 11b/CD 18 ekspresyonunu ve
endotel hiicrelerine notrofil yapismasm> artran 150 kDa'luk bir proteindir (43). H. pylori ile
endotel hdcrelerinin  stimulasyonu adhezyon molekulleri olan vascular cell adhesion
molecule-1 (VCAM-1), intercellular adhesion molecule 1 (ICAM-1) ve E-selektin yanss>ra IL-

8'in de salbn>m> ile notrofillerin gogtine katk>da bulunur (79).

18



Trombosit Aktive Edici Faktor (PAF) ise ulserojenik etkisi olan bir fosfolipid
mediatordir. Lyso-PAF saglikli kisilerde gastrine yanit olarak mide mukoza hiicrelerince
uretilir. PAF 0zgul pariatel hicre reseptorleri araciligiyla gastrik asit sekresyonunu uyarir. H.
pylori tilserojenik olmayan Lyso-PAF'> PAF'a metabolize edebilir; bdylece asit sekresyonunu
artrarak direk ve indirek mekanizmayla mukozal hasar> art>rr (43).

H. pylori LPS’i musin ve mukozal reseptdrleri arasindaki iliskiyi bozarak gastrik mukus
tabakasini hasara ugratir, bazal membranindaki epitel hiicresi reseptdrleri ile etkilesir ve
pepsin aktivasyonuna neden olur (31). H. pylori LPS'i enterobakterial LPS'e gore daha diisiik
dizeyde immunojenik aktiviteye sahiptir. Daha diisiikk diizeyde konak yanitina neden olmasi
H. pylori enfeksiyonlarmin diger patojenlere gore daha uzun siirme nedeni olabilir. LPS
antijenik yapis1 konagm Lewis* (Le x) ve Lewis’ (Le y)kan gruplar> ile benzerdir (84). Le
kan grup antijen sisteminde; Tip 1 antijenler Le a ve Le b'dir. Tip 2 antijenler ise Le x ve Le
y’dir. Bunlar ABO kan gruplariyla ilskili olup eritrosit yilizeyinin yanisira gastrik mukozada
da eksprese edilir (85).

H. pylori'nin tirettigi 550 killodalton (kDa) agirliginda nikel igeren multimerik bir enzim
olan {iireaz, lirenin amonyak ve karbonik aside hidrolizi reaksiyonunu katalizler. Olusan
amonyak mide asidini notralize ederek bakterinin kolonizasyonuna yard>mc> olur
(37,43,79,86,87). Ureaz operonu H. pylori kromozomunun 34 kb kssmsna lokalizedir. Ure
operonu, UreA ve UreB olan iki yap»sal alt Uniteyi, UreC ve UreD olan iki regulator alt
tiniteyi kodlar. Ayrica Urel, UreE, UreF, UreG, UreH olan bes yard>mc> proteini kodlar
(43,79,86,88). Regulator genler ureC ve ureD bir mesajc> ribonikleik asit (MRNA)
transkriptinde, yap»sal genler ureA ve ureB ikinci mRNA transkriptinde ve yard>mc> genler
urel, ureg, ureF, ureG ve ureH iiciincii mRNA transkriptinde gosterildigi bildirilmektedir
(Sekil 1) (88). H. pylori, gastrik mukozal tabakaya girer, Ureaz metalloenziminin bir araya
gelmesi baglar. Sitozolik metalloenzim katalitik aktivite i¢in 6 aktif bolgenin her birinde 2
nikel iyonuna gereksinim duyar. Yard>mc> proteinler apoenzime nikel iyonunun eklenmesinde
gorevlidirler. NixA hucre igine nikel iyonlarmmn transportunu saglayan sitoplazmik membran
proteinidir (79,89). ilk olarak nikel iyonlar:1 hiicre igerisine transport edilir, onlar NixA
transporter’>ndan sabno>rlar ve ureE onlar> biriktirir. UreE geni sonra nikel iyonlarsyla treaz>n
aktif bolgesine verilir. ureF ve ureG, ureE ile kompleksin etkilesimini kolaylagtirarak
metallomerkez toplanma bolgesine karbondioksit gotiirdiigii hipotezi mevcuttur (75). urel H+
kap>l> Ure kanal>ns> kodlar (86,87,90). "ABC transporter”, "P-tip adenozin trifosfat (ATPase)",
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"Hpn (histidine-rich protein)" ve HspA, nikel iyon transportunu etkileyebilen ve (reaz
aktivitesini artirabilen diger proteinlerdir (79,86). Bu proteinler NixA’nin degistigi bolgelerde
NixA icin yedek sistem gibi rol oynar (86). indiiklenebilir nitrik oksit sentaz>n up-
regilasyonu ve nitrik oksit sabnsm>mn  ureA  ekspresyonuyla iliskili oldugunu ileri
siriilmiigtir. Buna gore iireazin sadece amonyum {iretiminde degil, yangida da rolii

olabilecegi diisiinilmektedir (79).

imA ; twwl urwE uwF 1weG ueH

[ BT

4 .2kD 15kD iE.SkD 13D i 27D 195D 26kD 21.7kD 26kD
i

Regulasyon Ureaz alt Gniteleri Yard>mc> genler

Sekil 1. H. pylori’ nin Greaz operonu*

*86. kaynaktan alinmustir.

4.5.1.1.2. Mide Mukozal Bariyerinin Bozulmas»

Musinaz, mukus tabakasinin yapismi ve akiskanligimmi bozarak H. pylori’nin epitel
tabakas»na kolayca gegisini saglar (43,91).

Fosfolipaz, mukus htcrelerinin apikal membransndaki koruyucu fosfolipiten zengin
tabakay> bozar (43). Fosfolipaz A2 ve C, membran fosfolipidlerini parcalar, mide
mukozas>n>n  hidrofobik 6zelligini azaltir; mukus tabakasi incelir, depolimerizasyon ve
destlfasyon sonucu yapist degisir (43,66,92). Etkinlikleri bizmut tuzlar> tarafndan inhibe
edilebilir (43).

H. pylori enfeksiyonu mide epitel hicrelerinde indlklenebilir nitrik oksit sentetaz
(INOS) ekspresyonu ytiksek miktarda nitrik oksit (NO) sentezi ile sonuglanarak doku hasar>na
ve immun yamta neden olur (43,91). H. pylori eradikasyonu ile insan gastrik epitel
hicrelerinde INOS azalmaktad>r (43).
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i. Vakuol Olusturucu Sitotoksin (VacA)

H. pylori suslarinin yaklagik %50'si tarafindan iiretilir. vacA geni tarafndan kodlanan
epitel hiicrelerinde intraselliiler vakuol olusturan bir toksindir (82). Ancak yapilan ¢aligmalar
vacA geninin suglarm tamamina yakin bir boliimiinde bulundugunu gostermistir. Tox+ (Tip I)
suslarda VacA toksini lretilir, Tox- suslarda ise tiretilmez. VacA toksini 140 kDa'luk dnciil
protein olarak sentezlenir, hiicre disina ¢iktiginda 87 kDa'luk polipeptiddir. Toksin ¢igek
seklinde 6 veya 7 simetrik oligomerden olusur; difteri, antraks toksinleri gibi AB toksin
yapisinda oldugu diisiiniilmektedir. Bu toksinin kii¢iik parcast p37 apoptozdan sorumlu iken,
biiyiik parca p58 kiiclik parca ile birlikte vakuol olusturmaktan sorumludur. Asidik sartlarda
vakuol olusturucu aktivitesi artar. vacA geni yap»> olarak Haemophilus influenza ve Neisseria
gonorrhoea’n>n IgA proteazlarna benzer (31,36,37,43,79). VacA toksini, kendisini epitel
hiicre zar> icine sokar ve voltaj bagimli bir kanal olusturur (18,92). Vakuoller H*/ATPaz
araciligiyla asitlendirilir. Vakuollerin i¢ine katyon akisi vakuollerin sismesine neden olur
47).

VacA geni iki degisken bolge icerir. Sinyal peptid kodlayan s bolgesi sl ve s2 allelik
tiplerini igerir. Tip 1 suslarinda la, 1b ve 1c alttipleri tanimlanmistir. m (orta) bolgesi m1 ve
m2 allelik tiplerini igerir. cagA ve vacA sl arasinda yakin iliski vardir. Ciinkii bircok sl susu
cagA pozitiftir; klinik yans>mas»> da daha siddetli olmaktadir (37,73,84). Gastrik epitel hasar>
vacA ml susu ile enfekte olanlarda m2 ile enfekte olanlara gore daha kuvvetlidir. Tox+ suglar
epitel hicrelerine Tox- 'lerden daha fazla hasar verir. vacA sl ile enfeksiyonda yang> s2'den
daha siddetlidir. Ayrica sla alleline sahip suslar slb'den daha fazla seviyede yangiya neden
olur (31).

ii. Sitotoksin Ile Iliskili Gen (CagA)

Baz> H. pylori suslar1 31 geni olan 40 kbp'lik cag PAI igerir. cag PAI, Tip 1V sekresyon
sistemi Ozelligi gosterir (31,51,84). Bu sistem Bordetella pertussis (pertussis toxin liberation
genes) Agrobacterium tumefaciens (Ti plazmidindeki virB, D, E bdlgeleri), E. coli (tra
genleri) ve H. pylori (cag PAI) genomlarsnda bulunur (31). Hayvan modellerinde cag
patojenite adasina sahip olan suslarin olmayanlara gore daha virulan oldugu gosterilmistir

(51). Makromolekillerin sekresyonunda konjugatif transfer asamasinda hedef hiicre
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(genellikle epitel hiicresi) ile temasta kullanilan bir mekanizmadir. Tip I suslarinda cag PAI
bulunur. Tip 1I'de bulunmaz. Kromozomal glutamat rasemaz (glr) genine entegre olmustur.
Epitel hicrelerinden 1L-8 sabn>m»ynin azaldigi cag geni igermeyen izogenik mutantlarda
gosterilmis ve kronik yangida rolii oldugu bildirilmistir. Ayrica cag PAI igeren suslarda temas
sonras1 yalanci ayak olusumunun indiiklenmesi, konak proteinlerin tirozin fosforilasyonu,
hiicre iskeletinde olusan degisiklik in vitro olarak gosterilmistir (31). cag PAI’de konaktaki
sitokin Uretimine katk>da bulunan picB, picC olarak isimlendirilen iki gen bulunmustur. picB
geni tastyan suslarin, cagA genini de bulundurduklar1 bildirilmistir. cagA ve picB genini
beraber tasiyan suslarin, mide mukozasindan IL-8 Uretimini arttirdiklar1 gosterilmistir (31,92).
cagA, bakteriyel yapismay1 izleyerek Src-bagimli tirozin fosforilasyonu ve aktive olmus bir
Okaryotik fosfataz>n (SHP-2) yol actig1 konak hiicre proteinlerindeki degisiklikler yoluyla
konak hucre igine girer (79). Bat> tilkelerinde vacA sl ve cagA varliginin peptik iilser hastaligi
ile iliskili oldugu bildirilmistir. Ancak bu iliski Asya lilkelerinde gosterilememistir. vacA sla
ve slb genotipleri bat> llkelerinde daha fazla, Dogu Asya’da ise slc genotipi daha s>k
gOrulmektedir (93).

iceA geni, iceAl ve iceA2 olarak iki tip igerir. iceAl geni, H. pylori’'nin epitele
yapismasina neden olan bir gendir ve epitele temasi ile uyarilir (31,94). Ayrxca, H. pylori
enfeksiyonu mide asidini arttran peptid yap>l> gastrin hormonunun ekspresyonunu art>or;
asidi azaltan somatostatin hormonunun ekspresyonunu bask>lar. Bu etkisi gastrik yang»
varhiginda goriiliir (31,43). H. pylori ile enfekte kisilerde gastrin diizeyinde artis oldugu
gosterilmistir. H. pylori enfeksiyonunda antrumda gastrin sekrete eden G hiicreleri yogun
olarak bulunmaktadir. Antrumda yerlesen bakterinin iireaz enzimiyle amonyak iiretimine yol
acip G hiicrelerinin stimiile edilmesiyle hipergastrinemi olusmaktad>r. H. pylori
infeksiyonunda serum pepsinojen I (PGI) ve pepsinojen II (PGII) diizeyinin arttigi, PGI/PGII
oraninin azaldig1 gosterilmistir. Basarili eradikasyon tedavisi sonrasi ise PGI ve PGII

diizeylerinde azalma oldugu belirtilmektedir (95,96).

4.5.1.2. Kolonizasyon Faktorleri

4.5.1.2.1. Hareket

Hayvan modelleri ile yapilan c¢aligmalarda H. pylori'nin  mide mukozas>na

kolonizasyonunda ve enfeksiyonun siirekliliginde hareketin 6nemli bir faktor oldugu
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gosterilmistir. H. pylori 0zellikle viskozitesi yliksek ortamlarda hareketlidir ve hareketi pH'a
bagimlidir. pH 4'iin altinda bakteri hareketsizdir (31). Bu sebeple H. pylori mide lumeninde
kolonize olamaz; ancak gastrik mukozay> kaplayan musin tabakas>nda oldukca iyi kolonize
olur. Mukus mide asidinden kaynaklanan protonlarn difuizyonuna direng gosterir. Clnki
sulfatidile polisakkaritler nedeniyle negatif yuklidir. Mukus mukozal yiizeyi kaplayan alkali
bir tampon olarak gorev abr. Bu rolu ile aside duyarl> olan mukozal hiicreleri korur. H. pylori

mukus tabakas>nda yasayabilir ve hareketlidir ve kemotaksis 6zelligini gosterebilir (51).

4.5.1.2.2. Katalaz ve Siiperoksit Dismutaz

H. pylori katalaz ve superoksit dismutaz>n tretimiyle hiicre i¢i 6limden ve fagositozdan
korunur (97).

4.5.1.2.3. Isi Sok Protein Homologlar>

"Chaperonin"ler diisiik diizeylerde eksprese edilen, tiim organizmalarda bulunan,
korunmus, tiim 1s1 diizeylerinde normal hiicre fonksiyonunun devamini saglayan proteinlerdir.
Bunlar daha sonra 1s1 sok proteinleri (Hsp) olarak adlandirilmistir. Diger bakteriler gibi H.
pylori'de de, bir GroEL benzeri protein (HspB); birincil "Chaperonin” ve GroES benzeri
protein (HspA) ikincil "Chaperonin” bulunur (98). H. pylori'de HspB'nin kodlandigi gen
bolgesi olduk¢a korunmus bir bdlgedir. Yapisal benzerlige dayanarak HspB'nin lreaz igin
molekiiler "chaperon" olabilecegi ileri siiriilmiistir. H. pylori hspA geni, C terminal
bolgesinde nikel-baglayan bolim igeren bir gen olup fonksiyonel iireaz molekiiliine nikel
baglanmasinda rol oynadig ileri siiriilmiistiir (43). HspA ve HspB proteinlerinin, treaz ile

beraber sal>n>m> deneysel olarak Ureaz aktivitesini arttirdig gosterilmistir (92).

4.6. H. pylori ile Tliskili Hastaliklar

H. pylori enfeksiyonu klinik yansimasi degiskendir; mikrobiyal ve konak faktorlerinden
etkilenir (18).

H. pylori ile enfekte bireylerde hayat boyu devam eden ve genellikle asemptomatik
seyreden yiizeyel aktif kronik gastrit olusmaktadir. Kronik gastrit ise gastrik kanser
gelisiminde risk faktorlerindendir (92). H. pylori enfeksiyonunun prevalans>nn yuksek
oldugu iilkelerde gastrik kanser orani da yiiksek gozlenmistir (16-18,30,36-38,44,52).
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Mide (lserinin >%80’inin H. pylori ile iliskili oldugu, H. pylori’nin kolonizasyonuna
bagli olarak duodenal iilserin gelistigi bildirilmektedir (16,17,31,38).

Mukoza iliskili lenfoid doku (MALT) lenfomali hastalar % 72-98" inin de H. pylori
ile enfekte oldugu belirtilmektedir (18,82).

4.6.1. Iliskili Oldugu Diisiiniilen Diger Hastaliklar ve Sendromlar

H. pylori'nin kardiovaskiler hastabklar ve pernisiyoz anemiyle iligkili oldugu
bildirilmistir (11,16,31,38). Ger¢ek otoimmun pernisiydz anemi korpus atrofisi ile, ancak H.
pylori ile iligkili pernisiydz anemi antrum ve korpus atrofisi ile iliskilendirilmistir (16). H.
pylori’nin demir eksikligi anemisine neden oldugu bildirilmektedir. H. pylori’nin korpusu
tuttugu gastritte kobalamin absorbsiyonu igin gereken intrinsik faktoriin sekresyonu
azaldigindan B12 vitamin eksikligi gelisebilecegi bildirilmektedir (72). H. pylori’nin gxda
alerjisi, kisa boy, tiroid hastaligi, kronik iirtiker, bas agrisi, diabet ve Raynaud’s fenomeni ile

zayif iligkili oldugu diisiiniilmektedir (16).

4.7. Helicobacter pylori Enfeksiyonu Tams>nda Kullanslan Yéntemler

H. pylori tan>s>nda endoskopi gerektiren invaziv ve endoskopi gerektirmeyen invaziv
olmayan yontemler kullansimaktad>r (11,99). Bu yontemler gesitli avantaj ve dezavantajlara

sahiptir (Tablo 2) (100).

Tablo 2. H. pylori enfeksiyonu tan> testleri *

Avantajlar Dezavantajlar
Invaziv olmayan
Serum ELISA Ucuz Takip i¢in kullanigh degil

Pahal>, asit bask»>lay>c> tedavide hastalarda

UBT Takip i¢in kullanigh yalanc> negatif sonug verebilir.
Disk1 Antijen Laboratuvar uygun degilse monoklonal
Testi Ucuz, takip i¢in kullanigh |antikorlar kullan>imamalsd>r
Tam Kan testi Ucuz, h»zl> Serum ELISA'dan daha az kesin
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Idrar ve tiikiiriik | Epidemiyolojik H. pylori spesifik antikorlar>n>n
Testleri caligmalar i¢in uygundur | belirlenmesinde bir rola sahip degildir

Invaziv

(endoskopik)

Histoloji Patolojinin goriilmesi Diisiik diizeyde enfeksiyonlar> kagsrabilir
Hizl, pozitifligi tedavi
HUT oncesinde elveriglidir Yanlis pozitif olabilir
H. pylori varhigi altin
standart, antibiyotik | Maksimum duyarlilikta degildir; rutin igin
Kaltur duyarbbk testi uygun degildir, 4-7 gune ihtiya¢ duyar

*100. kaynaktan alinmustir.

4.7.1. Invaziv Yontemler

4.7.1.1. Biyopsi Ureaz Testi

Mide biyopsi 6rneklerinde H. pylori’nin iireaz enziminin varligini saptayan bir testtir.
Ureaz temelli testlerin duyarhligi midedeki bakteri yogunlugu ile iligkilidir (43,101). H.
pylori’nin iirecaz enzimi treli besiyerindeki {ireyi bikarbonata ve amonyaga pargalar.
Amonyak iyonlars pH’> arttrr ve pH indikatori fenol kormsz>s>non rengi sarsdan ksrmsz> ya da
pembeye degisir (31,42,47). Jel temelli testler (CLOtest, HpFast), kagit temelli testler
(PyloriTek, prontoDry HpOne) ve s»v> temelli testler (CPtest, EndoscHp) gibi birgok ticari
Ureaz testleri (42,99,101,102) ile laboratuvarda haz>rlanan konsantre (% 10’luk) tre igeren
h>zl> Greaz testi kullansimaktadsr (31). Testler biyopsi 6rnegindeki H. pylori sayisina baglh
olarak, 0 -15 dakikada hs>zl> sonu¢ verirler ancak 1 ile 24 saat icinde de sonug
alinabilmektedir. PPI ya da bizmut bilesenleri gibi iireaz aktivitesini etkileyen ilag tedavisi ya
da antimikrobiyal ajanlar>n kullansimas>n>n  h>zl>  (Greaz testlerinin  duyarbbklarsn»>

etkileyebilecegi bildirilmistir (11).

4.7.1.2. Histopatolojik Inceleme

H. pylori’nin yamal> tarzda kolonize olmas>ndan dolay> hem antrumdan hemde

korpustan iki ornek abnmas> Onerilmektedir. Biyopsi ornekleri %10’luk tamponlanmis
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formalin i¢inde oda sicakliginda laboratuvara gonderilmektedir. H. pylori ile korpus ve
antrum biyopsi drneklerindeki bakteriler 0-3 aras>nda semikantitatif olarak gastrik mukozansn
histolojik Ozellikleri (inflamasyon, atrofi, intestinal metaplazi (IM) ) de Giincellestirilmis
Sydney Sistemine gore degerlendirildigi bildirilmektedir (42,103).

Bakteri mukus i¢inde, yiizey epiteline tutunmus olarak, siklikla da kriptin i¢ine dogru
derinlerde bulunur (43). H. pylori ile kolonize biopsiden direkt sirtnti Gram boyama h>zl>
tan>da kullanslabilir. Warthin-Starry glimiis boyasi, modifiye Giemsa ya da Genta boyasi,
Hematoksilen-eozin (H&E), Diff-Quik, Diff-3, Alcian mavisi ve akridin oranj gibi 6zgun
boyama yontemleri kullan>imaktadsr (31,43,99,103). H. pylori’nin histolojik tan>s>nda diisiik
maliyetli olan Giemsa boyama Warthin-Starry boyamaya goére tercih edilir (94,101). Ayrxca
rutinde kullanslan H&E boyama ile H. pylori gosterilebilir (16,27,90). Ancak bakteri say»s> az
oldugunda ve liimende doku artiklar1 varsa H&E boyama yanlis degerlendirmelere yol
acabilir (43).

Monoklonal veya poliklonal floresan anti-H. pylori antikorlarinin kullanildig1 6zgiilligi
yuksek immunohistokimyasal boyama da uygulanabilir. Ancak bu boyama laboratuvar
maliyetini art>rr (31,94,103).

4.7.1.3. Kiltir

H. pylori tan>s>nda kullanslan kiltur alt>n standart yontemlerden biridir. Antimikrobiyal
duyarlilik testlerine olanak saglar ve kiiltiirle elde edilen sus tiplendirme yontemlerinde, ileri
arastirmalarda kullanslabilir (31,43,68). Ancak H. pylori kiiltirde yavas iireyen bir bakteridir
(11,68). Inkubasyon siiresi 3-7 giindiir. Diger bakteriler gibi, kiiltiirde iireyebilmesi i¢in canli
olmas> gerekmektedir (31). Kiiltiirin duyarliigmi disiirdiigii i¢in, endoskopi 6ncesi 4 hafta
icinde hastalar>n antibiyotik ya da 0Ozellikle PPI gibi antisekratuar ilaclar kullanmamas>
onerilmektedir (42,101). H. pylori enfeksiyonu tan>s> igin gerekli olan biyopsi drneklerinin
sayis1t Onemlidir. Antrumdan alinan tek biyopsi 6rnegi iyi duyarl>bk verir ancak givenilir tan>
icin yeterli degildir. H. pylori yamali tarzda dagilima sahip oldugundan bakterinin tani sansini
arttirmak i¢in korpusdan iki, antrumdan iki biyopsi Ornegi alinmasi Onerilmektedir (42).
Normal tuzlu su, % 20 glikoz iceren Stuart’s transport besiyeri, Portagerm pylori
(bioMérieux, France) ve cikolata agar slant gibi transport besiyerleri kullansimaktadr.
Stuart’s besiyerinin igerisinde biyopsi materyalinin 4°C’de 24 saat saklanabilecegi
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bildirilmektedir (99,103). Biyopsi 0rnegi 24 saatten uzun siire saklanacaksa —70°C veya S»v»
nitrojen kullan>imabds (31).

H. pylori’yi kiiltiirde iretebilmek icin ¢esitli secgici ve secici olmayan besiyerleri
mevcuttur (43). At kan, at serumu veya koyun kani eklenmis beyin kalf infiizyon (BHI) agar,
brucella agar, Tryptone Soya agar, Columbia agar, Wilkins Chalgren agar ve Skirrow's agar
kaltirde kullanslmas> 0Onerilen besiyerlerindendir (29,42,65,104). Ayrxca besiyerleri H.
pylori’nin gelisimini arttirict ¢esitli besinlerde (vitaminler ve oligoelementler gibi...)
icermelidir. Kat1 besiyerlerinde kullanilabilecek diger katki maddeleri olarak yumurta sarisi,
komiir, nisasta, bovine serum albumin (BSA), katalaz, 2,3,5-trifenil tetrazolium klorid (40
mg/liter) bildirilmektedir (42). Besiyerine, diger mikroorganizmalar>n tremesini engellemek
icin H. pylori suslarmin bir¢cogunun dogal direngli oldugu antibiyotiklerden vankomisin,
trimetoprim, amfoterisin B, sefsulodin, polimiksin eklenebilir. H. pylori suslarmin gesitli
antibiyotiklere direnci de degiskendir (42,65,104). Optimal kiiltiir sicakligi 37°C’dir. Optimal
kosullar altinda birincil kiiltiir i¢in 2-4 giin optimumdur. Kultirin negatif olmas> durumunda,
sonuclarin negatif oldugunu kesinlestirmek icin 7 ile 12 giin inkiibasyon Onerilmektedir.
Kiltur kuruluk, hava ile temas ve sicaklik gibi kosullardan etkilenir. Tiim fenotipik ve
genotipik identifikasyon testleri gerceklestirildiginden kiiltiiriin duyarliligir %95, 6zgilligi
%2100°dur (42).

H. pylori igin rutin antimikrobiyal duyarlbbk testi dnerilmemektedir. Metranidazol ve
klaritromisin ile tedavi sonrasi diisiik eradikasyon oranlar1 antimikrobiyal direng ile iliskilidir.
Antimikrobiyal duyarbbk testi disk diflizyon, Epsilometer test (E test), agar dilisyon gibi
yontemler kullanslarak yapslabilir. H. pylori duyarblk testlerinde CLSI (Clinical and
Laboratory Standards Institute) tarabndan klaritromisin antibiyotigi igin agar dilusyon
yontemi 6nerilmektedir (99,103,105).

4.7.1.4. Molekiiler Tan> Yontemleri

H. pylori tanisnda biyopsi ve diski PCR ile RT-PCR, Floresan in situ hibridizasyon
(FISH) yontemi, DNA enzim >mmun assay ve molekiler tiplendirme yontemleri gibi
molekiiler yontemler kullan>imaktad>r (11,68,99,101-107).
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4.7.2. Invaziv Olmayan Yontemler

4.7.2.1. Ure Nefes Testi (UBT)

UBT H. pylori ile enfekte bireylerin midesinde iireaz aktivasyonunun varligini
belirleyen altin standart yontemlerden biridir. Agiz yoluyla alinan **C veya *C isaretli iire, H.
pylori ile enfekte kisilerde bakterinin iireaz enzimi ile pargalanir. Mukus tabakasinda ortaya
¢ikan ire hidroliziyle amonyak ve isaretli CO, olusur. Olusan isaretli CO2’in solunum
havasinda tespit edilmesi esasina dayanir. Duyarliligi ve 6zgiilliigii oldukea yiiksek tani testi
olmas>n>n yansssra; eradikasyon tedavisinin izleminde de kullansimaktadsr. Diger bir gastrik
Helicobacter olan H. heilmannii yalanc> olumlu sonuglara neden olabilir. Antibiyotik tedavisi,
bizmut tuzlarn>n kullan>m> veya PPI kullan>m> ise yalanc> olumsuz sonuglara neden olabilir
(42,99,101,105). Ulserden ya da gastrik biyopsi 6rneklerinin albnmassndan dolay> bir kanama
varsa, yalanci olumsuz sonuglar ortaya ¢ikabilir. Bir ¢calismada, yiiksek konsantrasyonda sitrik
asidin verildigi yerde, omeprazol ya da pantoprazol kullanildiginda lansoprazol ya da
esomeprazol kullanilmadiginda, yalanc> olumsuz sonuclarn ortadan kalktigi bildirilmistir
(42,102). UBT’nin yalanct olumsuzlugunun Onemli bir nedeninin de atrofi oldugu

bildirilmistir (108).

4.7.2.2. Serolojik Ydntemler

4.7.2.2.1. Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA)

H. pylori enfeksiyonu humoral bagisik yanitta 6zgiil IgM antikorlarindaki kisa siireli
yiikselmeyi, tiim enfeksiyon sirasinda kalic1 olan IgG ve IgA artisi izler. Serum, tiikriikk ve
idrardaki 1gG ve IgA antikorlarn> saptamaya yonelik tanssal testler gelistirilmistir (42,101).
Akut H. pylori enfeksiyonunda nadiren IgM antikoru ortaya ¢>kar, cogunlukla IgA yiikselir
(42,103). Tedavi edilmeyen vakalarda IgA/IgG antikor seviyeleri uzun sire, bazen de hayat
boyu yuksek kabr. H. pylori eradikasyonu sonras> IgG ve IgA seviyeleri diismeye baslar,
yaklagik alt1 ayda tedavi dncesi degerlerinin yarisi1 gozlenir. Kronik gastritli hastalarda 1gG ve
IgA’n>n gastrit aktivitesini saptamadaki rolu bildirilmektedir (43,109-111).
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H. pylori’ye 6zgul antikorlar>n saptanmas>nda kullanslan bir serolojik testin yararliligi
kullanilan antijenin igerigine baghdir. Genelde ii¢ tip antijen kullanilmaktadir. Bunlar; tam
hicreler ve tam hiicre parcalar> gibi ham antijenler; glisin ekstraktlar> ve >s> stabil antijenler
gibi hiicre parcacsklari; tireaz ve 120 kDa antijen gibi zenginlestirilmis antijenlerdir (43).
cagA veya vacA’ya karst antikor saptamaya yonelik yeni serolojik testler gelistirilmigtir
(99,103). Bu testler cagA proteini gibi 6zgiin saflagtirilmis veya rekombinant antijenleri
kullanir (31). Serolojik yontemler epidemiyolojik ¢alismalarda tarama testi olarak
kullanirlilig1 bildirilmektedir (43).

Serolojik testlerin avantajlar> 6zel ekipman ya da tekniklere gerek olmamas>dx ve
cogunlukla hastane ya da klinik laboratuvarlarda gerceklestirilmesidir. Serolojik testlerin en
onemli dezavantaj> aktif enfeksiyon ve H. pylori’ye dnceden maruz kalmak aras>nda ayr-m
yapamamasxdr. Antikor seviyeleri H. pylori enfeksiyonu i¢in tek bir tedavi almig olan
hastalarm kaninda uzun siire kalabilir. Iste bu nedenle, H. pylori’nin basar1 ile tedavi edildigi
hasta sayis1 bir populasyonda artiyorsa, seroloji ile yanlis pozitif test prevalansinin arttigi
bildirilmistir (101).

Atrofik gastritin teshisinde serolojide yeni yaklasimlar olarak Gastropanel
onerilmektedir. Bu testlerde antral mukozan>n belirleyicisi olarak gastrin-17 serum seviyesi,
korpus mukozas>non belirleyicisi olarak PG I, PG I/l oranxmn serum seviyesi Olgilur
(103,106).

I. Hasta Basi Testler

Klinik veya muayenehanelerde H. pylori enfeksiyonu h>zl> tamssnda kullanslan
testlerdir. Bir damla tam kan veya serum kullanslan tek basamakl> uygulanmas> kolay
yontemlerdir. Ancak yapilan ¢aligmalarda duyarlilik ve 6zgiilliikleri diisiik bulunmustur (99).
Helisal, FlexSure, Hp Check, Stat Simple, Accustat, BM test ve Pyloriset Screen gibi testlerin
ortalam duyarlilik ve Ozgiilligli swrasiyla %90 ve %82°dir. Doktorlar tarafindan
gerceklestirilen bu testlerden biri ile ELISA karsilastirildiginda dogruluklart %95
bulunmustur (42).
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4.7.2.2.2. Western blot

Western blot 6zgul antijenlerin jel elektroforezi ile ayr>bp, nitroseliiloz membran filtre
striplere transfer edilerek hasta serumunda H. pylori’ye karsi olusan sivisal bagisik yanitta
bakterinin gesitli antijenlerine kars1 olusan antikor yanitin1 gdsteren bir “immunoblotlama”
yontemidir (101). Bu antijenler CagA antijeni, UreA ve UreB, HspA ve HspB, flagellin alt
uniteleri, katalaz, lipopolisakkarit, “current infection marker (CIM)” ve OMP gibi
antijenlerdir. H. pylori suslar1 arasindaki farkliliklarin yanisira bakteri ile enfekte kisilerdeki
bagisik yanitta da farkliliklar gorilir. H. pylori tam hiicre lizatlarmm kullanildigir Western
blot, bakteriyal antijenlere karsi olusan antikor profili hakkinda daha detayl> bilgi edinmemizi
saglar (105,112). HelicoBlot 2.0 ve Recombinant Immunoblot Assay Strip (RIBA) gibi son
caligmalarda iyi duyarlilik ve 6zgiilliikk gosteren Western blot ticari kitleri gelistirilmistir (99).
HelicoBlot 2.1 CIM’> igerir (103).

4.7.2.3. Disk1 Orneklerinde Kullanilan Tam Yéntemleri

4.7.2.3.1. Diski Kiiltiirii

H. pylori' yi saptamada en 6zgun yontem klinik drneklerden kiltirdur. Ancak ¢ok az
aragtirmaci H. pylori' yi diskidan izole edebilmistir. Cesitli bakterilerin digkida bulunmasi ve
H. pylori’nin zor iiremesi nedeniyle diski kiiltiirii zordur. Bu ylizden H. pylori, Escherichia
coli, Shigella spp, Salmonella spp veya Vibrio cholerae gibi diger kiiltiirde kolay iiretilebilen
enterik bakterilerden farkbdsr (113). 1992'de Thomas ve arkadaglarinin, Gambiya'da
malniitrisyonlu bebeklerin diskilarindan ve erigkinlerin diyareli diskilarindan yaptiklari
kilturde H. pylori ftretilmistir (42,114). Diski kiiltiiriinde H. pylori' nin dretilebilmesi
bakterinin canli formunun diskida bulundugunu gostermistir. Insan diskis1 yiiksek oranda
safra asitleri icerir ve bu yiizden H. pylori' nin diskidan izolasyonu giigtiir. intestinal flora ve
onun Uriinleri, barsaktan gecis zamani, digkinin icerigi ve saklama kosullar1 gibi diger
faktorler de onemlidir. Bakteri in vivo, spiral veya kivrimli basil seklindedir. In vitro
deneylerle safra asitlerinin bakterinin  morfolojisini  kiiresel sekle doniistiirebildigi
gosterilmistir. Duodenum ve kolondaki anaerobik ortam da H. pylori' nin kuresel veya kok

yap>s>na donmesine neden olabilir. Eski kiltirlerde de bakteri kok yap>s>na donebilir ki bu
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formun da canli ve dinlenen form oldugu gosterilmistir. Kok yapisinin patolojik dnemi

hakkinda c¢eliskili agiklamalar mevcuttur (23,31).

4.7.2.3.2. Diski Antijen Testleri

H. pylori' yi digk1 6rneklerinden saptanmasinda ELISA, immunokromatografik (kart ve
strip) testler kullan>imaktad> (11,31,101). Avrupa H. pylori Calisma Grubu (EHSG) H. pylori
enfeksiyonlarmin tedavi oncesi tanisinda monoklonal digki antijen testleri veya UBT’yi
tavsiye etmektedir. Eradikasyon tedavisinin etkinliginin izleminde ise UBT’ye alternatiftir
(99,105,115,116). Antimikrobiyal tedavi tamamland>ktan sonraki 4 hafta icinde
uygulandiginda, eradikasyon tedavisinin kontroliiniin yami sira kronik enfeksiyonun
saptamasinda da duyarlilig1 ve spesifikligi yiiksektir (31,101,103). Poliklonal ve monoklonal
anti-H. pylori diski antijen testleri kullanilmaktadir. Poliklonal anti-H. pylori diski antijen
testleri daha Onceleri yaygrn olarak tedavi Oncesinde H. pylori enfeksiyonu tanss>nda
kullanilmig ancak son zamanlarda monoklonal antikor testleri kullansimaktad>r (99,101). Yeni
gelistirilen monoklonal antikorun kullanildig1 baz1 digki antijen testlerinin UBT ye alternatif
oldugu bildirilmektedir (23,116,117). ELISA FemtoLab H. pylori (Connex) Amlified-IDEA-
HpStAR (Dako, Glostrup, Denmark) ve Rapid HpStar (Oxoid), Simple H. pylori test (Operan
SDA, Zaragoza, Spain) ve Immunocard STAT! HpSA test (Meridian Bioscience Europe,
Milan, Italy) monoklonal disk1 antijen testlerindendir. Bu testler ofis digki testi olarak hizli ve
basit testlerdir ancak dogrulugu standart laboratuvar ELISA’dan daha disiiktiir
(42,102,103,106). Gastrik kanamal> hastalarda, poliklonal antikor ve hszl> monoklonal
immunokromatografik antijen testlerinde kandan dolay1 diisiik duyarlilik belirlenmistir ve bu
testlerde pozitiflik icin dnerilen spektrofotometrik cut-off noktas>ndan dolay» diisiik sonuglar
saptanmustir (102,103).

4.7.2.3.3. Diskit PCR
Molekiiler testler H. pylori tans>nda klinik orneklerden niikleik asitlerin saptanmas>
esas>na dayansr (117). H. pylori icin farkl> genomik bdlgelere yonelik PCR testleri

tanimlanmistir (20). Bakteri sayis1 azsa, yavas iirliyorsa veya tanimlanmasi giicse PCR tani

icin uygundur. Yiiksek duyarliligina ragmen klinik 6rneklerdeki kontaminantlarm varligina
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bagli inhibisyona duyarli bir tekniktir. Bu ylzden yalanc> negatif sonuglar abnabilir (117). H.
pylori' yi digki o6rneklerinden PCR ile saptamak i¢in yapilan bir¢ok c¢alismada celiskili
sonuglar almmistir. Bu sonuglar, DNA’nin yapisinin bozulmasi ve/veya digkida PCR
inhibitorlerinin varligma baglxdx. Ayrsxca intestinal bakteriyal patojenlerin canl> formlar>n>n
diskida yiiksek konsantrasyonda bulunmasima ragmen H. pylori' nin diisiik konsantrasyonda
bulunmasi1 ve pargalanmig formunun saptanmas> da diger olasi nedenlerdir (118). Digk1
ornekleri DNA ekstraksiyonu ve amplifikasyonu ¢ok zor gergeklestirilen Orneklerdir.
QIAamp DNA Stool Mini Kit PCR kosullar1 altinda DNA ekstraksiyonu i¢in kullanilmigtir ve
duyarbligi %98 olarak saptannustir (103). insan diskis1 PCR inhibitdrleri igermektedir. Bu
inhibitorler hedef DNA amplifikasyonundan O6nce Ornekten uzaklastirilmalidir. PCR
inhibisyonunun digki slispansiyonunun diliisyonu ile ortadan kaldirilabilecegi ileri
stiriilmiistiir. Ancak bu yontemle testin duyarlilig1 azalmaktadir. Cilinkii diliie 6rnekte daha az
bakteri vardir. PCR amplifikasyonu i¢in diskidan DNA'y1 saflastirmada gesitli yontemler
gelistirilmistir (117). Diskida H. pylori varligi kolay uygulanabilen kisa siirede sonug veren
yeni bir noninvaziv yontem olan “basit digki PCR” metodu ile saptanabilmektedir (119).
Klaritromisin duyarliligini test etmek amaciyla da kullan>labilmektedir (103).

4.7.2.3.4. Diski Real Time PCR

Biprob teknolojisi kullanilarak digk1 6rneklerinde H. pylori enfeksiyonunun saptanmas>
ve klaritromisin direncinin belirlenmesinde Real-time PCR teknigi kullanilabilir. Biproblar
florofor Cy5 ile isaretlenmis sekans spesifik problardsr (42,103,120). Diski real-time PCR
yontemi tarabndan klaritromisin direncinin belirlenmesi gelecekte H. pylori ve eradikasyon
tedavisinin yonetimi igin 6nemli bir invazif olmayan test olabilecegi bildirilmektedir (103).

4.7.2.4. Diger Ornekler icin Kullanilan Tan1 Yontemleri

4.7.2.4.1. Idrar Antikor Testleri
Idrarda H. pylori’'ye karst1 IgG antikorlarmi saptamak igin  kullanilan

immunokromatagrafi ve ELISA prensibine dayanan iki tip idrar antikor testi vardsx (16,121-

124). idrar temelli ELISA testleri non invaziv, 6rnek toplanmasmm basit, yiiksek duyarlilik
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ve Ozgiilliige sahip olmas> nedeniyle avantajl>dsr (115,116). Ayrsca direk uygulanabilmekte ve
20 dakika kadar kisa bir siirede sonug verilebilmektedir. Idrar temelli immunotestler tarama
icin uygundur ve genis ¢apli epidemiyolojik ¢aligmalar H. pylori enfeksiyonunun prevalans»>n»
etkiler (121). Idrar temelli ELISA kiti URINELISA ve immunokromatografik yontem
RAPIRUN’nin klinik olarak kullanilabilecek yeterli dogruluga sahip oldugu ispatlanmistir.
URINELISA invaziv olmayan ve 6rnek toplamas> basit bir testtir. RAPIRUN cok basit ve
h>zl> olarak gergeklestirilen bir testtir (103).

4.7.2.4.2 Tukuruk Antikor Testleri

Tiikiirtik testi Helisal Assay testinin duyarlilik ve spesifikligi ¢ok diistiktiir (16). H.
pylori’nin klinik tanisi i¢in uygun bir test olmamasina ragmen, noninvaziv, ucuz ve kolay

uygulanabilen bir test oldugu diisiiniilmektedir (31).

4.8. Helicobacter pylori Enfeksiyonunda Tedavi

H. pylori enfeksiyonu eradikasyonunda bir¢ok tedavi protokoli uygulanmakta ancak
eradikasyon tedavisi basarisizhigi da goézlenebilmektedir. Bu nedenle H. pylori
enfeksiyonunun kolaylikla eradike edilemedigi i¢in farkli antimikrobiyallerin kullan>msna
gereksinim duyuldugu bildirilmektedir (31,16).

Tedavi basarisizliginin bazi nedenleri hastanin tedaviye uyumsuzlugu, antibiyotige
direncgli H. pylori varligi, zayif etki ya da antibiyotik konsantrasyonudur (47). PPI ve
amoksisilini iceren ikili tedavi sigara igmek gibi eksternal faktorlere de duyarbdx. H.
pylori’de antibiyotiklere karsi direng kromozomal iligkilidir ve izolatlarin yarisinda plazmid

bulunmasina ragmen, plazmid aracili degildir (31).

4.8.1. Tedavide Kullanslan Ajanlar

H. pylori ile iliskili hastaliklarin tedavisinde antisekretuvar ajanlardan H, reseptor
antagonistleri ve PPI kullan>imaktad>r (16).

Iki ya da daha fazla antibiyotigin birlikte kullanilmasi, eradikasyon basarisini arttirir ve

direngli suslarin olugma riskini azalt>r (31) (Tablo 3).
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Klaritromisin, amoksisilin, metranidazol, tetrasiklin ve bizmut ise kullanslan

antimikrobiyal ajanlardand>r (16,31).

Tablo 3. H. pylori enfeksiyonunda tedavi *

Proton pompa inhibitér Ggla terapi
Gunde 2 tane iki ya da ¢ antibiyotikle ve standard dozda
proton pompa inhibitoru

e Amoksisilin dor

e Klaritromisin  : 500 mg

e Metranidazol  : 500 mg

Gunde 4 kere verilen geleneksel Gglu terapi

e  Bizmut subsalisilat : 2 tablet

e Metranidazol : 250-500 mg
e Tetrasiklin : 500 mg

e  Antisekretuvar ilaclar : Gunde 1 kere

Dortll terapi
e Bizmut subsalisilat ya da sitrat: Giinde 4 kere 2

tablet
e Metranidazol : Gunde 3 kere 500 mg
e Tetrasiklin : Gunde 4 kez 500 mg

e  Giinde 2 kere proton pompa inhibitori

*30. kaynaktan alimmugtir

5. GEREC VE YONTEM

5.1. Cahisma Grubu

Nisan 2006-Temmuz 2008 tarihleri aras>nda dispeptik yak>nmalar> nedeniyle Dokuz
Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Gastroenteroloji Poliklinigi'ne basvuran ve endoskopi
endikasyonu konulan 136 olgu (102 kadin, 34 erkek; yas ortalamas1 46.57 £ 12.63 SD; yas
araligi 21-78) calismaya alindi. Dispeptik hastalar Roma 11 Kriteri’'ne gore belirlendi
(125,126) (Tablo 4). Yakon zamanda kan transflizyonu alanlar, gastrik cerrahi operasyonu
gecirenler, ciddi karaciger hastaligi olanlar, 6zofagus varisleri bulunanlar, koagulopatisi

olanlar, gebelik veya laktasyonda olanlar, son 6 ay icinde H. pylori eradikasyon tedavisi
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alanlar, son bir ay iginde antibiyotik, antisekretuar ilag, bizmut tuzlar> ve sukralfat kullanan
hastalar diglama kriterleri nedeniyle ¢aligmaya alinmadi.

Endoskopi endikasyonu konulan hastalarla bizzat konusulup ¢alisma hakkinda bilgi
verildi. Calismaya katilmayr kabul eden hastalara tiim bu agiklamalari i¢eren "Goniillii
Bilgilendirme Formu" okutulup imzalattsrslds. Oncelikli olarak endoskopi randevulars absndo.
Endoskopiden oOnce H. pylori tedavisine yonelik higbir ila¢ kullanmamalar1 gerektigi
belirtildi. Islemden énce ve islem sirasinda endoskopide uyulmasi gereken kurallar1 igeren
bilgilendirme kagidi da endoskopi iinitesinden hastalara temin edildi. Endoskopi olacaklar>
tarih ve calisma icin dikkat etmeleri gereken kurallar sézel anlatimm yani sira bu kagidin
arkasina da not edildi. Hastalara ulasabilecekleri cep telefonu da verildi. Caligmanin kapsam1
hakk>nda verilen bu bilgilerin yanisira, hastalar endoskopi islemi hakkinda da aydinlatildi.

Her hastaya bir numara verilerek "Gonulli Bilgilendirme Formu®, endoskopi raporu, patoloji
raporlar1 ve ¢alisma formlar> bir dosyada topland> (EK 10.1, EK 10.2).

Tablo 4. Roma III ¢alisma grubuna gore fonksiyonel dispepsi ve altgruplar>n>n tan>m>

Fonksiyonel dispepsi tan>m»
* 12 ayicinde en az 12 hafta aralikli ya da araliksiz olarak agagidakilerin varligi
= Ust abdomende siirekli ya da tekrarlayict agri ya da rahatsizlik, huzursuzluk varlig:
= Bu semptomlar> ag>klayacak organik neden olmamas»
= Defekasyonla rahatlama olmamasi, digki sayist ve formu ile iligkisi olmamasi

Dispepsi altgruplar>

= Ulser benzeri dispepsi
= Ust abdomendeki agr1 predominanttir

= Dismotilite benzeri dispepsi
= Ust abdomende huzursuzluk predominanttr. Bu huzursuzluk, tist abdomende dolgunluk, erken

doyma, siskinlik, gegirme ve bulantiy1 igerir

= Tan>mlanamayan dispepsi

= Yukardakiler gibi tan-mlanamayan tiptir

*125. kaynaktan alimustir

I.Etik Kurul Onay>:

Dokuz Eylul Universitesi T>p Fakiiltesi Klinik ve Laboratuvar Arastirmalar1 Etik Kurulu
11 Ocak 2007 tarih ve 08/01/2007 numaral> toplant>s>nda, 278/2006 protokol numaral>
“Dispeptik ve kanamal> hastalarda ELISA ve Westernblot yontemleriyle Helicobacter

pylori’nin antijenik varyasyonlarimin arastiriimas:” isimli yiiksek lisans tezi arastirma
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projesinin uygulanmas> onays, 12.01.2007 tarih ve 06 saysl> yaz> ile Dokuz Eylil Universitesi
Saglik Bilimleri Enstitiisii Miidiirliigii'ne bildirilmistir (EK 10.3). 24.06.2008 tarihli Saglik
Bilimleri Enstitiisit Yonetim Kurulu toplantisinda alinan kararla tez basgligi “Dispeptik
hastalarda ELISA ve Westernblot yontemleriyle Helicobacter pylori’nin antijenik

2

varyasyonlarimin aragtirilmasi” olarak isim degisikligini igeren yeni Etik Kurul onay1

alinmistir. (EK 10.4)

5.2. Biyopsi Orneklerinin Al>nmas»

Calismaya katilan hastalara, en az 8 saatlik acliktan sonra Fujinon SN 2 GN20 A003
veya SN 1 GN20 A923 marka videoendoskopla (st gastro intestinal sistem (GIS) endoskopisi
yap»>ld>. Endoskopi 6ncesi, endoskopi sxras»nda ve sonras>nda hastalara bizzat refakat edildi.
Endoskopi 6ncesinde %10'luk Xylocain pump sprey ile farinkse lokal anestezi uygulandy.
Endoskopi s>ras>nda mide antrum ve korpusundan dérder olmak tizere toplam sekiz biyopsi
ornegi alindi. Bir korpus ve bir antrum biyopsi 6rnegine endoskopi sirasinda HUT uygulandi.
Bir korpus ve bir antrum 6rnegi histopatolojik acidan incelenmek {izere Patoloji Anabilim
Dalr’na gonderildi. Diger iki korpus ve iki antrum 6rnegine ise kiiltlir yontemi uygulanmasi

icin Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dali’na ulastirildi.

5.2.1. H>zl> Ureaz Testi (HUT)

Bir gram iire 10 ml steril distile suda eritilerek hazirlanan karigimdan her test tiipiine
birer ml dagitildi. Korpus ve antrum 6rnekleri {ire soliisyonu i¢eren birer test tipune konuldu
ve lzerlerine ikiser damla %o1’lik fenol kirmizisi soliisyonu eklendi. Karisimin renginde
saridan pembeye degisimin goriilmesi pozitif, sar1 rengin degismemesi ise negatif olarak

degerlendirildi.
I. Endoskoplarsn Sterilizasyonu:
Endoskoplar 6nce mekanik olarak temizlendi; su ile yskand>, fsrgaland>. Daha sonra %2’ lik

glutaraldehit iceren Fujinon Choyang otomatik yskama makinesi ile 20 dakika yskama

yap>ld>. Su ile durulan>p kurutularak bir sonraki hasta igin haz>rland>.
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5.2.2. Biyopsi Orneklerinin Histopatolojik Incelenmesi:

Her hastadan bir korpus ve bir antrumdan abnan, histopatolojik ag>dan incelenecek
biyopsi ornekleri hemen %10’luk tamponlanmig formalin soliisyonu iceren siselere alindu.
Ayri ayri siselerde alinan bolgeler belirtilerek rutin histopatolojik inceleme ve “HLO”
incelenmesi istemi ile Patoloji Anabilim Dali'na hizla ulastirildi.

Yiiz otuz alt1 hastanin antrum ve korpus toplam 272 biyopsi 0rnegi gastrointestinal
patoloji ile ilgili patoloji uzman> tarabndan H&E, Alcian blue ve Giemsa boyalars ile
boyanarak 131k mikroskobunda (Nikon E600) morfolojik olarak “HLO” ydnlnden incelendi.
Gastrik aktivite agss>ndan; yok (grade 0), hafif (grade 1), orta (grade 2), ve siddetli (grade 3),
H. pylori bakteriyal dansitesi ve H. pylori’nin yamssra IM, PNL, lenfositler ve atrofi
Giincellestirilmis Sydney Sistemine gore degerlendirildi (127).

Alman dort biyopsi 6rneginden bir korpus ve bir antruma uygulanan histopatolojik
inceleme ve/veya HUT en az biri pozitif olgular H. pylori enfeksiyonu pozitif; timunin

olumsuz oldugu olgular H. pylori enfeksiyonu negatif kabul edildi.

5.3. Serum Orneklerinin Albnmas», Saklanmas>

Endoskopi ile es zamanli olarak her hastadan 10ml vendz kan Ornegi alindi,
santrifjlendi. Ayrlan serum 6rnekleri 1.5 mlI’lik steril burgulu kapakl> santrifiij tlplerine

(Axygen SCT-150-C) ii¢ adet olmak {izere paylastirildi. — 20 °C'de ¢alisilana kadar saklandi.

5.3.1. Hasta Orneklerine Yontemlerin Uygulanmas»

I. Anti-H.pylori IgG ELISA

Anti-H. pylori 1gG antikorlar>, H. pylori antijeni (strain Lior 1, Brussels) ile kaplanmis
mikrotitrasyon kuyucuklar> iceren ELISA (EUROIMMUN Medizinische Labordiagnostika,
Liibeck) testi ile arastirildi.

Serum Ornekleri 6rnek tamponu ile 1:101 oraninda (10 pl serum 1.0 ml 6rnek tamponu)
diliie edildi, karistirildi. Kalibrasyon ve kontrol serumlar1 kullanima hazir oldugundan diliie

edilmedi.
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Test Prosediri:

Kalibrasyon serumlari, pozitif ve negatif kontrol, diliie edilmis hasta serumlar1 100'er pl
olmak tizere uygun kuyucuklara pipetlendi. Kuyucuklar>n tizeri kapat>larak 30 dk oda »s>s>nda
inkubasyona b>rak>ld>.

Kuyucuklar ii¢ kez, 300'er pl yikama tamponu (10X) ile yikandu.

100 pl enzim konjugat (peroksidazla isaretli anti-insan IgG) her kuyucuga pipetlendi.
Kuyucuklar>n tizeri kapatslarak 30 dk oda »s»s>nda inkubasyona bsraksld>.

Yukaridaki yikama islemi aynen tekrarlandi.

100 pl kromojen/substrat soliisyonu her kuyucuga pipetlendi. Kuyucuklarin {iizeri
kapatrlarak 15 dk oda >s»s>nda, karanbkta inkubasyona bsraksld>.

100 pl durdurma soliisyonu (0.5 M siilfiirik asit) her kuyucuga pipetlendi.

Durdurma soliisyonu eklendikten sonra 30 dk i¢inde kuyucuklardaki renk yogunlugu
gorsel ve 450 nm'de (620 nm referans dalga boyu olmak (izere) daha 6nceden kit Ureticisinin
onerdigi sekilde programlanmis olan “Organon Technica Microwell system” ELISA otomatik
plak okuyucuda fotometrik olarak okutulup degerlendirildi.

Referans degerlerin esik degeri (cut-off degeri) 20 rolatif iinite (RU)/ml, bu degerin
altndaki sonuglar negatif, Uzerindekiler de pozitif kabul edildi. Pozitif ve negatif kontrol

serumlar1 her ¢alismada internal kontrol olarak kullanild1.

ii. Anti-H.pylori CagA IgG ELISA

Anti-H. pylori CagA 19gG antikorlar>, H. pylori antijeni (strain Lior 1, Brussels) ile
kaplanmis mikrotitrasyon kuyucuklar> iceren ELISA (EUROIMMUN Medizinische
Labordiagnostika, Liibeck) testi ile arastirildi.

Serum 6rnekleri 6rnek tamponu ile 1:101 oraninda (10 pl serum 1.0 ml 6rnek tamponu)
diliie edildi, karistirildi. Kalibrasyon ve kontrol serumlar1 kullanima hazir oldugundan diliie
edilmedi.

Test Prosedri:

Kalibrasyon serumlari, pozitif ve negatif kontrol, diliie edilmis hasta serumlar1 100'er pl
olmak (izere uygun kuyucuklara pipetlendi. Kuyucuklarn (izeri kapatslarak 30 dakika oda
»$>$>nda inkubasyona b>raksld.
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Kuyucuklar ii¢ kez, 300'er pl yikama tamponu (10X) ile yikandu.

100 pl enzim konjugat (peroksidazla isaretli anti-insan IgG) her kuyucuga pipetlendi.
Kuyucuklar>n tizeri kapatslarak 30 dakika oda »s>s>nda inkubasyona b>raksld>.

Yukaridaki yikama islemi aynen tekrarlandy.

100 pl kromojen/substrat soliisyonu her kuyucuga pipetlendi. Kuyucuklarin iizeri
kapatrlarak 15 dk oda >s»s>nda, karanbkta inkubasyona bsraksld>.

100 pl durdurma soliisyonu (0.5 M siilfiirik asit) her kuyucuga pipetlendi.

Durdurma soliisyonu eklendikten sonra 30 dakika icinde kuyucuklardaki renk
yogunlugu gorsel ve 450 nm'de (620 nm referans dalga boyu olmak {izere) daha dnceden kit
iireticisinin Onerdigi sekilde programlanmis olan “Organon Technica Microwell system”
ELISA otomatik plak okuyucuda fotometrik olarak okutulup degerlendirildi.

Referans degerlerin esik degeri (cut-off degeri) 20 RU/ml, bu degerin altindaki sonuglar
negatif, Uzerindekiler de pozitif kabul edildi. Pozitif ve negatif kontrol serumlar> her

calismada internal kontrol olarak kullansld>.

iii. Anti-H. pylori 1IgG Western Blot

MANUEL:

H. pylori'ye kars1 antikorlar1 in-vitro kalitatif olarak saptamak amac> ile test striplerinde
H. pylori'nin elektroforezle ayrilmis antijen (whole antijen, SDS ekstrakti) ekstraktlarini
iceren Western blot (EUROIMMUN Medizinische Labordiagnostika, Lubeck) yontemi
kullan>ld>.

Serum Ornekleri 1:51 oraninda (30 pl serum 1.5 ml 6rnek tamponu) tampon soliisyonu
ile diliie edildi. Tampon soliisyonu 1:10 oransnda distile su ile, enzim konjugat 1:10 oran>nda
tampon soliisyonu ile diliie edildi, substrat soliisyonu kullanima hazir oldugundan diliie
edilmedi.

Tek kullan>ml, kanall> inklbasyon treyi numaraland>r>ld> ve her bir kanala 1.5 ml
tampon soliisyonu konuldu. Test stripleri her kanala yerlestirildi. 15 dakika oda >s>s>nda
otomatik calkalay>c>da inkube edildi. Daha sonra tiim s»v»> aspire edildi.

Her bir kanala 1.5 ml diliie edilmis serum 6rnekleri konularak oda 1sisinda 30 dk inkube

edildi.
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Tum kanallardaki s>v> aspire edilip her bir kanal 1.5 ml tampon solisyonu ile 3x5
dakika calkalanarak y>kand>.
1.5 ml diliie enzim konjugat (alkalin fosfataz ile konjuge edilmis anti-insan 1gG) her bir
kanala pipetlendi, oda »s>s>nda 30 dakika inkube edildi.
Tum kanallardaki s>v> aspire edildi ve her bir kanal 1.5 ml tampon soltsyonu ile 3x5
dakika calkalanarak y>kand>.
1.5 ml substrat solusyonu inkubasyon treyindeki kanallara pipetlendi. 10 dakika oda
>$>nda inkube edildi.
Tum kanallardaki s>v> aspire edildi ve her strip 3 kez distile su ile y>kand>.
Sonuglarin degerlendirilmesi ve yorumlanmast: Stripler degerlendirme ve saklama
kagitlarina yerlestirildi. Elde edilen bant paternleri ve Ozellikleri kontrol stripleri ile

degerlendirildi.

Euroblot Master Cihaz> Kullanslarak Yap>lan Western blot:

H. pylori'ye kars1 antikorlar1 in-vitro kalitatif olarak saptamak amac> ile test striplerinde
H. pylori'nin elektroforezle ayrilmis antijen (whole antijen, SDS ekstrakti) ekstraktlarini
iceren Western blot (EUROIMMUN Medizinische Labordiagnostika, Lubeck) yontemi
kullan>ld>.

Son 14 hastanon Western blot yontemi EUROIMMUN Model: Euroblot Master (Seri
No: 0207-1043) cihaz1 kullanilarak yapilmistir. Cihazda A, B, C, D, E, F seklinde kanallar
bulunmaktaydi ve her kanalin ucunda bir sise bulunmaktaydi. Siselerin hepsi ilk 6nce distile
sudan gegcirildi.

Tampon solisyonu 1:10 oransnda distile su ile dile edildikten sonra cihazin A sigesine
konuldu, enzim konjugat 1:10 oransnda tampon solusyonu ile dilte edildikten sonra cihaz>n C
sisesine konuldu, substrat solisyonu kullansma hazir oldugundan diliie edilmeden direkt
olarak cihazin E sisesine konuldu. Cihazin F sisesine distile su konulduktan cihaz
calisacagimiz testin moduna uygun olarak prosediiriine gore ayarlandi. Cihaz ayarlar1
yap>ld>ktan sonra tek kullansmls, kanall> inkiibasyon treyi numaraland>rsld> ve cihaza
yerlestirildi. Calisma baglatildi. Bu agamadan sonraki tiim basamaklar manuel c¢aligma ile

aynyad>.
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Tablo 5. Western blot yontemi ile saptanan bant paternleri ve 6zellikleri *

Bant Antijen Ozgulluk
120 kDa CagA, p120 Sitotoksin A ile iligkili protein, yiiksek diizeyde

0zgul

95 kDa VacA, p95
Vakuolizan sitotoksin A, yiiksek diizeyde 6zgul

75 kDa p75 )
Ozgiil degil

67 kDa FSH, p67 Flajellar kilif proteini, diger bakterilerle ¢apraz
reaksiyon verdigi i¢in 6zgiil degil

66 kDa UreB, p66 Agir lreaz subiinitesi, diger bakterilerin
iireazlariyla capraz reaksiyon verdigi i¢in 6zgiil
degil

57 kDa HSP homolog, p57 Is1 sok protein homologu, 6zgiil degil

54 kDa Flagellin, p54 Flagellin, diger bakterilerin flagellalar ile ¢apraz
reaksiyon verdigi i¢in 6zgiil degil

50 kDa p50 Ozgiil degil

41 kDa p4l Ozgiil degil

33 kDa p33 Olas> 6zgul

30 kDa OMP, p30 D1s membran proteini. Tiire 6zgiil

29 kDa UreA, p29 Hafif Ureaz alt Gnitesi, ylksek diizeyde 6zgul

26 kDa p26 Yuksek duzeyde 6zgul

19 kDa OMP, p19 D1s membran proteini. Tiire 6zgiil

17 kDa pl7 Olas> 6zgul

*EUROIMMUN (Medizinische Labordiagnostika, Liibeck)

H. pylori antijenleri test prosediiriine gore genel olarak (¢ s>n>fa ayr>ld> (Tablo 6).

Tablo 6. H. pylori’ye 6zgin antijenlerin s>n>fland>rsimas> *

Snof Antijenler
1 Capraz-reaksiyon ve tanimlanamayan antijenler ile molekiil agirhigi 41
kDa, 50 kDa, 54 kDa, 57 kDa, 67kDa ve 75 kDa olanlar
2 Molekiil agirligi 66 kDa (iireaz B) olan antijen
Tire 0zgul ve yiiksek diizeyde 6zgiil antijenler: molekiil agirliklart 17
3 kDa, 19 kDa, 26 kDa, 29 kDa, 30 kDa, 33 kDa, 95 kDa ve 120 kDa

*EUROIMMUN (Medizinische Labordiagnostika, Liibeck)
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1oG Antikor Sonuclarinin Degerlendirilmesi:

Dokuz Eylul Universitesi T>p Fakiiltesi Merkez Laboratuvarlars Doku Tiplendirme
Laboratuvarsnda bulunan bilgisayardaki EUROIMMUN EuroLineScan Versiyon 3.1.25
software programi kullanilarak once kontrol stripi bilgisayara bagl tarayici (scanner) ile
bilgisayara tan>t>ld> daha sonrada hasta numaralar> ve strip numaralar> bilgisayara girildikten
sonra yesil renkli kagida tiim stripler sirasiyla yapistirildi ve yeniden bilgisayara bagl tarayici
(scanner) ile bilgisayara yliklendi. Tiim hasta sonuglar1 kontrol stripine gore karsilastirilarak;
pozitif, negatif ve belirsiz sonug degerlendirilmesi otomatize olarak yapildi ve her bir hastanin
antijenik dagilim profilide bilgisayar ¢iktist olarak alindi. Ayrica sonuglar prospektiiste yazan
prosediiriine uygun olarak asagida belirtildigi gibi manuel olarakta degerlendirildi.

H. pylori Western blot sonuglar> test prosediriine gore negatif, belirsiz veya pozitif
olarak tg¢ s>n>fta gosterildi (Tablo 7).

Tablo 7. Western blot degerlendirme kriterleri*

Sonuglar
Ozellikleri
Negatif Antijen band> yok veya kategori 1 ve 2'den baz> antijen bantlarn>n

zaylf yogunlugu veya kategori 3' den bir tek zayif antijen bandi

(degerlendirme protokoliinde simif 3'deki antijenler gri gosterilmistir)

Belirsiz Smnif 3'den digerlerinden ayrilabilen bir antijen bandi veya smif 3' ten
en az iki zayif antijen bandi (degerlendirme protokoliinde smif 3' deki

antijenler gri gosterilmistir)

Pozitif Smif 3" den digerlerinden ayrilabilen en az iki antijen band1

(degerlendirme protokoliinde sinif 3' deki antijenler gri gosterilmistir)

*EUROIMMUN (Medizinische Labordiagnostika, Liibeck)
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iv. H. pylori IgA/1gG ELISA:

Anti-H. pylori IgA ve IgG antikorlar, saflastirilmis H. pylori bakteriyel antijeni (strain
Lior 1, Brussels) ile kaplanmis kuyucuklart igeren H. pylori 1gA/IgG ELISA (BIOHIT,
Finland) testi ile arastir1ldi.

Serum Ornekleri 6rnek diliisyon tamponu ile 1:200 oraninda (5 pl+995 pl) diliie edildi,
karigtirildi. Kalibrasyon ve kontrol serumlar1 kullanima hazir oldugundan diliie edilmedi.

Ys>kama tamponu (10X) 1:10 (6rnek;100mI+900ml) oransnda distile su ile dilte edildi,
karigtirild.

Konjugant 1:100 (6rnek; 40 pl+ 3960 pl) oraninda diliisyon tamponu ile diliie edildi,
karigtirild.

Test Prosediri:
Kalibratorler 1-4 (CAL-1-CAL-4), pozitif kontrol ve diliie edilmis serumlar dublike

olarak 100'er ul olmak {izere kuyucuklara pipetlendi. Kuyucuklarin tizeri kapatilarak 30
dakika 37°C’de inkubasyona bsrak>ld>.

Kuyucuklar ii¢ kez, 350'ser pul diliie edilmis yikama tamponu (10X) ile yikandi.

100 pl diliie edilen konjugat soliisyonu (Horseradish peroksidaz isaretli anti-insan 1gG ve IgA
kombinasyonu) her kuyucuga pipetlendi. Kuyucuklarin iizeri kapatilarak 30 dakika 37°C’de
inkubasyona b>rak>ld>.

Birinci basamaktaki yikama iglemi tekrarlandi.

100 pl substrat soliisyonu her kuyucuga pipetlendi. Kuyucuklarn Gizeri kapatslarak 30
dakika oda sicakhginda, karanlhkta inkubasyona birakildi (Inkiibasyon siiresi substrat
soliisyonu ilk kuyucuga pipetlendikten sonra baslar).

100 pl durdurma soliisyonu (0.1 M siilfiirik asit) her kuyucuga pipetlendi.

Durdurma soliisyonu eklendikten sonra 30 dakika icinde kuyucuklardaki renk
yogunlugu gorsel ve 450 nm'de “Organon Technica Microwell system” ELISA otomatik plak
okuyucusunda fotometrik olarak okutuldu.

Degerlendirme:

H. pylori IgA/IgG ELISA (BIOHIT, Finland) absorbans degerleri >30 EIU (enzim

immun iinitesi) ise pozitif <30 EIU ise negatif olarak degerlendirildi.
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5.4. Idrar Orneklerinin Ahnmasi, Saklanmasi

Endoskopi ile es zamanli olarak idrar 6rnekleri alindi. Her hastadan aliman 35-50 ml

idrar ornekleri steril idrar kaplar>n>n icerisinde +4°C'de ¢alisilana dek saklandi.

5.4.1. Hasta Orneklerine Yéntemlerin Uygulanmas>

i. Anti-H. pylori 1IgG URINELISA:

Anti-H. pylori 1gG antikorlar>, H. pylori antijeni ile kaplanmis mikrotitrasyon
kuyucuklar> igeren ELISA (Otsuka Pharmacautical, Tokyo, Japan) testi ile idrarda arastirild1.

Test prosediirii:

Butln reaktifler ve idrar drnekleri 20-30°C’ye getirildi.

Y>skama solusyonu haz>rland>

Antijen kapli mikrokuyucuklu plagin bulundugu alimiinyum kapli poseti acild1 ve test
icin gereken kadar kuyucuk abnd>. Gerekmeyen kuyucuklar yalnszca kurutucu madde iceren
alimiinyum posetin igine yeniden koyuldu ve 2-8°C’de sakland.

Verileri ve plak haritas>n> kullanarak test ornekleri ve kontrol igin kuyucuklarn
pozisyonu dogrulandi.

Balon olusumuna izin vermemek i¢in yavasga karistirildiktan sonra, plaktaki her bir
kuyucuga 25uL Tris tamponu eklendi.

3 negatif kontrol, 2 pozitif kontrol ve idrar 6rnekleri her bir kuyucugal00pL eklendi.

Plak band> ile plak kapat>ld>, birkag saniye tray mixer kullanilarak karistirildi ve sonra
karistirmadan 60 dakika 37°C’de plak inkiibe edildi.

Konjugat soliisyonunun gereken miktar> hazsrland.

Sicramaya izin vermeden plaktan bant uzaklastirildi. Plaktaki kuyucuklar tamamen sivi
aspirasyonundan sonra, ¢coklu kanall> pipet ile y>kama solusyonu eklendi (100 pL) ve aspire
edildi. Ug kez yikama ve aspirasyon basamag tekrarland1. Kagit havluda hafifce kuruland.

Plagin her bir kuyucuguna 100uL konjugat solusyonu dagitildi.

Plak bandu ile plak kapatildi ve sonra karist>rmadan 60 dakika 37°C’de inkibe edildi.

Gereken miktarda substrat solisyonu haz>rland>.
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Sicramaya izin vermeden plaktan band uzaklastirildi. Plaktaki kuyucuklar tamamen sivi
aspirasyonundan sonra, ¢coklu kanall> pipet ile y>kama solusyonu eklendi (100 pL) ve aspire
edildi. Ug kez yikama ve aspirasyon basamag tekrarlandi. Kagit havluda hafifce kuruland.

Plagm her bir kuyucuguna 100 pL substrat soliisyonu dagitildi.

Karistirmadan 15 dakika 20-30°C’de plak inkiibe edildi.

Plagm her bir kuyucuguna 100 pL durdurma soliisyonu dagitildi.
Plak okuyucu kullanslarak 450 nm’de her birinin absorbans> 6lguld.

ii. RAPIRUN:

H. pylori'ye karsi olugsan IgG antikorlar1 bir immiinokromotografik test olan RAPIRUN
(Otsuka Pharmacautical, Tokyo, Japan) testi ile idrar 6rneklerinde arastirildi.

Test prosediirii:

Alimunyum kaplanmig posetten kaset test c¢ikarildi. Plastik pipet kullanilarak idrar
orneklerinin yaklasik olarak 0.5 ml’si alind1 ve 6rnek diluentini igeren drnek diluent tiibiine
idrar Ornegi transfer edildi. Sonra ayni plastik pipet kullanilarak pipetleme ile karistirild (
yaklagik olarak 2 kat diliisyon).

Ayni plastik pipet kullanilarak dilue edilen 6rnegin 0.2-0.3 ml’si abnd> ve kaset test
uzerindeki 6rnek penceresine (S) damlat>ld>.

20 dakika 15-30°C enkiibasyondan sonra gorsel olarak test bolgesi ve kontrol

bolgesindeki band olusumu degerlendirildi.

Sonuclar>n yorumlanmas»:

1. Eger kirmizi renkli bant hem test bolgesinde (T) hem de kontrol bdlgesinde (C) 20
dakika icerisinde g6zleniyorsa, test sonucu anti-H. pylori antikorlar> i¢in pozitif olarak
degerlendirildi.

2. Eger yalnizca kontrol bolgesinde (C) kirmizi renkli bant goriiliirse, test sonucu anti-H.
pylori antikorlari i¢in negatif olarak degerlendirildi.

3. Eger kontrol bolgesinde kirmizi renkli bant gézlenmezse, test sonucu gegersiz olarak
degerlendirildi (Sekil 2)
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RAPIRUN RAPIRUN
H.pylori Ab H.pylori Ab
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A B
Sekil 2. RAPIRUN sonuglarinin degerlendirilmesi A. RAPIRUN pozitif sonug, B.
RAPIRUN negatif sonug

5.5. KULTUR OPTIiMiZASYONU

5.5.1. Kultdr Besiyerleri:

I. H. pylori Segici Besiyeri | (BSA-Kan igcermeyen):

= Columbia Agar 8.6 gr/ml

= Aktif Komir 1 gr. (%0.5)

= BSA 1gr. (%0.5) 200 ml besiyeri icin
= H. pylori antibiyotik suplement 1 vial

= AmfoterisinB 1 mg.

= Distilesu 200 ml.

200 ml. distile su igerisine tart>lan Columbia agar (Acumedia, Maryland Baltimore) ve
aktif komiir (Carbon Medicinale,Galerik Ecza Deposu, Izmir) ilave edildi. Iyice homojenize
olmasi saglandi. Uygun olarak paketlenerek 121 °C’de 15 dakika otoklavda steril edildi.
Otoklav derecesi 50 °C’ye geldiginde besiyeri otoklavdan ¢>karsld> ve BSA (Sigma, St. Louis,
USA) 5 ml. distile su icerisinde eritildi ve tek kullan>mlxk filtreler ile besiyerine ilave edildi.
Son olarak 2ml steril distile su icerisinde eritilen H. pylori Antibiyotik Suplement
(Campylobacter Selective Supplement, Merck) besiyerine eklendi ve besiyeri petrilere alev
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yaninda esit olarak paylastirildi. Besiyerleri donduktan sonra kontaminasyon kontrolii igin

plaklar 24 saat etiivde bekletildi. Besiyerleri posetlenerek buzdolab>nda +4 °C’de sakland».

ii. H. pylori Segici Besiyeri Il (%5’lik Defibrine insan kanl>-Cikolatal> besiyerti):

= Columbia Agar 7.74 gr/ml —
= Aktif Komir 1 gr. (%0.5)
= Taze insan kan> 10 ml.
= H. pylori antibiyotik suplement 1 vial - 200 ml besiyeri igin
= AmfoterisinB 1 mg.
= Distile su 190 ml.
_

190 ml distile su icerisine tart>lan Columbia agar (Acumedia, Maryland Baltimore) ve
aktif komiir (Carbon Medicinale,Galerik Ecza Deposu, Izmir) ilave edildi. Iyice homojenize
olmas1 saglandi. Uygun olarak paketlenerek 121 °C’de 15 dakika otoklavda steril edildi.
Otoklav derecesi 50 °C’ye geldiginde besiyeri otoklavdan ¢ikarildi ve 10 ml insan kani ve 2
ml steril distile su icerisinde eritilen H. pylori Antibiyotik Suplement (Campylobacter
Selective Supplement, Merck) besiyerine ilave edildi. Besiyeri benmari igerisinde 80 °C’de
15 dakika bekletilerek kan yavas¢a hemoliz edildi. Besiyeri tekrardan 50 °C’ye gelinceye
kadar bekletildi. Daha sonra besiyeri petrilere alev yannda esit olarak paylastirildi.
Besiyerleri donduktan sonra kontaminasyon kontrolu igin plaklar 24 saat ettivde bekletildi.

Besiyerleri posetlenerek buzdolabinda +4 °C’de saklandi.

iii. H. pylori Segici Besiyeri 11 (%5’lik insan kanly):

= Columbia Agar 7.8 gr/ml
= Aktif Komir 1 gr. (%0.5)
= Taze defibrine insan kan> 10 ml.

= H. pylori antibiyotik suplement 1 vial 200 ml besiyeri igin
= AmfoterisinB 1 mg.
= Distile su 190 ml.

190 ml. distile su icerisine tartlan Columbia agar (Acumedia, Maryland Baltimore) ve
aktif komiir (Carbon Medicinale,Galerik Ecza Deposu, Izmir) ilave edildi. Iyice homojenize
olmas1 saglandi. Uygun olarak paketlenerek 121 °C’de 15 dakika otoklavda steril edildi.
Otoklav derecesi 50 °C’ye geldiginde besiyeri otoklavdan ¢xkarsbr ve 10 ml defibrine insan
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kan> ve 2 ml steril distile su igerisinde eritilen H. pylori Antibiyotik Suplement
(Campylobacter Selective Supplement, Merck) besiyerine ilave edildi. Daha sonra besiyeri
petrilere alev yaninda esit olarak paylastirildi. Besiyerleri donduktan sonra kontaminasyon
kontrolii igin plaklar 24 saat etiivde bekletildi. Besiyerleri posetlenerek buzdolab>nda +4
°C’de sakland> (128).

iv. H. pylori Secici Besiyeri IV (Insan Serumlu):

= Columbia Agar 8.6 gr/ml —
= Aktif Komir 1 gr. (%0.5)
» Insanserumu 20 ml.
= H. pylori antibiyotik suplement 1 vial - 200 ml besiyeri igin
= AmfoterisinB 1 mg.
= Distile su 180 ml.
_

180 ml. distile su icerisine tartlan Columbia agar (Acumedia, Maryland Baltimore) ve
aktif komir (Carbon Medicinale,Galerik Ecza Deposu, izmir) ilave edildi. Iyice homojenize
olmas1 saglandi. Uygun olarak paketlenerek 121 °C’de 15 dakika otoklavda steril edildi.
Otoklav derecesi 50 °C’ye geldiginde besiyeri otoklavdan ¢ikarsld> ve tek kullansmlx filtre ile
steril edilen 56 °C’de 30 dakika su banyosunda inaktive edilen 20 ml insan serumu ve 2 ml
steril distile su igerisinde eritilen H. pylori Antibiyotik Suplement (Campylobacter Selective
Supplement, Merck) besiyerine ilave edildi. Daha sonra besiyeri petrilere alev yaninda esit
olarak paylastirildi. Besiyerleri donduktan sonra kontaminasyon kontrolil i¢in plaklar 24 saat

etiivde bekletildi. Besiyerleri posetlenerek buzdolab>nda +4 °C’de sakland> (128).

v. %7 At Kanl> Helicobacter pylori Secici Besiyeri V:

BN
= Columbia Agar 19.5 gr/ml
= Defibrine at kan> 35 ml.
= H. pylori Selective Suplement (DENT) 1 vial — 500 ml besiyeri igin
= Distile su 465 ml.

_

465 ml. distile su icerisine19.5gr olarak tartslan Columbia agar (Acumedia, Maryland
Baltimore) ilave edildi. Iyice homojenize olmasi saglandi. Uygun olarak paketlenerek 121
°C’de 15 dakika otoklavda steril edildi. Otoklav derecesi 50 °C’ye geldiginde besiyeri
otoklavdan ¢>kar>ld> ve 35 ml steril defibrine at kan> (Horse Blood Defibrinated, Oxoid) ve 2
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ml. steril distile su icerisinde eritilen H. pylori Selective Suplement (DENT, Oxoid)
besiyerine ilave edildi. Daha sonra besiyeri petrilere alev yaninda esit olarak paylastirildi.
Besiyerleri donduktan sonra kontaminasyon kontrolii i¢in plaklar 24 saat etiivde bekletildi.

Besiyerleri posetlenerek buzdolabinda +4 °C’de saklandi.

vi. %7 Koyun Kanl> H. pylori Secici Besiyeri VI:

0
= Columbia Agar 19.5 gr/ml
= Defibrine koyun kan> 35 ml.
= H. pylori Selective Suplement (DENT) 1 vial — 500 ml besiyeri igin
= Distile su 465 ml.

_

465 ml. distile su igerisine 19.5 gr olarak tart>lan Columbia agar (Acumedia, Maryland
Baltimore) ilave edildi. lyice homojenize olmas: saglandi. Uygun olarak paketlenerek 121
°C’de 15 dakika otoklavda steril edildi. Otoklav derecesi 50 °C’ye geldiginde besiyeri
otoklavdan ¢>kar>ld> ve 35 ml steril defibrine koyun kan> (Sheep Blood Defibrinated, Oxoid)
ve 2 ml steril distile su icerisinde eritilen H. pylori Selective Suplement (DENT, Oxoid)
besiyerine ilave edildi. Daha sonra besiyeri petrilere alev yaninda esit olarak paylastirildi.
Besiyerleri donduktan sonra kontaminasyon kontrolii i¢in plaklar 24 saat etiivde bekletildi.
Besiyerleri posetlenerek buzdolabinda +4 °C’de sakland>.

5.5.2. Transport Besiyeri:

Ik 6nce fosfat buffer saline (PBS) hazirlandi. PBS A ve B soliisyonlarmin karigimi ile
elde edildi.

Stok A solusyonu: 0.2 mol/l 3.12 gr Monobasic sodium phosphate (NaH,POH.2H,0)
soliisyonu 100ml distile su ile karigtirildi ve stok soliisyon hazirlandi.

Stok B solusyonu: 0.2 mol/l 1.17 gr dibasic sodium phosphate (NaH,POH.12H,0)
soliisyonu 100 ml distile su ile karistirild1 ve stok soliisyon hazirlandi.

A soliisyonundan 28 ml ve B soliisyonundan 72 ml karistir>ld> ve tGzerine 100 ml distile
su ve 1.8 gr NaCl (9gr/l) eklenerek 200 ml PBS (pH=7.2) haz>rland> ve pH’> pH metre ile
kontrol edildi Haz>rlanan PBS uzerine 0.8 gr (% 0.4) jelatin eklendi ve 15 dakika 121 °C’de
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otoklavda steril edildi. Haz>rlanan besiyeri steril ependorflara 1’er ml paylastirildi ve +4°C’de

saklandy.

5.5.3. Stok Besiyeri (%20 gliserollii):

Son hacim 100ml olacak sekilde dnce 30 ml distile su 20 ml gliserol ile karigtirilarak %
40’lik gliserol soliisyonu haz>rland». Soliisyon 15 dakika 121°C’de otolavda steril edildi.
Bagka bir yerde de, 100ml i¢in BHI buyyon tartildi ve 40 ml distile suda eritildi. Besiyeri 15
dakika 121°C’de otolavda steril edildi. Hazirlanan bu soliisyonlar birbiri ile karistirildi ve
uzerine 56 °C’de 30 dakika su banyosunda enkiibe edilerek inaktive edilen steril insan
serumundan 10 ml eklendi. Hazirlanmig olan stok besiyeri steril ependorflara 1’er ml olacak

sekilde paylastirildi ve +4°C’de buzdolab>nda sakland> (129).

5.5.4. Karbol Fuksin Boyas>n>n Haz>rlanmas»:

Tartlan 3 gr bazik fuksin tozu 100 ml %95’lik etanol igerisinde ¢6ziindii. Baska bir
yerde ise 45 gr fenol kristali 900 ml distile su igerisinde ¢ozlndl. Ayr> olarak hazsrlanan iki
soliisyon birbirleri ile karistirildi. Hazirlanan boya Watmann siizme kagidi yardinu ile filtre

edildi ve koyu renkli bir sisede 1>k almayacak sekilde sakland1 (130).

5.5.5. H. pylori Kontrol Standart Sus:

Pozitif kontrol olarak kullanilan standart sus NCTC 11637 kolonileri BHI buyyon ve
fetal kalf serum (FCS) iceren s»v> besiyeri icerisinde siispanse seklinde ve % 7 koyun kanli
Columbia agara pasajlanmis sekilde Baskent Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji ve
Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dal>’ndan Dog. Dr. Muge Demirbilek tarafsndan temin edildi.

I. Kulttr Protokolu:

BHI buyyon ve FCS igeren sivi besiyeri igerisinde siispanse sekilde ve % 7 koyun kanli

Columbia agara pasajlanmis sekilde laboratuvara gelen NCTC 11637 standart susunun

kolonilerinin pasaj> %10 insan serumlu Columbia agar (Oxoid), %7 at kanl> Columbia agar
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(Oxoid) ve %7 koyun kanl> Columbia agar (Oxoid) besiyerlerine yapsld>. EKim yap>lan
plaklar 3-7 giin 37 °C’de anaerobik jar (Oxoid) igerisinde GasPak Campy Container System
(Becton Dickinson and Company) kullanilarak olusturulan mikroerofilik kosullarda enkiibe
edildi. Ureyen koloniler tekrardan %10 insan serumlu Columbia agar, %7 at kanl> Columbia
agar ve % 7 koyun kanl> Columbia agar besiyerlerine pasajlanarak subkiilturleri yap>ld>.
Ayrxca kolonilerin oksidaz, Ureaz, katalaz testlerine bak>ld> ve Gram boyama ve modifiye
karbol fuksin boyama yap»ld>. Subkiltiirden Greyen koloniler stok besiyeri (% 20 gliserolli
BHI buyyon) ile homojenize edilerek -80 °C’de sakland>.

5.5.6. H. pylori Suslar: Uzerine Stok Besiyerlerinin Etkinliginin Arastirilmast:

H. pylori suslarinin stoklanmasi sirasinda bakterinin biitlinliiginiin korunmasi i¢in stok
besiyeri igerisine % 20 gliserol eklendi. Calismamizin bu kisminda % 20 gliserol disinda
cryopreservative solusyonlarsn [Dimetil Sulfoksit (DMSO), Poly Etilen Glikol (PEG),
sakkaroz gibi] H. pylori hiicrelerinin biitiinliigliniin korunmasi tizerine etkinligini arastirildi
(131).

I. %5 DMSO’lu Stok Besiyeri:

20 ml besiyeri i¢in 0.74 gr BHI buyyon tartild1 ve 17 ml distile su ile karistirildi ve 15
dakika 121°C’de otolavda steril edildi. Besiyeri soguduktan sonra 1 ml steril olmayan DMSO
ve 2 ml steril insan serumu (30 dakika 56 °C’de inaktive edilen) ilave edildi. Haz>rlanan

besiyeri steril ependorf tiiplere 0.5’ser ml dagitildi.

ii. %5 PEG’li Stok Besiyeri:

20 ml besiyeri i¢in 0.74 gr BHI buyyon tartildi ve 17 ml distile su ile karistirildi ve 15
dakika 121°C’de otolavda steril edildi. Besiyeri soguduktan sonra 1 ml filtre ile steril edilen

PEG ve 2 ml steril insan serumu (30 dakika 56 °C’de inaktive edilen) ilave edildi. Haz>rlanan

besiyeri steril ependorf tiiplere 0.5’ser ml dagitildi.
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iii. %20 Gliserollli Stok Besiyeri:

20 ml besiyeri i¢in 0.74 gr BHI buyyon tartildi ve 8 ml distile su ile karistirildi ve ayr1
bir yerde de 6 ml distile su ile 4 ml gliserol karistirildi ve 15 dakika 121°C’de otolavda steril
edildi. Hazirlanan iki soliisyonda soguduktan sonra karistirildi ve karisimin iizerine 2 ml steril
insan serumu (30 dakika 56 °C’de inaktive edilen) ilave edildi. Haz>rlanan besiyeri steril

ependorf tiiplere 0.5’ser ml dagitildi.

iv. %20 Gliserolll ve 0.3 M Sakkarozlu Stok Besiyeri:

20 ml besiyeri i¢in 0.74 gr BHI buyyon tartildi ve 6 ml distile su ile karistirildi ve ayr1
bir yerde de 6 ml distile su ile 4 ml gliserol karistirildi ve 15 dakika 121°C’de otolavda steril
edildi. 2 ml distile su iginde 2 gr 0.3 M sakkaroz ¢6zuldi ve 0.45 pm por capl> filtre ile steril
edildi. Hazirlanan ii¢ soliisyonda soguduktan sonra karistirildi ve karisimin iizerine 2 ml steril
insan serumu (30 dakika 56 °C’de inaktive edilen) ilave edildi. Haz>rlanan besiyeri steril

ependorf tiiplere 0.5’ser ml dagitildi.

Bakteri Stoklama Protokoli:

72 saat igerisinde tireyen NCTC 11637 kontrol standart susunun H. pylori kolonileri bir
0ze yardimui ile topland1 ve 20 ml PBS ile McFarland 3 bulanikliinda bakteriyel siispansiyon
haz>rland> ve Gram boyama ve Modifiye karbol fuksin boyama yap»larak 15 saniyede kokoid
formu olup olmadig1 kontrol edilerek hepsinin tipik H. pylori basil formu oldugu gézlendi.
Boyanan preparatlar x100’liik biiyiitmede 151k mikroskobunda (Olympus) incelendi (130).
Buzdolabinda +4°C’de saklanan daha Onceden hazirlanan stok besiyerleri oda sicakligina
getirildi ve stok besiyerlerini igeren biitiin ependorflara 100 pl bakteriyel siispansiyondan
ilave edildi. Besiyerleri 1 dakika vortekslendikten sonra bir k>sm> -20°C’ye bir k>sm> da -
80°C’ye kaldirildi. Stoklama tarihinden 1 ay sonra stoklanmis H. pylori stok besiyerleri
eritildi. Stoklanan bakteriyel slispansiyonlarin her birinden 10 ’ar pl alind1 ve steril ependorf
icerisinde bulunan 990 ul steril PBS ile karistirildi. Bakteriyel siispansiyon 100 kat dilue
edilmis oldu ve 100 kat sulandirilmis stispansiyonlardan 10’ar pl alind1 ve steril ependorf

icerisinde bulunan 990 pl steril PBS ile tekrardan karistirildi. Son diliisyonlardan 10’ar pl
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steril pipet yard>m»yla abnarak %210 insan serumlu Columbia agar (Oxoid) besiyerine aktarsid>
ve ekimi yap»ld>. Ekim yapslan plaklar GasPak Campy Container System (Becton Dickinson
and Company) kullan>larak 3gun 37°C’de anaerobik jar (Oxoid) igerisinde mikroerofilik
ortamda enkiibe edildi. Ureyen koloniler kantitatif olarak degerlendirildi (131).

5.5.7. Koloniden Bakteri DNA’s>n>n Ekstraksiyonu

Kiltar ile Uretilen H. pylori standart NCTC 11637 susu DNA’st High Pure PCR
Template Preparation Kit (Roch Applied Science)’i kullanslarak ekstraksiyonu yap>ld>.

I. Ornegin Hazirlanmasi:

%7 at kan1 igeren taze hazirlanmig H. pylori Selective Supplement (Oxoid SR 0147E)
eklenmis Columbia agar igeren plakta tiremis H. pylori NCTC 11637 standart susu bir 6ze
yard>m> ile 5 ml PBS iceren steril tiipe topland>. PBS icerisinde 10° say>da bakteri olacak
sekilde siispanse edildi. Hazirlanan siispansiyonun optik dansititesi (OD) mikroplak

kullan>larak 600 nm’de OD 1 olacak sekilde spektrofotometrede 6lgildu.

ii. Orneklerin Lizisi ve DNA Baglanmasi:

1. Hazxlanan bakteri siispansiyonunun 200 pl’si 3000 g’de 5 dakika santrifiij edildi.
Siipernatant at1ld1 ve pellet iizerine 200 pl PBS eklendi. lyice karistirildi.

2. Ormnek iizerine 5 pl lizozim eklendi. Daha onceden 37 °C’ye ayarlanmis su
banyosunda 15 dakika inkube edildi.

3. Su banyosunun sicakligi 70 °C’ye c¢ikarildi. Elution Buffer kullanilincaya kadar 70
°C’de su banyosunda bekletildi. 200 pl Binding Buffer ve 40 pl Proteinaz K
karigtirilarak bir karisim (240 pl) hazirlandi. Bu iki maddenin karistirilmasinin nedeni
homojenizasyonu tam olarak saglamaktir. Ornek iizerine hazirlanan karisim eklendi ve
70 °C’de 10 dakika su banyosunda inkiibe edildi.

4. Su banyosundan c¢ikan Ornek tizerine 100 ul Isopropanol alkol ilave edildi ve
karigtirild.

5. Toplama tiiplerinin i¢ine yerlestirilmis olan saflastirma kolonuna tiim 6rnekler eklendi
ve kapagi kapatilarak 8000 g’de 1 dakika santrifiij edildi. Santriflij sonrasinda toplama

tiipii atild1 ve saflastirma kolonunun altina yenisi yerlestirildi.
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Saflastirma kolonunun iizerine 500 pl Inhibitér Removal Buffer ortamdaki DNAase
gibi inhibitorleri uzaklastirmak igin eklendi. Tiipiin kapagi kapatilarak 8000 g’de 1
dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonrasinda toplama tiipii atildi ve saflastirma
kolonunun altina yenisi yerlestirildi.

Saflastirma kolonunun iizerine 500 ul Wash Buffer eklendi. Tiipiin kapag1 kapatilarak
8000 g’de 1 dakika santrifiij edildi. Santriftij sonras>nda toplama tupi at>ld> ve
saflagtirma kolonunun altina yenisi yerlestirildi.

Saflastirma kolonunun iizerine 500 pl Wash Buffer eklendi. Tiipiin kapagi kapat>larak
8000 g’de 1 dakika santrifiij edildi. Santriftij sonras>nda toplama tupu at>ld> ve
saflastirma kolonunun altina yenisi yerlestirildi. Saflagtirma tiipiiniin kapag1
kapat>larak kolonun daha iyi kurumas> i¢in 10 saniye son h>z santrifiij edildi.
Saflagtirma tiipiiniin altina 1.5 ml hacimli ependorf tiipii yerlestirildi. Saflagtirma
tiipiiniin tizerine 70 °C’de tutulan Elution Buffer’dan 200 pl eklendi ve kapagi
kapatilarak 8000 g’de 1 dakika santrifiij edildi. Bu islem sonunda saflastirma tiipii
ab>ld>. 1.5 ml ependorf tlpu icinde toplanan 6rnek ekstrakte edilen DNA’d>r.

Ekstrakte edilen DNA o6rnegi +4 °C’de saklandi. Ornek daha sonra uzun siire

saklanmak tizere ¢alisilincaya dek -20 °C’ ye kald>r>ld>.

5.5.8. Parafine Gomull Dokudan Bakteri DNA’s>n>n Ekstraksiyonu

Parafine gomilu gastrik dokudan bakteri DNA’s> High Pure PCR Template Preparation

Kit (Roch Applied Science)’i kullanslarak ekstraksiyonu tarafsms>zdan yap»ld>.

I. Ornegin Hazirlanmasi:

Daha onceden FISH calismasi yaptilan pozitif ya da negatif oldugunu bildigimiz

hastalar>n antrum ve korpus kesitlerini ependorflar icerisinde Patoloji Anabilim Dal>ndan

saglandi.

3+ Duyarli Antrum ve Korpus gastrik biyopsi 6rnegi (Patoloji No:8291)
3+ Direngli Antrum ve Korpus gastrik biyopsi 6rnegi (Patoloji No:8899)
Negatif Antrum ve Korpus gastrik biyopsi 6rnegi (Patoloji No:7598)
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il. Etanol Serilerinin Haz>rlanmas>:

Kit prosediiriinii uygulamaya baglamadan dnce dokulardan parafini uzaklastirmak igin

kullanslacak olan %100, %80, %60 ve %40 etanol serileri haz>rland>.

%100 etanol serisi i¢in :1000 ul. etanol ependorf igine koyuldu

%80 etanol serisi icin : 800 pl. etanol + 200 ul. double distile su karisimi ependorf
icine koyuldu

%60 etanol serisi icin : 600 pl. etanol + 400 ul. double distile su karisimi ependorf
icine koyuldu

%40 etanol serisi icin : 400 pl. etanol + 600 ul. double distile su karisimi ependorf
icine koyuldu

iii. Orneklerin Lizisi ve DNA Baglanmasi:

1. Ependorfigerisine 1000 pl ksilol ilave edildi ve parafine gomiilii dokularin bir kismi
ksilol igerisine alind1. Diger ependorfta kalan dokular iizerinede 1000 pl ksilol ilave
edildi. Boylece her her hasta i¢in iki adet 6rnek hazirlanmis oldu. Dokular ksilol
icinde 30 dakika oda »s>s>nda bekletildi. Bekleme suresinden sonra ksilol dokulardan
uzaklastirildi

2. Her 6rnek Uizerine 500 pl etanol serileri sira ile ilave edildi. Ornekler her seride 10’ar
saniye bekletildi. Ornekler her seride bekletildikten sonra pipet yard>m> ile etanol
uzaklagtirildi. Etanol uzaklastirildiktan sonra 6rneklerin {izerine 500 pl double distile
su ilave edildi (Rehidratasyon icin) ve 10 saniye bekletildi. Bekleme siresinden
sonra su uzaklagtirildi.

3. Her ornek i¢in 200 pl Tissue Lysis Buffer + 40 pl Proteinaz K karisimi hazirlandi
(Mix haz>rlanmas>n>n nedeni homojenizasyon igin). Haz>rlanan mix’ten her 6rnek
tizerine 240 pl ilave edildi. Su banyosu 37 °C’ye ayarlandi ve drnekler 37 °C’de {i¢
saat inkiibasyona bsraksld>.

4. Inkiibasyon bittikten sonra drneklerin iizerine 20°ser pl Proteinaz K ilave edildi. Su

banyosunun derecesi 55 °C’ye ayarland> ve érnekler bir saat inktbe edildi.
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5. Inkiibasyon sonunda &rneklerin iizerine 200 pl Binding Buffer eklendi ve iyice
karigtirildi. Su banyosunun derecesi 70 °C’ye ayarlandi ve Ornekler on dakika
inklbe edildi.

6. Inkiibasyon sonunda ornekler iizerine 100 pl Isopropil alkol ilave edildi ve iyice
karigtirild.

7. Toplama tiiplerinin i¢ine yerlestirilmis olan saflagtirma kolonuna tiim Ornekler
eklendi ve kapagi kapatilarak 8000 g’de 1 dakika santrifiij edildi. Santrifiij
sonrasinda toplama tiipii atildi1 ve saflastirma kolonunun altina yenisi yerlestirildi.

Saflagtirma kolonunun iizerine 500 pl ortamdaki DNAase gibi inhibitorleri
uzaklastirmak igin Inhibitor Removal Buffer eklendi. Tiipiin kapag: kapatilarak 8000
g’de 1 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonrasinda toplama tiipii atildi ve saflagtirma
kolonunun altina yenisi yerlestirildi.

Saflastirma kolonunun iizerine 500 ul Wash Buffer eklendi. Tiipiin kapag1 kapatilarak
8000 g’de 1 dakika santrifiij edildi. Santriftij sonras>nda toplama tupi atsld> ve
saflagtirma kolonunun altina yenisi yerlestirildi.

Saflastirma kolonunun tizerine 500 pl Wash Buffer eklendi. Tiipiin kapagi kapatilarak
8000 g’de 1 dakika santrifiij edildi. Santriftij sonras>nda toplama tupu at>ld> ve
saflastirma kolonunun altina yenisi yerlestirildi. Saflagtirma tiipiiniin kapag1
kapat>larak kolonun daha iyi kurumas> i¢in 10 saniye son h>z santrifiij edildi.
Saflagtirma tiipliniin altma 1.5 ml hacimli ependorf tiipli yerlestirildi. Saflastirma
tiipliniin tizerine 70 °C’de tutulan Elution Buffer’dan 200 pl eklendi ve kapagi
kapatlarak 8000 g’de 1 dakika santrifiij edildi. Bu islem sonunda saflagtirma tiipii
ab>ld>. 1.5 ml ependorf tlpu icinde toplanan 6rnek ekstrakte edilen DNA’d>r.

Ekstrakte edilen DNA 6rnegi +4 °C’de saklandi. Ornek daha sonra uzun siire

saklanmak tizere ¢alisilincaya dek -20 °C’ ye kald>r>ld>.
5.5.9. Ekstraksiyonu Yapslan Orneklerin Jelde Yuritiilmesi
I. Agaroz Jel Dokulmesi:
%1’lik agaroz jel hazsrland>. 32 ml 0.5ml Tris borik EDTA (TBE) mezirle dlculdi ve

0.3 gr agaroz tartildi. 32 ml 0.5ml TBE igerisinde tarttigimiz 0.3 gr agaroz ¢oziildl.
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Mikrodalga fr>nda agaroz tamamen eriyene kadar >st>ld>. Agaroz tamamen ¢Ozundukten
sonra 1.5 pl Ethidium Bromid ilave edildi. Tanka taraklar yerlestirildi ve agaroz ¢ozeltisinin
tlimmasimi bekledikten sonra tankin yanindan yavas yavas ilave edildi. 15 dakika jelin
donmas> igin beklendi. Tankon igine solusyon olarak 0.5ml TBE ilave edildi.

il. Orneklerin Jele Yiklenmesi:

Ekstarksiyonu yapilan Orneklerin kisa bir spin yapilarak homojen olarak karigmasi
saglandi. Ornekler kuyuya yiiklenirken 5 pl érmek 1 pl Loading Buffer ile karistirilarak
jeldeki kuyulara yiiklendi. Ornekler 75 voltta 30 dakika yirutiildi. 30 dakika yiriitmeden
sonra bantlar daha iyi a¢sls>n diye 15 dakika daha yirttme yap»ld>.

iil. Jelin Gorinttlenmesi:

Orneklerin yiiriitiilme islemi bittikten sonra jeldeki bantlar gériintilendi. Jeldeki bantlar>
goruntilemek igin Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dal>’nda jel gorintuleme
cihaz> (Vilber Lourmant Transsllum»nator) kullansld>. Sonug olarak parafin dokulardan
ekstrakte edilen dokularda higbir bant gézlenmezken H. pylori NCTC 11637 kolonilerinden
ekstrakte edilen Orneklerin oldugu kuyucukta bant gozlendi. Bu ekstraksiyonu yapilan

ornekler amplifikasyonu yap»lana kadar -20 °C’de sakland>.

5.6. istatistiksel Analizler

Uygulanan testlerin gegerliligi (tan1 degeri) i¢in dort gozlii diizenek olusturuldu. Altin
standart yontemler olarak histopatoloji ve h»>zl> reaz testi kullan>ld>. Alnan dort biyopsi
orneginden bir korpus ve bir antruma uygulanan histopatolojik inceleme ve iireaz testlerinden
en az biri pozitif olgular H. pylori enfeksiyonu varligi; korpus, antrum iireaz ve histopatolojik
incelemelerinin tiimiiniin negatifligi H. pylori enfeksiyonu yoklugu olarak degerlendirildi.

a: Dogru olumlu
b: Yalanc>olumlu
c: Yalanc> olumsuz

d: Dogru olumsuz
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Duyarbbk: a/(a+c).100
Secicilik: d/(b+d).100
Olumlu 6ng6ri: a/a+b.100
Olumsuz 6ngorii: d/c+d.100

Tanisal dogruluk: a+d/a+b+c+d

Anti-H. pylori 1gG ELISA, anti-H. pylori CagA (1gG) ELISA, H. pylori 1gA/IgG
ELISA, anti-H. pylori IgG Western blot, anti-H. pylori 1gG URINELISA, anti-H. pylori 1gG
RAPIRUN yontemleri ile altin standart yontemlerin karsilagtirilmasinda duyarhlik, segicilik,
olumlu ve olumsuz ongorii degeri ve tanisal dogruluk kullanildi. McNemar Ki-kare ve
Pearson Ki-kare testleri uygulandi ve Kappa degeri hesaplandi (SPSS Version 11.0 for
Windows).

6. BULGULAR

6.1. Demografik Bulgular

Dispeptik  yaksnmalar> nedeniyle Dokuz Eylil Universitesi Tsp Fakiltesi
Gastroenteroloji Poliklinigi'ne basvuran ve endoskopi endikasyonu konulan 34 erkek (% 25)
ve 102 kadmn (% 75) toplam 136 olgunun yas araligi 18-83 ve SD ise 46.57 + 12.63 olarak
saptand>. Dispepsi tan>s> Roma |11 Kriterlerine gore degerlendirildi.

6.2. HUT ve Histopatolojik Bulgular
Alt>n standart yontemler olan invaziv yontemlere gore olgular, H. pylori enfeksiyonu

agisindan degerlendirildi. Hastalarm antrum ve korpus HUT, antrum ve korpus histopatolojik

inceleme sonuclar> Tablo 8’de gosterilmistir.
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Tablo 8. Antrum ve korpus HUT, antrum ve korpus histopatolojik inceleme sonuglar>.
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133 - - + + +
134 - + + + +
135 - + - - +
136 - + + - +

Caligmadaki 136 hastadan 52 (%38.2)’si antrum ve korpus HUT olumlu, 22 (% 16.2) ‘si
antrum HUT, 14 (% 10.3)’l korpus HUT olumlu ve 48 (% 35.3)’i HUT olumsuz saptand>.

136 hastanin histopatolojik antrum ve korpus toplam 272 biyopsi 6rnegi gastrik aktivite
acisindan; yok (grade 0), hafif (grade 1), orta (grade 2), ve siddetli (grade 3) olarak
Giincellestirilmis Sydney Sistemine gore H. pylori’nin yanss>ra IM, PNL, lenfositler ve atrofi
bulgular> her biyopsi 6rneginde incelendi.

Toplam 272 biyopsi 6rneginin 165’1 (% 60.7) H. pylori enfeksiyonu olumlu, 107’si (%
39.3) olumsuz saptand». Histopatolojik incelemede 136 hastan>n H. pylori enfeksiyonu
yonunden 72 (% 52.9) ’si antrum ve korpus olumlu, 13 (% 9.6)’U antrum olumlu, 8 (% 5.9) ’i
korpus olumlu ve 43 (%31.6)’0 olumsuz saptand>.

Sonug olarak 136 hastadan 103’l (% 75.7) her iki alt>n standart yonteme gore H. pylori
enfeksiyonu olumlu, kalan 33 (% 24.3) hasta H. pylori enfeksiyonu olumsuz olarak

degerlendirildi.

6.3. Anti-H. pylori 1gG ELISA Sonuclar>

Caligmaya alinan 136 hastanin 115’ i (% 84.5) anti-H.pylori 1gG ELISA testi ile olumlu,

21’ 1 (% 15.5) olumsuz bulundu. Alt>n standart yénteme gore, 101 H. pylori enfeksiyonu
olumlu hastada 92'si (% 91.1) anti-H. pylori IgG ELISA olumlu, 9’u (% 8.9) anti-H. pylori
IgG ELISA olumsuz, 35 H. pylori enfeksiyonu olumsuz hastada ise 23’0 (% 65.7) anti-H.
pylori 1gG ELISA olumlu, 12’si (% 34.3) anti-H. pylori 1gG ELISA olumsuz bulundu
(Sekil3).

McNemar Ki-kare testine gore; alt>n standart yontemler ile Anti-H. pylori 1gG ELISA
tan> yontemi aras>nda istatistiksel olarak anlaml> fark gozlendi (p=0.02).

Anti-H. pylori IgG ELISA testinin duyarliligi % 91.1; segiciligi % 34.3, LR 0.77, PPV
% 80, NPV % 57.2 bulundu.
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136

116

96

HUT (+) Histopatoloji (+) HUT (+) Histopatoloji (-) HUT (-) Histopatoloji (+) HUT (-) Histopatoloji (-)

Sekil 3. Histopatolojik inceleme ve HUT sonuglarina gore IgG dagilimi1 (Anti-H. pylori 1gG
ELISA)

6.4. Anti-H.pylori CagA 1gG ELISA Sonuglar>

Calismaya alman 136 hastanin 47 si (% 34.6) anti-H. pylori CagA 1gG ELISA testi ile
olumlu, 89" u (% 65.4) olumsuz bulundu. Alt>n standart yontemlere gore, 101 H. pylori
enfeksiyonu olumlu hastan>n 36° s> (% 35.6) anti-H. pylori CagA IgG ELISA olumlu, 65’i
(%64.4) anti-H. pylori CagA 1gG ELISA olumsuz, H. pylori enfeksiyonu olumsuz 35 hastan>n
ise 11’1 (% 34.4) anti-H. pylori CagA IgG ELISA olumlu, 24’4 (% 68.6) anti-H. pylori CagA
1gG ELISA olumsuz bulundu.

McNemar Ki-kare testine gore; alt>n standart yontemler ile anti-H. pylori CagA 1gG
ELISA tan> yontemi aras>nda istatistiksel olarak anlaml> fark gézlendi (p=0.00).

Anti-H. pylori CagA IgG ELISA testinin duyarlihigi % 35.6; segiciligi %65.7, LR
0.44, PPV % 76.6, NPV % 25.9 bulundu.
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6.5. H. pylori 1gA/IgG ELISA Sonuglar>

Calismaya alman 136 hastanin 100 @ (% 73.5) H. pylori IgA/IgG ELISA testi ile
olumlu, 36" s> (%26.5) olumsuz bulundu. Alt>n standart yonteme goére, 101 H. pylori
enfeksiyonu olumlu hastada 86°s> (% 85.2) H. pylori 1gA/IgG ELISA olumlu, 15°i (% 14.8)
H. pylori 1gA/IgG ELISA olumsuz, 35 H. pylori enfeksiyonu olumsuz hastada ise 14’0 (%
40) H. pylori IgA/1IgG ELISA olumlu, 21°i (% 60) H. pylori 1gA/IgG ELISA olumsuz
bulundu (Sekil 4).

McNemar Ki-kare testine gore; alt>n standart yontemler ile H. pylori 1gA/IgG ELISA
tan> yontemi aras>nda istatistiksel olarak anlaml> fark gézlenmedi (p=1).

H. pylori IgA/IgG ELISA testinin duyarliligi % 85.2; segiciligi % 60, LR 0.89, PPV %
86, NPV ise % 58.3 bulundu.

136

116

96

OigG (+)
BigG ()

HUT (+) Histopatoloji (+) HUT (+) Histopatoloji (-) HUT (-) Histopatoloji (+) HUT (-) Histopatoloji (-)

Sekil 4. Histopatolojik inceleme ve HUT sonuglarina gore IgG dagilimi (H. pylori IgA/IgG
ELISA)
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6.6. Anti-H. pylori 1IgG Western blot Sonuclar>

Calismaya alman 136 hastanin 95’1 (% 69.8) anti-H. pylori 1gG Western blot testi ile
olumlu, 25’1 (%18.4) olumsuz, 16°s> (% 11.8) belirsiz bulundu.
H. pylori antijenlerinin molekiiler agirliklarina (kDa) gére dagilimlarn>n ve Western blot
kontrol band>nin sematize goriiniimii asagida gosterilmistir (Tablo 9-10, Sekil 5-7). Ayrxca
histopatoloji H. pylori enfeksiyonu olumlu 93 ve olumsuz 43 hastada H. pylori antijenlerine

kars1 olusan antikorlarin dagilimi da Sekil 8 ve Tablo 11°de gosterilmistir.

=

1] 420, CagAl
95, VacA.

p75 S

P T, Fes:

B84 :| e

p 50 —
p4

1w W )

p33

p 30
p'29, UreA.

p 19, OMP
= LA

Anlegebalken
alignment bar

Sekil 5. Western blot kontrol band> (EUROIMMUN)
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Tablo 9. Western blot yontemi ile anti-H. pylori 1gG olumlu 95 hastada H.

antijenlerine karsi olusan antikorlarin dagilim»

Antijen Hasta say»s> (n=95) %
p120 (CagA)

76 80
p95 (VacA)

28 29.5
p75

4 4.2
p67 (FSH)

34 35.8
p66 (UreB)

85 89.5
p57 (HSP homolog)

71 74.8
p54 (Flagellin)

41 43.2
p50

58 61.1
p4l

48 50.5
p33

31 32.6
p30 (OMP)

33 34.7
p29 (UreA)

74 77.8
p26

80 84.2
p19 (OMP)

79 83.2
pl7

61 64.2

pylori
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p66 (UreB)

&

120 (CagA)

p26 P19(OMP)

751 p57 (HSP homolog) p29 )|

pS0

554 p41
Olumlu bulunan
45
hasta say>s»

p9%s (Vax: A) p67 FSH
35 p33 P

15+ p75

Sekil 6. Anti-H. pylori 1gG Western blot olumlu hastalarda 6zgtl ve 6zgiil olmayan H. pylori

antijenlerine karsi olusan antikorlarin dagilimi (n=95)

p17; 61 pL20(Coghy; 76

P95 (VecA); 27

prs 4

p67 FSH, 34
p66 (LreB); 85

p57 (HSP homolog); 71
p54 (Hagdllin); 41

ps0; 58

Bp120 (Cagh)
B po5 (Vach)

Op75

Op67 FSH

B pc6 (LreB)
057 (HSP homolog)
B p54 (Hagellin)
Ops0

Epal

Bp33

0p30 (QVP)

Op29 (UreA)

Bp26

Bplo(GVP)

Ep17

Sekil 7. Ozgiil ve 6zgil olmayan H. pylori antijenlerine karsi olusan antikorlarinm anti-H.

pylori 1gG Western blot olumlu hastalarda goriilme sikligina gore dagilimi (n=95)
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Tablo 10. Anti-H. pylori IgG Western blot belirsiz saptanan 16 hastada H. pylori

antijenlerine karsi olusan antikorlarin dagilim»

Antijen Hasta say»s> (n=16) %
p120 (CagA)

12 75
p95 (VacA)

4 25
p75

2 125
p67 (FSH)

4 25
p66 (UreB)

11 68.8
p57 (HSP homolog)

11 68.8
p54 (Flagellin)

5 31.3
p50

6 37.5
p4l

5 31.3
p33

4 25
p30 (OMP)

5 31.3
p29 (UreA)

8 50
p26

10 62.5
p19 (OMP)

6 37.5
pl7

6 37.5
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Tablo 11. Anti-H. pylori IgG Western blot yontemiyle saptanan 6zgiil ve 6zgil olmayan H.

pylori antijenlerine karsi olusan antikorlarm histopatoloji olumlu ve olumsuz hastalardaki

dagilim1

Antijen

Histopatoloji olumlu

(n=93) %

Histopatoloji olumsuz

(n=43) %

p120 (CagA)

62 (%66.6)

26 (%78.8)

p95 (VacA)

24 (%25.8) 8 (%24.3)
p75

4 (%4.3) 2 (% 6.1)

p67 (FSH)

33 (%32.1) 5 (%15.2)
p66 (UreB)

72 (%77.4) 24 (%72.7)

p57 (HSP homolog)

59 (%663.4)

23 (%53.5)

p54 (Flagellin)

37 (%39.8) 9 (%27.3)
p50

48 (%51.6) 16 (%48.5)
p4l

44 (%47.3) 9 (%27.3)
p33

26 (%27.9) 9 (%27.3)
p30 (OMP)

26 (%25.2) 12 (%36.4)
p29 (UreA)

64 (%62.2) 18 (%54.5)
p26

68 (%73.2) 22 (%51.2)
p19 (OMP)

66 (%70.9) 19 (%57.6)
pl7

53 ( %56.9)

14 (%42.4)
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O Histopatoloji olumlu
B Histopatoloji olumsuz

Sekil 8. Histopatoloji olumlu ve olumsuz hastalarda anti-H. pylori 1gG Western blot yontemi
ile saptanan 6zgul ve 0zgil olmayan H. pylori antijenlerine karsi antikorlarm dagilimi
(n=136)

OIgG (+)
WIigG (-)
OBorderline

HUT (+) Histopatoloji HUT (+) Histopatoloji (-HUT (-) Histopatoloji (+)HUT (-) Histopatoloji (-)
*)

Sekil 9. Histopatolojik inceleme ve HUT sonuglarsna gére Western blot yontemi ile anti-H.

pylori IgG antikorlarmnimn dagilimi (n=136)
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Tablo 12. Toplam 136 hastada; anti-H. pylori 1gG olumlu 115 hastansn ve Western blot testi

ile olumlu ve belirsiz saptanan 111 hastan>n anti-CagA 1gG antikorlar>n>n histopatoloji

bulgular>na gore dagilimi

n=136

Atrofi

Atrofi + IM

Normal

Anti-H.  pylori
CagA 19G
ELISA (+)
(n=115/47)

9 (%19.2)

7 (%14.9)

2 (%4.3)

29 (%61.7)

Anti-H.  pylori
CagA 19G
ELISA (-)
(n=115/89)

10 (%11.3)

18 (%20.3)

6 (%6.8)

55 (%61.8)

Western blot
Anti-H.  pylori
CagA 1gG (+)
(n=111/88)

15 (%17.1)

14 (%15.9)

6 (%6.8)

53 (%60.3)

Western blot
Anti-H.  pylori
CagA 1gG (-)
(n=111/23)

3 (%13.1)

5 (%21.8)

1 (%4.4)

14 (%60.9)

Dispeptik hasta grubumuzda korpus ve antrum Giincellestirilmis Sydney Sistemine gore

degerlendirilen histopatolojik sonuglar1 (atrofi, IM, atrofi ve IM, normal) ile Western blot

yontemi ile degerlendirilen H. pylori
incelenmistir. Pearson Ki-kare testine gore

histopatolojik sonuclar ve antijenik dagilimlar arasinda bir iligki bulunamamustir (Tablo13).

antijenlerinin  dagilimlar1

arasmdaki

iligkide
istatistiksel olarak degerlendirildiginde
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Tablo 13. Histopatoloji sonuglarna gore atrofi, 1M, atrofi ve IM, normal hasta gruplar>ndaki

hastalarda bulunan 0zgll antijenlere karsi olusan antikorlarin dagilimi (antrum ve korpus

birlikte tek bir hastan>n toplam sonucu olarak degerlendirilmistir)

Antijen Atrofi (n=18) IM (n=19) | Atrofi + IM (n=7) | Normal (n=67)
P120 (CagA) 15 (%83.3) 14 (%73.6) 6 (%85.7) 53 (%79.1)
P95 (VacA) 5 (%27.7) 3 (%15.7) 4 (%57.1) 20 (9%29.8)
P66 (UreB) 12 (%66.6) 17 (%89.5) 7 (%100) 60 (%89.6)
P30 (OMP) 6 (%33.3) 6 (%31.6) 3 (%42.9) 21 (%31.3)
P29 (UreA) 13 (%72.2) 13 (%68.4) 5 (%71.4) 51 (%76.1)
P19 (OMP) 15 (%83.3) 15 (%78.9) 6 (%85.7) 49 (%73.1)

I. Belirsiz Sonug¢lar Olumlu Kabul Edildiginde;

Alt>n standart yontemlere gore, 101 H. pylori enfeksiyonu olumlu hastada 88’ i (% 87.2)
anti-H. pylori 1gG Western blot olumlu, 13’0 (% 12.8) olumsuz, 35 H. pylori enfeksiyonu
olumsuz hastada ise 22’ si (% 62.9) anti-H. pylori IgG Western blot olumlu, 13’0 (% 37.1)

olumsuz bulundu.

Anti-H. pylori IgG Western blot testinin duyarliligi % 87.2; se¢iciligi % 86.6, LR 0.74,
PPV % 80, NPV % 50 bulundu (p=0.175).

ii. Belirsiz Sonug¢lar Olumsuz Kabul Edildiginde;

Alt>n standart yonteme gore, 101 H. pylori enfeksiyonu olumlu hastada 78’1 (% 77.2)
anti-H. pylori 1gG Western blot olumlu, 23’0 (% 22.8) olumsuz, 35 H. pylori enfeksiyonu
olumsuz hastada ise 16* s> (% 45.7) anti-H. pylori 1gG Western blot olumlu, 19°u (% 54.3)

olumsuz bulundu.

Anti-H. pylori 1gG Western blot testinin duyarliligi % 77.2; segiciligi % 54.3, LR 0.71,
PPV % 82.9, NPV % 45.2 bulundu (p=0.337).
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iii. Belirsiz Sonuglar Dahil Edilmediginde;

Alt>n standart yonteme goére, 91 H. pylori enfeksiyonu olumlu hastada 78’i (% 85.7)
anti-H. pylori 1gG Western blot olumlu, 13’0 (% 14.3) olumsuz, 29 H. pylori enfeksiyonu
olumsuz hastada ise 16* s> (% 55.2) anti-H. pylori 1gG Western blot olumlu, 13’0 (% 44.8)

olumsuz bulundu.

Anti-H. pylori 1gG Western blot testinin duyarliligi % 85.7; se¢iciligi % 44.8, LR 0.76,
PPV % 82.9, NPV % 50 bulundu (p=0.711).

6.7. Anti-H. pylori 1gG URINELISA Sonuglar>

Calismaya alinan 136 hastanmn 72’si (% 52.9) Anti-H. pylori IgG URINELISA testi ile
olumlu, 64’0 (% 47.1) olumsuz bulundu. Alt>n standart yonteme gore, 101 H. pylori
enfeksiyonu olumlu hastada 67°si (% 66.3) anti-H. pylori IgG URINELISA olumlu, 34’0 (%
33.6) olumsuz, 35 H. pylori enfeksiyonu olumsuz hastada ise 5’i (% 14.3) anti-H. pylori 1gG
URINELISA olumlu, 30’u (% 85.7) olumsuz bulundu.

McNemar Ki-kare testine gore; Anti-H. pylori IgG URINELISA testinin duyarliligt %
66.3, se¢iciligi % 85.7, LR 0.71, PPV % 93.1, NPV % 46.9 bulundu. Altin standart yontemler
ile anti-H. pylori IgG URINELISA yontemi aras>nda istatistiksel olarak anlaml> fark gozlendi
(p=0.00).

6.8. RAPIRUN Sonugclar»

Caligmaya alman 136 hastan>n 70’1 (% 51.4) RAPIRUN testi ile olumlu, 66°s> (%48.6)
olumsuz bulundu. Alt>n standart yonteme gore, 101 H. pylori enfeksiyonu olumlu hastada
66°s> (% 65.3) RAPIRUN olumlu, 35’i (% 34.7) olumsuz, 35 H. pylori enfeksiyonu olumsuz
hastada ise 6°s> (% 17.1) RAPIRUN olumlu, 29°u (% 82.9) olumsuz bulundu.

McNemar Ki-kare testine gore; RAPIRUN testinin duyarliligi % 65.4; segiciligi %
82.9, LR 0.69, PPV % 91.6, NPV % 45.3 bulundu. Alt>n standart yontemler ile RAPIRUN
yontemi aras>nda istatistiksel olarak anlaml> fark gézlendi (p=0.00).
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Tablo 14. Tum test sonuglarsn>n duyarbbk, secicilik, PPV, NPV, LR

Anti- Anti-H. H. pylori | Western Anti-H. Anti-H.
H.pylori pylori IgA/1gG blot* pylori IgG | pylori IgG
19G CagA ELISA URINELISA | RAPIRUN
ELISA ELISA
% % % % % %

Duyarlbk 911 35.6 85.2 85.7 66.3 65.4

Secicilik 34.3 65.7 60 44.8 85.7 82.9

PPV 80 76.6 86 82.9 93.1 91.6

NPV 57.2 25.9 58.3 50 46.9 45.3

LR 0.77 0.44 0.89 0.76 0.71 0.69

*Belirsiz sonuglar dahil edilmedi.
Tablo 15. Tim test sonuglarinin hastalara gore dagilimi
Anti-H. pylori | Anti-H. pylori | Anti-H. pylori | Anti-H. pylori RAPIRUN
Altn | Anti-H. pylori CagA 1gG 1gA/1IgG 1gG Western 19G

No |Standart| IgG ELISA ELISA ELISA blot URINELISA
1 + + - + + + +
2 - + + + + - +
3 + + + + + - +
4 - + + - + - -
5 + + - + + + +
6 + + + + + + +
7 + + + + + - -
8 + + - + + - -
9 + + + + + + +
10 + + + + + + +
11 + + - - + + -
12 + + + + + + +
13 + + - + + + +
14 + - - - - - -
15 + + - + + + +
16 + + - - Borderline - -
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103 + + + + + + +
104 - + - + Borderline - -
105 + + + + + + +
106 + + + + + - -
107 - + + + Borderline - -
108 - - - - - - -
109 + + + - + - -
110 + + + + + - -
111 - + - - Borderline - -
112 - - - - - - -
113 + + - + Borderline - +
114 + + + + + + +
115 + + + + + + +
116 + + - + - + +
117 + + + + + - +
118 + + + + + + +
119 + + + + + - -
120 + + - + - - -
121 + + + + + - -
122 + + - + + + +
123 + + - + + + +
124 + + - + + + +
125 + + - + + + +
126 - + + + + - -
127 + - - - - - -
128 + + + + + + +
129 + - - - - - -
130 + + + + + - -
131 + - - - - - -
132 + + - + Borderline + +
133 + - - - - - -
134 + + - + Borderline - -
135 + - - - - - -
136 + - - - - - -

6.9. Kultur Standardizasyonu Sonuglar»

H. pylori kiiltirii optimizasyon ve standardizasyon g¢alismalarinda NCTC 11637 H.

pylori standart susu kontrol olarak kullanildi. H. pylori kultir optimizasyon ¢aligmasinda

cesitli antimikrobiyalleri igeren % 10 insan serumlu Columbia agar, % 7 at kanl> Columbia

agar, % 7 koyun kanli Columbia agar besiyerleri kullanilmistir. Kullanilan ii¢ besiyerinde de
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tireme saptanmis ve besiyeri standardizasyonu elde edilmistir. H. pylori kulturu icin en iyi
izolasyonu saglayan besiyerlerinin performanslar1 kalitatif olarak eszamanli degerlendirildi.
ayrica koloni morfolojisi biiyiikliigli arastirilarak optimizasyon gergeklestirilmistir. H. pylori
standart susu NCTC 11637 %10 insan serumlu ve %7 at kani iceren besiyerlerinde Ureyen
kolonilerde tipik ve daha buyik koloni morfolojisi gozlendi. Klinik izolatlar>n Gretilmesinde
%7 koyun kanl> besiyeri yerine onerildi. Ayr>ca insan serumunun daha ucuz ve klinik

laboratuvarda kolay edinebilirligi maliyet agisindan kullanilabilecegi goriisiine varildi.

NCTC 11637 H. pylori standart susu kolonilerinin pasaji antibiyotik suplement igeren
%10 insan serumlu Columbia agar (Oxoid), %7 at kanl> Columbia agar ve %7 koyun kanl>
Columbia agar besiyerlerine yapilmistir. Pasaj sonras»nda treyen kolonilerden steril serum
fizyolojik su icerisinde McFarland 3 bulanikliginda olacak sekilde siispansiyon hazirlanip
ayni besiyerlerine pasajlart yapilmis ve H. pylori kiiltiirii i¢cin en iyi izolasyonunu saglayan
besiyerlerinin performansi arastirilmistir. Sonuglara bakildiginda %7 koyun kanli Columbia
agar besiyerinde lireyen kolonilerin sayisinin daha az oldugu ancak % 7 at kanli ve % 10
insan serumlu Columbia agar besiyerinde iireyen kolonilerin sayilarinin ayni oldugu

bulunmustur ve H. pylori kiltiirii i¢in yapilan optimizasyon ¢aligmasi basarili olmustur.

Resim 4. NCTC 11637 H. pylori standart susunun % 7 at kani i¢eren Columbia agar

besiyerindeki treyen kolonilerin goruntusu
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Resim 5. NCTC 11637 H. pylori standart susunun % 10 insan serum i¢eren Columbia agar

besiyerindeki treyen kolonilerin goruntusu
6.10. Stok kiiltiir degerlendirilmesi

-80°C’de stok besiyerinde saklanan NCTC 11637 standart H. pylori susunun yeniden
canland>rslma oranlar> -20°C’de stok besiyerinde saklanan NCTC 11637 standart H. pylori
susuna gore iireme orani ve kolonilerin kantitatif olarak sayimi yiiksek bulundu. 1 ay sonrasi

elde ettigimiz iireme oraniyla zaman faktoriiniin 6nemi de saptandi.
6.11. H. pylori DNA Ekstraksiyon Sonuglar>

H. pylori standart sus NCTC 11637 %7 at kan> iceren. besiyerindeki Greyen
kolonilerinden elde edilen 2X10° bakteri/ml 10° CFU ( ~ McFarland 2) DNA’s> High Pure
PCR Template Preparation Kit (Roch Applied Science) kullanslarak ekstraksiyonu yap>ld>.
Ornekler hazxlanan %1 agaroz jele yiiklendi ve 75 voltta 30 dakika yuritildii. Elde edilen
iiriin jelde goriintiilendiginde bant gozlendi. Ekstraksiyonu yapilan iiriiniin amplifikasyon
basamagi projemizden malzeme almimi olmadigi i¢in yapilamadi. Ekstrakte edilen H. pylori

standart sus NCTC 11637 DNA’s1 ileriki ¢alismalarda kullanilmak tizere -20 °C’de sakland>.

Daha o6nceden FISH ¢alismast yapilan H. pylori enfeksiyonu pozitif ve negatif 3
hastan>n parafine gdmulu antrum ve korpus biyopsi kesitlerinden High Pure PCR Template
Preparation Kit (Roch Applied Science)’i kullanslarak H. pylori DNA’s> ekstraksiyonu icin kit

iceriginde belirtilen prosediir uygulandi. Ornekler hazirlanan %1 agaroz jele yiiklendi ve 75
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voltta 30 dakika yiiriitiildii. Ancak ekstrakte edilen {iriin jelde goriintiilendiginde hicbir bant
gOzlenmedi. Bu kit kullanslarak parafine gomulu gastrik dokudan H. pylori bakteri DNA’S>

ekstraksiyonunda basarisiz olundu (Resim 6).

OB BEHABD

Resim 6. H. pylori NCTC 11637 standart susunun kolonilerinden ekstraksiyonu yapilan
genomik DNA’m>n % 1’°lik agaroz jelde goriiniisi.

M: DNA Marker

Kuyucuklar 1-4: parafin bloktan antrum korpus biyopsi kesitlerinden elde edilen DNA’y»>
icermektedir

Pozitif kontrol NCTC 11637’nin standart susu, 5: 10*, 6: 10° bakteri/ml

7. TARTISMA

H. pylori mide veya duodenumda Ulser, gastrik kanser ve gastrik lenfomaya neden olan
kronik bir enfeksiyondur (68,132). H. pylori’nin kolonizasyonunun saptanmas>nda endoskopi
gerektiren invaziv ve endoskopinin gerekmedigi invaziv olmayan yontemler kullansr (133).
H. pylori enfeksiyonu tanss>nda, tanssal testler aras>nda tek bir alt>n standart yoéntem yoktur;
tim testlerin s>norbbklar> vardsr (106). Dogru tanisal testi segmek kolay degildir ve se¢iminde
bircok faktér goz 6nunde tutulmabdsr (99). Temel tan> testleri en az riskle ve ekonomik
kosullara uygun, yiiksek dogrulukta sonug¢ verebilecek yiiksek performansl> olmalar>
onerilmektedir (134).
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Birinci basamak tan>da invaziv olmayan yontemler Onerilmektedir. Ag>klanamayan
kilo kayb>, disfaji, yineleyen kusma, gastrointestinal sistem (GIS) kanamas> veya anemi,
malabsorbsiyon gibi bulgular endoskopik incelemeyi gerektiren alarm semptomlardsr (115).

1997 Asya Pasifik Konsensus Konferans> Raporu’nda da, H. pylori rutin testleri ve
tedavisi NSAID’I1 baglangic tedavisinden once onerilmemektedir, ancak daha 6nce peptik
ulser hikayesi olan hastalarda, H. pylori’nin enfeksiyonun test ve tedavisi 6nerilmektedir. H.
pylori icgin serolojik testlerin Asya Pasifik bolgesinde birinci basamak doktorlar ve uzmanlar
icin uygun oldugu, ancak H. pylori enfeksiyonu tedavisinin belirlenmesi i¢in uygun olmadigi
bildirilmektedir. H. pylori enfeksiyonunu belirlemede tedavi Oncesi ve sonrassnda UBT
onerilmektedir. Biyopsi HUT un, endoskopi sirasinda ilk segilen test oldugu ancak negatif
sonu¢ vermesi durumunda H. pylori enfeksiyonunun histopatolojik ag>dan incelenmesi
gerektigi bildirilmektedir. Kiiltiir H. pylori enfeksiyonunun tanss>nda ve antibiyotik direncin
belirlenmesinde alt>n standart yontemdir ve agar dilisyon yontemi kullansimas>
onerilmektedir (135).

Avrupa H. pylori Calisma Grubu’nun Maastricht 3-2005 Konsensus Bildirisi’nde;
GORD hastalig1 olan, NSAID kullanan ve alarm semptomu olan kisilerin tedavi edilmesi
gerektigi onerilmistir. UBT digindaki invaziv olmayan testler 6nemli olup, kanamali {ilser,
gastrik atrofi, MALT lenfoma ve yeni PPl ve antibiyotik kullan>msnda tan> testi olarak
seroloji kullanilmas1 gerektigi bildirilmistir. Hasta bas1 testlerinin, idrar ve tikrikte H. pylori
antikorlarn>n saptanmas>non H. pylori infeksiyonu kontroliinde rolii olmadigi bildirilmistir.
‘“Test ve tedavi’ stratejisinde, H. pylori tanisinda digki testinin, UBT ile ayn1 diizeyde oldugu
kabul edilmistir. Invaziv testler gdz 6niine almdiginda, tedavi 6ncesi ya da invaziv olmayan
testler uygulanmayan hastalarda endoskopi sonras> HUT pozitifliginin tedaviyi baslatmak igin
yeterli oldugu bildirilmistir. Birinci basamak tedavide klaritromisin temelli tedaviyi
kullanmadan 6nce klaritromisin duyarlhilik testi i¢in kiiltiiriin 6nemi tartismalidir. iki tedavi
basarisizligr ve de cografik bolgede veya populasyonda % 15-20°den daha fazla primer
klaritromisin direnci varsa, kiltiir 6nerilmekte ve primer antibiyotik direncinin farkl> referans
laboratuvarlar>nda izlenmesi gerekmektedir. Ayr>ca birinci basamak tanxda serolojinin terk
edilmesi gerektigi ve bu testlerin sadece tarama amac> ile kullanslabilecek testler oldugu
bildirilmistir (116).
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Gelismekte olan iilkelerde niifusun % 80-90°> H. pylori ile enfektedir ve % 80’1 20
yasina kadar enfekte olmaktadir (35). Tiirkiye’deki epidemiyolojik arastirmalarda da benzer
sonuclar 18 ve 20 yas tizerinde %82.5 olarak bildirilmistir (35,71,78).

Serolojik ¢aligmalarda en sik kullanilan yontem ELISA’dir. H. pylori’ye karst olusan
IgM antikorlar1 serumda sadece kisa bir siire bulundugundan tanisal degeri azdir. IgG
antikorlarinin duyarlilik ve seciciligi IgA antikorlarma gore daha fazladir. Bu yilizden
calismamizda serolojik tanida IgG ELISA ve Western blot testleri kullanilmistir. Serolojik
testler, h>zl>, basit, ucuz ve invaziv olmayan yontemlerdir. Ayrsca serolojik testler bizmut
komponentleri, PPl veya antibiyotik abm> ile H. pylori enfeksiyonunun baskilandigi
durumlarda bakteriyel yogunluga bagli olan iireaza dayali testlerden daha az yanilticidir.
Basarili tedavi ile IgG cevabi azalir, tekrarlayan enfeksiyonlarda yukselir (112).

Calismamizda; invaziv olmayan tanisal testler altin standart kabul edilen histopatoloji
ve HUT ile karsilagtirildi. Dispeptik hasta serum ve idrar 6rneklerinde anti-H. pylori 19G
antikor varligi ELISA, Western blot, URINELISA ve RAPIRUN yontemleri ile arastirilds,
anti-H. pylori IgG pozitif hasta serumlarinda ise viriilans faktorlerinden CagA, VacA ve diger
H. pylori antijenlerine karsi olusan antikorlarin goriilme sikligi ile histopatoloji bulgular1
karsilastirildi. Ayrica bu hasta grubunda antijenik varyasyonun molekiler dizeyde
belirlenmesinde ileri aragtirmalar i¢in altin standart yontem olan H. pylori kiltur
optimizasyonu yap>ld>.

Caligmam»zda 136 hastan>n H. pylori enfeksiyonu yonunden 52 (%38.2)’si antrum ve
korpus HUT olumlu, 22 (% 16.2) ‘si antrum HUT, 14 (% 10.3)’G korpus HUT olumlu,
histopatolojik incelemede ise 72 (% 52.9) ’si antrum ve korpus olumlu, 13 (% 9.6)’0 antrum
olumlu, 8 (% 5.9) ’i korpus olumlu saptand>. Boylece, altin standart olarak kabul ettigimiz bu
yontemlere goére, 103 (% 75.7) hasta H. pylori enfeksiyonu olumlu, 33 (% 24.3)’0( olumsuz
olarak degerlendirildi.

Van de Wouw ve arkadaslar1 farkli ELISA kitlerini referans metodlarla
karsilastirdiklarinda duyarliligi % 81-100, seciciligi % 79-86, PPV % 95-96, NPV % 52-100
arasinda bulmuslardir (21).

Xia ve arkadaslarinin H. pylori’ye karsi olusan IgG antikorlarmi saptayan (¢ farkl>
ELISA kitini degerlendirdikleri ¢alismalarinda; **C UBT, histoloji ve HUT testlerinden en az
ikisinin pozitifliginde hastalar1 enfekte kabul etmisler ve ii¢ testinde negatif oldugu durumda

H. pylori enfeksiyonu negatif olarak, testlerden birinin pozitifliginde ise belirsiz olarak kabul
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etmislerdir. Bu referans yontemlerle kiyaslandiginda 1gG ELISA’larin duyarliligi % 81.5-
96.2, segiciligi ise % 78.6-98.2 arasinda bulunmustur (136).

Leung ve arkadaglarmin ticari  serolojik testlerin  performansinmn  farkl
populasyonlardaki H. pylori suslarinda degerlendirdikleri calismada; **C UBT, histoloji ve
HUT en az ikisinin pozitifliginde hastalar> enfekte kabul etmisler, IgG ELISA’nin duyarlilig
% 80, segiciligi ise % 96 bulunmustur (137).

Locatelli ve arkadaglarmin H. pylori’ye karsi olusan IgG ve IgA antikorlarini serumda
ve IgA antikorlarmi duodenal sivida saptayan calismalarinda; histoloji ve HUT ikisinin
pozitifliginde  hastalar1 enfekte kabul etmislerdir. Altin  standart yOntemlerle
karsilastirildiklarinda serum IgG seviyelerinin duyarliligi % 64, segiciligi ise % 83.7; serum
IgA seviyelerinin duyarliligi % 72, seciciligi ise % 65.9 saptanmustir. Serolojik testler birlikte
degerlendirildiklerinde duyarliligi % 86.6, segiciligi ise % 74.2 bulunmustur. Altin standart
yontemlerle karsilastirildiginda, duodenal sivida IgA icin duyarhilik, segicilik ve yalanci
pozitifligi farkli cutoff degerleri de ROC egrisi ile belirlenmistir. Duodenal sividaki anti-H.
pylori IgA antikorlarinin belirlenmesi igin ELISA’da elde edilen degerler analiz edildiginde,
H. pylori enfeksiyonlu ya da enfeksiyonsuz hastalar aras>nda onemli bir fark (p=0.43)
gozlenmemistir (138).

Y>lmaz ve arkadaslar1 histopatoloji ve HUT pozitif oldugunda H. pylori enfeksiyonunu
pozitif olarak degerlendirmisler ve IgG ELISA test duyarlilig1 % 87.5, segiciligi ise % 50; IgA
ELISA test duyarlilig1 % 54.2, segiciligi ise % 87.5; anti-CagA 1gG ELISA test duyarl>ligi %
54.2, segiciligi ise % 75; anti-CagA IgA ELISA test duyarlilig1 %33.3, seciciligi ise %87.5
bulunmustur. Buna gore, IgA saptayan ELISA kitlerinin klinik olarak yararsiz oldugunu; IgG
saptayan kitlerinin Avrupa suslarindaki antijenik 6zellikleri temel almas>ndan dolay> klinik
olarak makul olmadig1 ve ayrica yasadiklar1 bolgenin hem Asya hem de Bati iilkelerinin
etkinligi altinda kozmopolitan bir bolge olmasindan dolay1 ortak suslarin Avrupa’dakilerden
onemli 6lclde farkl> olabilecegi sonucuna varmislardsr (139).

Calismamizda anti-H. pylori IgG ELISA, anti-H. pylori IgA/IgG ELISA ve anti-H.
pylori CagA 1gG ELISA testlerinin duyarl>xklars ve spesifiklikleri s>rassyla % 91.1, % 34.3;
% 85.2, % 60; % 35.6, % 65.7 bulunmustur. Ayrica; H. pylori enfeksiyonu tans>nda alt>n
standart yontemler ile anti-H. pylori 1IgG ELISA ve anti-H. pylori CagA ELISA sonuglar>
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark gozlenmis (p>0.05); anti-H. pylori IgA/IgG
ELISA da ise gozlenmemistir (p>0.05). Ayrsxca, anti-H. pylori 1gG ELISA ve anti-H. pylori
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IgA/1gG ELISA testlerinin birbirleri ile istatistiksel olarak uyumlu bulunmus (k=0.586) ve bu
iki ELISA testinin birbiri yerine kullanilabilecegi kanisina varilmistir.

Anti-H. pylori IgG antikor varligmin konak bakteri ile karsilagtigindan itibaren kanda
saptanmasindan dolay1 uzun siire yiiksek kalan antikor titresinden dolay1 aktif ve gecirilmis
enfeksiyon ayrimi yapilamayacagi diisiiniilmektedir. Kit iireticisi tarafindan Onerilen esik
degerde segilen populasyon veya yas dagilimi da rol oynayabilir. Bat> Ulkelerinde yuksek
performans gosteren birgok serolojik testin Asya’daki populasyonlarda ayni sonucu vermedigi
bildirilmistir. Dhar ve arkadaslar1 iki farkli serolojik testin performanslarint Ortadogu
populasyonunda degerlendirdikleri ¢aligmalarinda H. pylori enfeksiyonu varhigi ile serolojik
sonuglar arasinda iliskiyi zayif bulmuslardir (140). Bodhidatta ve arkadaslar1 yerli H. pylori
izolatlarindan hazirladiklar1 serolojik yontemin duyarlilik ve segiciligini ticari teste oranla
daha yiiksek bulmuslardir (141). Dinyann farkl> bolgelerindeki H. pylori izolatlar>n>n
antijenik yapilar1 bolgesel farklilik gosterdigi i¢in serolojik testler de populasyonlarnin
antijenik ozelliklerine gore uyarlanmald>r. Serolojik testlerdeki antijen haz>rlanmas> da
onemli bir problemdir.

Anti-H. pylori antikorlarn>n ve farkl> H. pylori antijenlerine kars1 bireysel serolojik
yanitla sadece tanida degil, CagA ve VacA gibi virlilans faktorlerine karsi antikorlarin
saptanmasinda da kullanilan bir diger yontem ise “immunoblotting” teknigidir (105). Anti-
CagA antikorlarn>n saptanmas»>, hastansn cagA-pozitif veya cagA-negatif bir susla enfekte
oldugunu, peptik iilser hastalig1 ve gastrik karsinom riskini gosterebildigi bildirilmektedir
(112).

Sezikli ve arkadaslar1 ¢esitli gastroduodenal hastalikli hasta grubunda H. pylori CagA ve
VacA’nin serum antikorlarmin sikligini Western blot testi ile arastirdiklar1 g¢aligmalarinda
anti-CagA antikor sikligimi %85.5; anti-VacA antikor sikhiginit %70.2 olarak bulmuslardir.
Hem anti-CagA hem de anti-VacA antikorlarmin pozitifligini duodenal iilser (DU), gastrik
ulser (GU) ve gastrik kanserli (GC) hastalarda non-llser dispepsi ve asemptomatik hastalara
gore daha yiiksek olarak saptamiglardir. Buna gore, bolgelerinde H. pylori’nin CagA ve VacA
proteinleri ve DU, GU ve GC arasinda onemli Slglide bir iliski oldugunu gostermislerdir
(142).

Erzin ve arkadaslar1 Tiirk hastalarda H. pylori VacA ve CagA’sina karsi olusan serum
antikor profillerinin Western blot testi ile arastirdiklar1 ¢aligsmalarinda; kiiltiir tek basina

pozitif oldugunda ya da hem HUT hem de histopatolojinin ikisinin pozitif oldugu durumlarda
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H. pylori’yi pozitif olarak kabul etmislerdir. CagA antijeninin seropozitiflik oranin1 % 85,
VacA seropozitiflik oran»n> ise % 33 olarak bulmuslardir. Calisilan dispepsili Tiirk hastalarda
hi¢bir virulans faktoriiniin DU gelisimiyle iliskili olmadigi sonucuna varmislardir. Ayrica,
caligmadaki dispeptik hasta grubunda CagA ve VacA pozitif H. pylori suslarinin ayni siklikta
gozlendigini saptamuglardir (143).

Monteiro ve arkadaslar1 invaziv ve invaziv olmayan testleri karsilastirdiklar:
caligmalarinda immunoblotlama ydnteminin duyarhiligini % 95.6, 6zgilligini % 92.6, PPV
% 91.5, NPV ise % 96.2 bulmuslardir. Segiciligin diisiik bulunma nedeni ya daha énceki H.
pylori enfeksiyonunun “serolojik skar”1 veya diger bir gastrik helicobacter olan Helicobacter
heilmannii gibi benzer antijenik yap»ya sahip Helicobacter tiirii ile enfeksiyon olabilecegini
belirtmislerdir (144).

Bizim ¢aligmamizda ise hastalarsn % 66.9° unun cagA-pozitif suslarla enfekte oldugu,
Western blot olumlu bulunan 95 hastan>n da 76°s> (% 80) CagA, 28’i (% 29.5) VacA pozitif
saptand>. Caligmadaki 136 hastanm 95’1 (% 69.8) anti-H. pylori 1gG Western blot testi ile
olumlu, 25’1 (%18.4) olumsuz, 16’s> (% 11.8) belirsiz bulundu. Belirsiz sonuglar olumlu
kabul edildiginde; anti-H. pylori IgG Western blot testinin duyarliligi % 87.2; segiciligi %
86.6, LR 0.74, PPV % 80, NPV ise % 50 bulundu. Belirsiz sonuglar olumsuz kabul
edildiginde ise duyarliligi % 77.2 ve segiciligi % 54.3 LR 0.71, PPV % 82.9, NPV ise % 45.2
bulundu. Belirsiz sonuglar dahil edilmediginde; anti-H.pylori 1gG Western blot testinin
duyarligr % 85.7; segiciligi % 44.8, LR 0.76, PPV % 82.9, NPV ise % 50 olarak diger
caligmalara gore daha diisiik saptand>.

H. pylori suslarindaki bolgesel genetik farkliliklar ve antijenik varyasyonlar nedeniyle
tan> kriteri olarak belirlenen bantlar>n da farkl> olmasi gerektigi bildirilmektedir (126).
Ozellikle, anti-H. pylori IgG (ELISA) olumlu 115 hastada anti-CagA olumlu 47 hastann 9
(%19.2)’unda atrofi, 7 (%14.9)’sinde IM, 2 (%4.3)’sinde atrofi ve IM ve 29 (%61.7)’unda
normal mukoza, Western blot testi olumlu ve belirsiz 111 hastada ise anti-CagA 1gG
antikorlar> olumlu 88 hastan>n 15 (%17.1)’inde atrofi, 14 (%15.9)’linde IM, 6 (%6.8)’s>nda
atrofi ve IM ve 53 (%60.3)’tinde normal mukoza saptanmistir. Western blot testi ile olumlu
95 ve 16 belirsiz saptanan toplam 111 hastada 6zgil H. pylori antijenlerine karsi olugsan her
bir bantin goriilme siklig>; pl20 kDa (88; %79.3), p95 kDa (32; %28.8), p33 kDa (35;
%31.5), p30 kDa (38; %34.3), p29 kDa (82; %73.9), p26 kDa (90; %81.1), p19 kDa (85;
%76.6), p17 kDa (67; %60.4) dur. 17 kDa, 19 kDa, 26 kDa, 29 kDa, 30 kDa, 33 kDa, 95 kDa
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ve 120 kDa molekiil agirbgindaki bu protein bantlar>ndan en az ikisinin varliginda antrum ve
korpusta atrofi, IM, atrofi ve IM histopatoloji sonuglar1 arasindaki iligki Pearson Ki-kare
testine gore istatistiksel olarak anlaml> bulunmamustir.

Idrarda H. pylori'ye karsi IgG antikorlarn> saptamak icin  ELISA ve
immunokromatografik testler kullansimaktadsr (16,111-114). Idrar temelli ELISA testleri non
invaziv, 6rnek toplanmasinin basit, yiikksek duyarlhilik ve 6zgiilliige sahip olmas> nedeniyle
avantajbdr (115,116).

Leodolter ve arkadaslar> idrarda anti-H. pylori 1gG antikorlar>n> belirlemek igin iki
invaziv olmayan idrar ELISA (URINELISA) ve h>zl> idrar testlerinin (RAPIRUN)
karsilastirildig1 ¢alismalarinda, kiiltlr pozitif ya da HUT ve histopatolojinin pozitifliginde H.
pylori enfeksiyonu pozitif degerlendirilmis ve URIELISA’nin duyarliligi % 89.4, segiciligini
ise % 68; RAPIRUN’nin duyarliligi % 82.4, seciciligini ise % 83.3 olarak bildirilmistir.
Idrarda H. pylori’ye karsi olusan IgG antikorlarinm belirlenmesinin epidemiyolojik
aragtrmalar igin Ozellikle tarama testi olarak yararli olabilecegi ve dogruluklarinin diger
serum temelli ELISA testleri kadar oldugu belirtilmistir (145).

Kuo ve arkadaslar1 idrarda URINELISA testinin klinik yararini ve tanidaki dogrulugunu
kiiltir, HUT, histopatolojik inceleme, *3C UBT ile arastirmislardir. Kiltiiriin tek basma ve ya
HUT, histopatoloji ve *C UBT en az ikisinin pozitifliginde H. pylori enfeksiyonunu pozitif
olarak kabul etmislerdir. idrardaki IgG antikorlarmin duyarlihigmi % 91.7, segiciligini ise %
90.8 olarak saptamislardir. Buna gdre, URINELISA’n>n hem Asya hem de Avrupa
toplumlarsnda H. pylori enfeksiyonunun belirlenmesinde yiiksek kararliliga sahip, ucuz kolay
uygulanabilen ilk basamak tarama testi olarak kullanilabilecegi sonucuna varmiglardsr (146).

Demiray ve arkadaslar1 idrarda H. pylori antikorlarn> belirleyen URINELISA ve
RAPIRUN ile serumda H. pylori antikorlar>n> belirleyen anti-H. pylori 1gG ELISA ve anti-H.
pylori CagA 1IgG ELISA Kkitlerini karsilagtirdiklart ¢alismalarinda, URINELISA’n>n
duyarliligii % 70.9, segiciligini ise % 86.2; RAPIRUN nin duyarliligint % 69.6, se¢iciligi ise
% 82.8; anti-H. pylori IgG ELISA’nin duyarliligini % 96.2, segiciligini ise % 37.9 ve anti-H.
pylori CagA IgG ELISA’nin duyarliligini % 35.4, segiciligini ise % 72.4 olarak bulmuslardir.
Buna gore idrar antikor testlerinin serolojik testlere alternatif olabilecegini bildirmislerdir
(147).

Calismamizda anti-H. pylori IgG URINELISA testinin duyarliligi % 66.3, sec¢iciligi ise
% 85.7; RAPIRUN testinin duyarblig1 % 65.4, seciciligi ise % 82.9 olup, literatiirle uyumlu
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olarak saptanmistir. Buna gore, H. pylori’ye karsi olusan IgG antikorlarmin idrarda
belirlenmesinin epidemiyolojik arastirmalar icin Ozellikle tarama testi olarak yararh
olabilecegi ve serolojik testlere alternatif olabilecegi kanisina varilmistir.

Ayrica ¢alismamizda kullandigimiz Anti-H. pylori 1IgG URINELISA ve RAPIRUN
testleri istatistiksel olarak birbirleri ile uyumlu bulunmus (k=0.852) ve bu iki idrar testinin
birbiri yerine kullanslabilecegi kanisina varilmstir.

H. pylori tanisinda kullanilan kiiltiir altin standart yontemlerden biridir. Iki &nemli
avantaji vardir: Antimikrobiyal duyarlilik testlerine olanak saglar ve kiiltiirle elde edilen sus
tiplendirme yontemlerinde ileri aragtirmalarda kullanslabilir (31,43,68).

H. pylori’yi kiiltiirde ftiretebilmek igin cesitli secici ve secici olmayan besiyerleri
kullan>lmaktad>r (43). At kani, at serumu veya koyun kani eklenmis BHI agar, Brucella agar,
Tryptone Soya agar, Columbia agar, Wilkins Chalgren agar ve Skirrow's agar kulttrde
kullan>lmas> onerilen besiyerlerindendir (29,42,65,104). Ayr>ca besiyerleri H. pylori’nin
gelisimini arttiric1 gesitli besinlerde (vitaminler ve oligoelementler vb.) icermelidir. Kat>
besiyerlerinde kullanilabilecek diger katki maddeleri olarak yumurta sarisi, komiir, nisasta,
BSA, katalaz, 2,3,5-trifenil tetrazolium klorid (40 mg/litre) bildirilmektedir (42).

Paik ve arkadasglar1 H. pylori kultird igin kullanslan segici besiyerlerinin
karsilastirdiklar1 ¢alismalarinda, %10 taze insan serumu kullanslan besiyeri ile %5 koyun kan>
kullanilan besiyerinde elde ettikleri sonuglar arasinda fark bulmamislardir. Buna gore gastrik
biyopsiden H. pylori kultirt igin hayvan kan> yerine klinik laboratuvarlarda kolayca
bulunabilen taze insan serumunun kullanilabilecegini onermislerdir (128). Calismamizda,
gastrik biyopsi 6rneklerinde H. pylori’nin en iyi izolasyonunu saglayan besiyerlerinin
performans arastirilarak optimizasyonunun saglanmasi i¢in %7 at kanl> Columbia agar, %7
koyun kanl> Columbia agar ve %10 taze insan serumlu Columbia agar besiyerleri
kullanilmigtir. Bu amagla H. pylori NCTC 11637 standart susu kullanilmistir. Kullanilan tig
besiyerinde de elde edilen sonuglar arasinda fark bulunmamistir. Buna goére bizde Paik ve
arkadaglarinin ¢alismasmdaki gibi, klinik laboratuvarlarda daha kolay bulundugu, maliyeti
daha ucuz oldugu igin taze insan serumunun gastrik biyopsiden H. pylori kiltrinin
yap>lmas>nda at ve koyun kan> yerine kullanilabilecegi ancak insan serumunda rol
oynayabilecek olan anti-H. pylori antikorlarnsn ve serumdaki inhibitorlerin g6z 6niinde

bulundurulmas> ve bu nedenle insan serumlu besiyerleri ile birlikte at kanl> besiyerlerinde
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kullanilmas1 gerektigi kanisina varildi. Bu nedenle kullandigimiz insan serumlar1 56 °C’de 30
dakika komplemanin inaktive edilmesi sagland1.

H. pylori hiicre duvarinda bulunan metoksi yag asitleri fazla igerdiginden dolayr bu
Ozellik bakteriye aside direng kazand>r>r. Bunun sonucu olarak Gram negatif bakteriler fuksin
ile kolayca boyansrken H. pylori bu 6zelliginde dolay1 karbol fuksin ile daha etkili bir sekilde
boyandigi bildirilmektedir (148). Calismamizda, NCTC 11637 standart H. pylori susunun
kolonilerinin tipik morfolojisini gorebilmek icin haz>rlanan preparatlar Gram boyas> ve
modifiye karbol fuksin ile boyanarak incelenmistir. Preparatlar modifiye karbol fuksin ile
boyandiginda morfolojiler daha net gézlemlenmistir ve literatiir ile uyumlu bulunmustur.

Ayrxa, -80°C’de stok besiyerinde saklanan NCTC 11637 standart H. pylori susunun
yeniden canland>rima oranlar> -20°C’de stok besiyerinde saklanan NCTC 11637 standart H.
pylori susuna gore lireme orani ve kolonilerin kantitatif olarak sayimi yiiksek bulundu. 1 ay
sonrasi elde ettigimiz ilireme oraniyla zaman faktoriiniin 6nemi de saptandi. Genelde rutin
olarak kullan>lan yaln>zca gliserol igeren stok besiyerlerine gore sakkaroz iceren stok
besiyerinin daha fazla Ureme ile canland>ma oranma sahip oldugu saptandi. Sakkaroz
hipertonik bir ortam sagladig1 i¢in H. pylori bakteri hiicresinin suyunu azaltarak ortamdaki
dondurma sirasinda buz kristallerinin daha az olmasini saglamasi nedeni ile daha koruyucu

olabildigi belirlendi.
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8. SONUCLAR VE ONERILER

Calismamizda, anti-H. pylori IgG ELISA testlerinin karsilastirilmasinda duyarliligin
literatiir ile uyumlu, seciciligin diigiik bulunmas1 ve dinyan>n farkl> bdlgelerindeki H. pylori
izolatlarinin antijenik yapilar1 bolgesel farklilik gosterdigi i¢in serolojik testlerin
populasyonlarm antijenik ozelliklerine gore uyarlanmasinin Onerilmesi gerektigi sonucuna
varld>.

Western blot yontemi ile saptanan H. pylori antijenlerinin dispeptik hasta grubumuzda
anlamli bir fark gdstermedigi ancak diger GIS yakinmali ve H. pylori enfeksiyonu olumlu,
gastrik kanserli hastalarda da 0Ozellikle CagA ve VacA antijen varliginin anlamli olup
olmayacagmin arastirilmasi kanisina varildi.

URINELISA ve RAPIRUN testlerinin non invaziv bir yontem olarak eriskin hastalarin
yant sira pediatrik hastalarda da tarama testi olarak serolojinin yerine kullanilabilirligi kaisma
varld>.

Ayrxca, H. pylori kilturu igin klinik laboratuvarlarda daha kolay bulundugu, maliyeti
daha ucuz oldugu igin taze insan serumunun gastrik biyopsiden H. pylori kiltrinin
yap>lmas>nda at ve koyun kani yerine kullanilabilecegi ancak baz> anti-H. pylori antikorlar> ve
serum faktorleri nedeni ile at kanli besiyeri ile birlikte kullanilmas1 gerekliligi, Gram boyama
yonteminin yan> ssra modifiye karbol fuksin boyama yonteminin kullansimas>n>n daha yararl>
olacagi, sakkaroz ve gliserollii stok besiyerlerinin gastrik biyopsi drneklerinden izole edilen

H. pylori kolonilerinin -80 °C’de basari ile saklanip canlandirilabilecegi kan>s>na varsld>.
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10. EK

10.1

GONULLU BILGILENDIRME FORMU

Degerli Hastamiz,

Sizin muayeneniz ve degerlendirilmeniz sonucunda doktorunuz tarafindan endoskopi
yapilmasi gerekli bulunmustur. Mide mukozasina yerlesen Helicobacter pylori ad>ndaki
bakterinin gastrit, mide Ulseri ve mide kanseri ile iliskisi kanitlanmistir. Bu bakterinin varligi
hizl iireaz testi, histopatolojik inceleme, iire nefes testi, kiiltiir, molekiiler yontemler, digki
antijen testi ve serolojik testler gibi g¢esitli yontemlerle saptanabilmektedir. Katilacaginsz
caligmada endoskopi yapilmasini gerektiren ve gerektirmeyen yontemlerin Helicobacter
pylori tanisindaki etkinligi arastirilacaktir.

Yukarida bahsedilen bakterinin varligi, endoskopi sirasinda rutin olarak alinan biyopsi
ornegine hizli iireaz testinin uygulanmasiyla sizde de arastirilacaktir. Endoskopi sirasinda
yapilacak bu testle midenizde bakterinin var oldugu saptanirsa ¢alismamiz i¢in midenizden 4
adet daha biyopsi almacak ve bu biyopsiler de bakterinin arastirilmasi i¢in kiiltiir ve
molekiiler yontemler uygulanarak ileri incelemeleri yap»lacaktr. Ayrsca, sizden endoskopi
sonrasinda bir defalik alinacak kan 6rneginde Helicobacter pylori’nin laboratuvar tanss>nda
kullanilan serolojik testlerden ELISA ve Westernblot testleri uygulanacaktir. Bu islemler size
herhangi bir zarar vermemektedir. Testlerin sonuclar1 kontrol ve tedavi altinda oldugunuz
bollime bildirilecektir. Bu konuda elde edilen bilgiler sizin tedavinizin yonlendirilmesinde de
kullanslacaktor.

Goniilli bu ¢aligmaya katilmayr red etme ya da arastirma bagladiktan sonra devam
etmeme hakkina sahiptir. Arastirmact da goniilliniin kendi rizasima bakmadan, olguyu
arastirma dis1 birakabilir. GOoniillii olarak bu ¢aligmada yer alan tiim hastalarin kisisel bilgileri
gizli tutulacaktir. Caligma verileri herhangi bir yay>n ve raporda kullansbrken bu yay>nda
isminiz kullanilmayacak ve veriler izlenerek size ulagilamayacaktir. Bu ¢alisma sirasinda
uygulanacak testlerin ve arastirma ile ilgili gerceklestirilecek diger islemlerin masraflari

sizden veya glvencesi alt>nda bulundugunuz resmi ya da 6zel hi¢bir kurum veya kurulustan
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talep edilmeyecektir. Eger calismaya katilmay1 kabul ediyorsaniz ilgili boliimii imzalamaniz

gerekmektedir.

Goniilliiye arastirmadan once verilmesi gereken bilgileri iceren yukaridaki metni
okudum. Bunlar hakkinda bana yazih ve sozlii aciklamalar yapildi. Bu kosullarda soz
konusu klinik laboratuvar arastirmasina kendi rizamla hicbir baski ve zorlama

olmaks>z>n katslmay» kabul ediyorum.

Hastan»n;

Ad

Soyad :

Adresi :
Telefon(Ev/Cep):
Tarih

Imza

Arastirma Sorumlusu

Ad Soyad

Adres :

Tamkhk Eden Arastirmaci

Ad Soyad

Adres :

irtibat Kurulabilecek Telefon Numaralar

Neslihan Bekmen 0232-412-45-01
0554-370-53-61

Telefon

Imza

Telefon

Imza
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10.2

Ad Soyad
Yas
Cinsiyet

Adres

= Hasta calisma Kriterlerine

CALISMA FORMU

Tarih
Protokol No
Patoloji No

Telefon

Uygun L] Uygun degil []

Dislama kriterleri géz Oniine alinarak dislanan, dispeptik yakinmali ve kanamali
endoskopi endikasyonu konulan hastalar calismaya almacaktir. Dislama kriterleri;
Koagulopati, gebelik, laktasyon, malignensiler, gastrik cerrahi gegirenler, son 6 ay iginde
Helicobacter pylori eradikasyon tedavisi alanlar, son 1 ay iginde antibiyotik, anti sekretuar
ilag, bizmut tuzlar», sukralfat kullanan hastalar.

= Gonulld bilgilendirme formu verildi mi? Evet [ Hay»r L]

= Mide biyopsisi alb>nd> m»>?

»  Hb>zl> Ureaz Testi
Antrum

Korpus

Antrum D Korpus D

+ LI () [
+ LI () [

Hastalardan al>nan biyopsi drnekleri histopatolojik inceleme igin patoloji laboratuvarsna
gonderilecektir. HLO sonuclar> takip edilecektir.
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Histopatolojik incelemede HLO

Antrum + L] () L
Korpus (+) L] O] []
Kan ornegi ahnd1 m? Evet L] Hay»r L]
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10.3

DOKUZ EYLUL UNIiVERSITESI
SAGLIK BiLIMLERIi ENSTITUSU

YONETIM KURULU KARARLARI

TOPLANTI SAYISI : 07
TOPLANTI GUNU : Sal>

TOPLANTI TARIHI : 13.02.2007
TOPLANTI SAATI : 11.00

KARAR 12/ Enstitumtz Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dal> yiiksek

lisans programi Ogrencisi Neslihan BEKMEN’in, tez danigmani Dog.Dr.
Ozlem YILMAZ tarafndan 23.01.2007 tarihli yaz> ile onerilen ve Etik Kurul
onay1 alman tez konusunun asagidaki sekilde kabuliine mevcudun oy birligi
ile karar verildi.

Tez konusu : ‘Dispeptik ve Kanamal> Hastalarda ELISA ve Westerblot
Yontemleriyle  Helicobacter  Pylori’nin  Antijenik  Varyasyonlar>mn
Aragtirilmasr’
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DOKUZ EYLUL UNIVERSITESI TIP FAKULTES]

KLINIK VE LABORATUVAR ARASTIRMALARI ETIiK KURULU

Tarih ve Sayi: 12.01.2007/06

tik Kurul Uveleri
Prof.Dr.Taner CAMSARI
Prof.Dr.Elif AKALIN

-of.Dr.Tun¢ ALKIN _
wog¢.Dr.M.Hakan OZDEMIR
Dog¢.Dr.Ayca Arzu SAYINER

o¢.Dr.Vesile OZTURK
~0¢.Dr.Mustafa SECIL
Dog.Dr.Murat DUMAN

3¢.Dr.Giliven ASLAN

wrd.Dog.Dr.Murat ORMEN
Yunus Karslh

Etik Kurul Baskani
*of.Dr.Taner CAMSARI

tik K}lg‘ul Sekreteri
ice IGCI

DOKUZ EYLUL UNIVERSITESI TIP FAKULTESI DEKANLIGINA,

Etik Kurulumuzun 11 Ocak 2007 tarih ve 08/01/2007 no.lu toplantisinda, 278/2006
Protokol numarali Saglik Bilimleri Enstitiisii Anabilim Dal; Mikrobiyoloji Yﬁksek!
Lisans Programi ogrencisi Neslihan BEKMEN’in sorumlu oldugu “Dispeptik ve
kanamal hastalarda ELISA ve Westernblot yontemleriyle Helicobacterpylori‘nin |
antijenik varyasyonlarinin arastirilmas1” isimli projenin uygulanmasinda etik acidan
sakinca yoktur. '

Katilanlarin oy birligi ile karar verilmistir.

Vamalslf

Prof. ]Jr.Taner CAMSARI
Klinik ve Laboratuvar Arastirmalarn
Etik Kurul Baskam

Bilgilerinizi ve geregini arz ederim.

Tel: 0232 412 22 54



10.4

DOKUZ EYLUL UNIiVERSITESI
SAGLIK BiLIMLERI ENSTITUSU
YONETIM KURULU KARARLARI

TOPLANTI SAYISI :18 TOPLANTI
GUNU : salb>
TOPLANTI TARIHI : 24.06.2008 TOPLANTI

SAATI : 11.00

KARAR 08/ Enstitiimuz Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dal> Mikrobiyoloji yiksek lisans
programi ogrencisi Neslihan BEKMEN’in, tez danismani Prof.Dr. Ozlem YILMAZ
tarabndan 23/06/2008 tarihli yaz> ile onerilen ve Etik Kurul onay> abnan tez bash@
degisikliginin asagidaki sekilde kabuliine mevcudun oy birligi ile karar verildi.

Tez konusu : ‘Dispeptik Hastalarda ELISA ve Westernblot Yontemleriyle Helicobacter
Pylori’nin Antijenik Varyasyonlarmin Arastirilmast’

116



IMMUNOLOJI LABORATUARI

Patients ID's: sultan demirci Test: Helicobacter pylori IgG
name: sultan demirci Strip No.: 16

Lab number: 9 Date of receipt: 11.06.2008

Number: 1 Results from: 11.06.2008

Labordiagnostika

EUROLineScan software

Megtzinische N T Automatic evaluation of test strips using the

EUROIMMUN 13

Pos pi7pi8

p2s P23 p30 3 p‘ﬂ P50 pSapsT 55 pi5  p120

i

Molecular weight

p120, CagA

p 95, VacA

+

p75

p 67, Flag.

p 66, UreB

p 57

p 54

p 50

p 41

p 33

p 30

p 29, UreA

p 26

p 19, OMP

p 17

Positioning mark

ojlo|+ |+ |+ |O0O|Oo|Oo|+|O |+ |+ |+ ]|O

Class Explanation

0 no staining

(+) weak staining

+ strong staining

Test

Result

Helicobacter pylari 1gG

positive

Signature:
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