T.C.
AFYONKARAH iSAR KOCATEPE UNIVERSITESI REKTORLU GU
TIP FAKULTES i
MIiKROBIiYOLOJi ANABILIiM DALI

“Helicobacter pylori” TANISINDA FLORESAN IN SITU
HIBRIDiZASYON ILE DIGER HIZLI TANI
YONTEMLERININ KARSILA STIRILMASI VE ESLIK
EDEN KLARITROMISIN DIRENCININ
ARASTIRILMASI

“UZMANLIK TEZ I”

Dr. BIROL SAFAK

AFYONKARAHISAR 2007



T.C.
AFYONKARAH iSAR KOCATEPE UNIVERSITESI REKTORLU GU
TIP FAKULTES i
MIiKROBIiYOLOJi ANABILIM DALI

“Helicobacter pylori” TANISINDA FLORESAN IN SITU
HIBRIDiZASYON ILE DIGER HIZLI TANI
YONTEMLERININ KARSILA STIRILMASI VE ESLIK
EDEN KLARITROMISIN DIRENCININ
ARASTIRILMASI

“UZMANLIK TEZ I”

Dr. Birol SAFAK

Dansman: Yrd.Dog.Diihsan Hakki ¢FTCI

AFYONKARAHISAR 2007



T.C.
AFYONKARAH iSAR KOCATEPE UNIVERSITESI REKTORLU GU
TIP FAKULTES i
MIiKROBIiYOLOJi ANABILIiM DALI

Tez Bashgi: Helicobacter pylori Tanisinda Floresain Situ Hibridizasyon ile
Diger Hizh Tani Yontemlerinin Karastiriimasi ve Elik Eden Klaritromisin
Direncinin Argtiriimasi

Tezi Hazirlayan: Ars.Grv.Dr.Birol SAFAK

Tez Savunma Tarihi: 12-07-2007

Tez Kabul Tarihi: 12-07-2007

Tez Dansmani: Yrd.Dog.Drihsan Hakki QFTCI

Isbu calgma jurimiz tarafindan NKROBIYOLOJI ANABILIM
DALI'nda UZMANLIK TEZ I olarak kabul edilnstir.

BASKAN
Prof. Dr. Yakut AKYON YILMAZ

UYE UYE
Dog. Dr. Orhan Cem AKTEPE Yrd. Dog. Ohsan Hakki @FTCI
(Dansman)
UYE UYE
Dog. Dr. Mustafa ALTINOS Dog¢. Dr. Fatma AKTEPE
ONAY
DEKAN

Prof. Dr. NecaiMiRZALIOGLU



TESEKKUR

Tez calgmalarim ve uzmanlikgtimim siresince, bilgi ve deneyimlerinden
faydalandgim deserli tez dargmanim Yrd. Dog. Drihsan Hakki @FTCi hocama

yardimlari igin teekkir ederim.

Anabilim Dali Bgkanimiz dgerli hocam Dog¢. Dr. Orhan Cem AKTEPE
basta olmak Uzere, uzmanhkg®mim ve tez cakmalarim siresince katki ve
desteklerini esirgemeyen gwli hocalarim Dog. Dr. Mustafa ALTINI3 ve Dog.
Dr. Zafer CETNKAYA'ya tesekkiir ederim. Patoloji Anabilim Dali Bkani

sayin Dog. Dr. F. HisniyelDEK hocama yardimlari igin $ekkir ederim.

Tezimi calgtigim sirece ve @timim boyunca hep yanimda olan ankayi
sevgisi ve sabriyla beni surekli olarak desteklesevygili Esime, tim cabalarimin
onlar icin oldgunun farkinda olarak anlayn davranan Cocuklarima, ilgi ve
destekleri ile glc verdikleri ve bana inanip guv&ledi icin Annem, Babam ve

Kardsslerime taekkir ederim.

Birlikte ¢alistigim, varlgini her zaman hissettirerek yardimlarini g@itia
asistan arkagéarima ve tim laboratuvar cgdnlarina tgekkir ederim. Ayrica

Patoloji Anabilim Dali laboratuvar ¢aanlarina tgekkir ederim.



iCINDEKILER

TESEKKUR . ...ttt et e e e e e e s v
KISALTMALAR. .. .o VI
TABLOLAR C IZELGESI......uoiiiviii i, IX
SEKILLER CIZELGESH ... ...t e, X
e 23 1T 1
H-GENEL B ILGILER...... oottt e, 3
2.1 TARIHCE ..ottt ettt et 3
2.2. ERDEMIYOLOJI VE BULASMA YOLLARI ....ccoooviiieciececieceeee, 4
2.3. MORFOLOJVE BOYANMA OZELLIKLERI...........coveeieeeen, 8
2.4. KULTUR VE UREME OZELUKLERI..........ccoooiiiiiei e, 9
2.5.BIYOKIMYASAL OZELLIKLER.........cciiiiiiiiiiiiiiieeeeii e, 10
2.6.INFEKSIYON PATOGENEZ... ..., 12
2.6.1. HIStOPALOIOJI...uuuueiiieeee et 13
2.6.2. Doku Hasart MeKanizmasl............uveeccmereeeeeeeenniineeeeeenne 13
2.7 TANI e e e e 22
2.7.1.0Invaziv Metodlar ...........cccoeveiveieceeceeeeere e 23
2.7.2. Noninvaziv MetodIar................ouvieeeemieiiiiiiiiiieeeeeeeeeeees 30
2.7.3.Helicobacter pylori Infeksiyonlari Ayrimini Yapan Testler.33
2.7.4. Tedavi SONrash TANI ......c..eeeiiiiiiceeeeee e 34
2.8. TEDAW ...ttt ettt 34
2.8.1.11aC1ara DIrENG .......ccviiviiteeeieieee ettt 35

2.8.2. KOTUNMA VE Bl .ot e e e 36



. GEREC VE YONTEM.......ciuiiiiiiie e e e eeeiee i e 3T
3.1.Helicobacter pylori stool antijen................coveeveiiiiiiiincne e e 37

3.2. Kilturile H. pylori 1zolasyonU...........cc.ueueeiieeieiieeiee e 38
3.3. Agar Dilisyon Yoéntemiyle Duyarlilik Testi........c.ccoeeeviiiiiennne. 39
3.4. Polimeraz chain reaction le pylori Varliginin Tespit Edilmesi....40

3.5. Floresarin situ Hibridizasyon .............c.ccoocviiiii i, 41

V. TART SMA 49
VI SONUGLAR . . e e e e 59
1V T @ 4 = PP POUUPRPPI 60
VI SUMMARY ..o e e e, O
X KAYNAKLAR . .. i e e 000000. 02

Vi



ATCC
BHI

C
cagA
cagPAl
CLO
CLSI
COpA
copP
CLSI
DSO
FDA
FISH
HP-NAP
HpSA
HspB
iceA
IMBS
INOS
LPS

MALToma

KISALTMALAR

: American Type Culture Collection
: Brain Heart Infussion
: Karbon
: Cytotoxin associated gene A
: cag Pathogenicity island
: Campylobacter Like Organism
: Clinical and Laboratory Standards Institute
: Copper transporting P-type ATPase
: Copper ion binding protein
: Clinical and Laboratory Standards Institute
: Dlinya Sglik Orgut
: Food and drug administration
: Floresan In Situ Hibridizasyon
:Helicobacter pylori neutrophil-activating protein
Helicobacter pylori stool antijen
: Heat shock protein B
: Induced by contact with epithelium A
: Immunomagnetic-bead-seperation
- Inducible nitric oxide synthase
. Lipopolisakkarit

: Mucosa-associated Lymphoid Tissue Lymphom

VI



MIK . Minimal Inhibisyon Konsantrasyonu

NSAI : Non-Steroid Antiinflamatuaitaclar

NO - Nitrik oksit

OipA : Outer inflammatory protein A

OOR :a-ketoglutarate acceptor oxidoreductase
PAF . Platelet activating factor

PAGE : Polyacrylamide gel electrophoresis
PCR : Polymerase chain reaction

PFGE : Pulsed field gel electrophoresis

PG-I : Pepsinogen |

PG-II : Pepsinogen I

PMNL : Polimorf Nuveli Lokosit

POR . Piruvate aceeptor oxidoreductase

PPI : Proton Pomplmhibitori

RFLP : Restriction Fragment Length Polymorphism
ROS : Reaktif Oksijen Metabolitleri

RT-PCR : Real Time Polymerase Chain Reaction
sabA : Sialyl L& baglayan Bakteriyel Adhezin
Th : T helper lymphocyte

vacA : Vacuolating cytotoxin

VIl



TABLOLAR C iZELGESI

Tablo-I : Helicobacter Turleri velliskili Organizmalar ....................... 5
Tablo-II : Helicobacter pylori'nin Biyokimyasal Ozellikleri................. 11
Tablo-11l : Helicobacter pylori’nin bazi patojenite 6zellikleri................ 14
Tablo-IV :Helicobacter pylori Tanisinda Kullanilan Testler................... 24
Tablo-V - Klinik, Yas ve Cinsiyete Gore BElim................coceeeveeeenn. 43
Tablo-VI : Helicobacter pylori Varligini Gosteren Testler.................. 45
Tablo-VII : Helicobacter pylori Klaritromisin Direnci Oranlari................48
Tablo-VIIl  : Elde Edilen ozitifliklerin Kagilastirlmasi ve Korelasyon
ANALIZIEL e 48

Tablo-1X :H. pylori Tanisinda Kullanilan Testlerin Kaliastiriimasi........ 58



SEKILLER C iZELGESI

Sekil-1 ‘Helicobacter pylori Taksonomisi........ccccvvevvviiiiiiinnnnnnnn 4
Sekil-2 : Helicobacter pylori ile iliskili gastrit ve tlser olgumu ............ 7
Sekil-3 THelicobacter PYIOFT . ..o.ve it 9
Sekil-4 : PCRIle Tespit EdilerHelicobacter pylori Varliginin Agaroz Jel
Elektorforezinde GOsterilmesi..........ccoooviiiiii i 45
Sekil-5 : FISHIile Helicobacter pylori Varliginin Gosterilmesi.......... a7
Sekil-6 : FISHIle Helicobacter pylori Negatif Preparat Gosterilmesi ....47



I-GIRIS

Helicobacter pylori (H. pylori), insanlarin midesine yeglen spiralseklinde,
Gram negatif, mikroaerofilik bir bakteridir. Bu nidorganizma viicuda bir defa
girdiginde, tedavi edilmegdi takdirde ygagam boyu varkini devam ettirmektedir.
Yapilan ilk ¢calsmalarda bu bakterinin mide igerisinde normal flésgesi olarak
bulundigu iddia edilse de gunimuzde yapilan gahlar, H. pylori'nin lokal
inflamasyon ve sistemik olarak da humoralgipk yanita neden oldwnu
gostermgtir. Bu nedenle deH. pylori’nin normal flora tyesi olamayagsni,

patojen bir mikroorganizma olarak kabul edidi gostermsgtir (1).

Gelismis Ulkelerde egkinlerin %50’si, gelymekte olan Ulkelerde ise
toplumun %80-90’'H. pylori ile infekte olmaktadir. Genelde antruma yggle bu
mikroorganizma icin yapilan epidemiyolojik gahalar; gastrik tlser, duodenal
Ulser, gastrik Mucosa associated Lymphoid Tissuenplyoma (MALToma),
distal gastrik kanserdkl. pylori’nin major etyolojik rolunu agikgca gosterstir
(2,3). En 6nemli gegiyolu fekal-oral olmak tzere farkli gggyollari bulundgu

bildirilmi stir (4).

H. pylori tanisinda invaziv ve non-invaziv testler kullaraktadir. Serolojik
testler daha cok kitle taramalarinda ve geteki H. pylori enfeksiyonu ile
temasin varfiinin aratirilmasinda kullanilir. Tedavi oncesi histoloji éiltar,

tedavi takibinde ise Ure solunum testi daha yatar(4).

Tedavisinde gejen antibiyotik direnci nedeniyle kanisizliklar
gorulmistar ki bunlardan Klaritromisin direnci, tedavi daeusinin etkileyen cok

onemli bir faktordur.

Bu calsmadaH. pylori tanisinda Florésain Situ Hibridizasyon (FISH) ve

diger tani yontemlerinin karastirilmasi yoluyla klaritromisin direnci bakilacak



ve calgma ile pozitif bulgu veren vakalar kliniklere bitderek tedavi

protokolunun belirlenmesinde yardimci olunacaktir.



II-GENEL B iLGILER

2.1. TARIHCE

W. Jaworski 1886 yilinda insan mide sedimentindeakpakteri varlginin
farkina varmy ve bunuVibrio rugula olarak adlandirmgtir. Bizzozero 1893
yilinda kdpek midesinde spiral bir mikroorganizm@zigms, 1906’'da Krienitz
benzer bir bakteriyi mide kanserli bir hastanin @sidden izole etrgj buna

ragmen asitli ortamindan dolay1 1979 yilina kadar nstéil kabul edilmtir (4)

Avustralya’da patolog olarak ¢ghin Robin Warren, ilk defa 1979 yilinda
histopatolojik inceleme icin gonderilen gastrik dygi 6rneklerinde kivrik
bakterilerin varlgini gozlemgtir. Bu bakterilerin gastrik mukozada olmayip,
dokuyu orten mukus tabakasi icinde bulufuhu saptamgtir (5). Barry Marshall,
1981 yilinda Warren ile birlikte izolasyon gahalarina bglamistir. ilk 6nceleri
bu mikroorganizma kivrik ve gram-negatif bir basgklinde oldgu icin
Campylobacter cinsi icinde dgerlendirilmis, bakteriyeCampylobacter pyloridis
adi verilmgtir (6,7). Daha sonra molekuler analizler @ampylobacter genusuna
ait olmadg! gosterilmg ve Ureyi gucli hidroliz etmesi, gaasidi profilinin farkli
olmasi nedeniyleWollinella cinsine yakingl gosterilmgtir (8,9). 1989'da

Goodwin ve ark. tarafindad. pylori adi verilmgtir (4).

H. pylori infeksiyonunda gastrik inflamasyon (kronik stuperéisgastrit) ve
polimorfonukleer hicre infiltrasyonu oldu, yani kronik aktif gastrit okturdugu
1984 yilinda belirlenmgtir. H. pylori'nin etyolojik ajan olarak peptik ulser
hastalgindaki rolu yapilan camalarla gosterilngtir (7). Amerika Birleik
Devletleri’nde 1994 yilinda Ulusal 8ak Enstitust (National Institutes of
Health),H. pylori'nin peptik tlser hastaglinin bglica nedeni oldgunu ve infekte
olan bireylerin organizmanin eradikasyonu icin tedadilmesi gerekgini

bildirmistir (10). H. pylori infeksiyonu ile gastrik kanser gkisi oldugu yéniinde



calismalar ilk kez 1991 yilinda yayinlanghr ve 1994 yilinda Dinya §hk
Orgutii (DSO)'nun  bir dali olan Uluslararasi Kansérastirma Ajansi
(International Agency for Cancer Researeéh)pylori’nin insanlarda karsinojen
oldugunu bildirmstir (11,12). Gastrik nonHodgkin's lenfoma ve gdstri
MALToma ile iliskisi de bulunmstur. Gastrik MALToma’li hastalard&. pylori
eradike edilince timorde regresyon gorigiii (1,13). Gunimize dek ¢ok sayida
argtirmalar yapilmy, farkli tani yollari bulunmgtur. Warren ve MarshalH.
pylori'yi Urettikleri; gastrit, Ulser ve malignensidekolinu kanitladiklari icin
2005 yilinda Nobel Tip odulinu algtardir (14). Ozet olarakH. pylori’nin
gastroduodenal dokuylagkili olarak gastritten tlser ve malignansilere kadak

cok hastalikta roli oldiu bilinmektedir.
2.2. EADEMIYOLOJI VE BULASMA YOLLARI

Infekte bireylerin ¢gunun 10 yaindan 6nce mikroorganizma ile tgimg
bildirilmi stir (15). Dunya Gzerindeki tim bolgelerde yaygiarak bulundgu ve
insan nodfusunun yakde&k yarisinin H. pylori ile infekte kabul edildii
bildirilmi stir. Bir cok calsmada kadin/erkek enfeksiyon oraninin birbirine gaki
oldugu ve istatistiksel fark gozlenmelibildirilmistir. Sosyoekonomik seviye
azaldikca infeksiyon oraninin agiti ayrica yain artsiyla birlikte de infeksiyon
oraninda arfi gozlendgi bildirilmi stir (9). Insan midesinden klea H. pylori icin
rezervuar olarak primat ve kedilerde bulunur (16)elicobacter cinsinin

taksonomisBekil-1'deki gibidir (2):

Sinif Epsilonproteobacteria
Aile Helicobacteraceae Campyl obacteraceae
Cins Helicobacter Wolinella.

Sekil-1: H. pylori Taksonomisi



Diger Helicobacter turleri ve bulungu rezervuarlar Tablo-I'de 6zetlengtir (8).

Tablo-1. Helicobacter Tiirleri ve liskili Organizmalar

Helicobacter sp. strain
flexispira
H. heillmanni

CLO-3

Koyun, Kopek,insan

Cita, Insan

Insan

Konakgl izole Edildigi Bolge
H .acinonychis Cita Gatrik Mukoza
H. bilis Fare Safra, Karager, Bagirsak
H. bizzozeronii Kodpek Gastrik Mukoza
H. canis Kopek,insan Dgki
H. cinaedi Insan, Hamster Kan, Rektal Surinti (insan),
Bagirsak (hamster)
H. felis Kedi, Kbpek Gastrik Mukoza
H. fennelliae Insan Kan, Rektal Sirinti
H. hepaticus Fare Karagier, Bazirsak
H. muridarum Sigan, Fare Barsak
H. mustelae Gelincik Gastrik Mukoza
H. nemestrinae Maymun Gastrik Mukoza
H. pametensis Vahsi Kuslar, Domuz Dgki
H. pullorum Tavuk,insan Bairsak, Karadier (tavuk), Dski (insan)
H. pylori Insan, Maymun, Kedi Gastrik Mukoza

Karager (koyun), Mide (k6pek), ki
(insan)
Gastrik Mukoza

Rektal Surlnti

H. pylori’'nin bulastyla ilgili ginimuzde 3 farkh gegiyolu gosterilmg olup

bunlar:

latrojenik: Yapilan calgmalarda kesinfii kanitlanan bir gesiyolu olup endoskop

tipu ve biyopsi setlerinin rol oynagliancak bu yolla gegioraninda ciddi azalma

gozlendgi bildirilmistir (17). Yapilan bir cabmada Ust gastrointestinal sistem

endoskopisi uygulanan 400 hastadan 128’1 hizl Ziresstiyle H. pylori (+)

bulunmy, bunlara yapilan manuel ve dezenfektanlarla teknsdnrasi 1 (%0.8)

ornekte Ureme tespit edilgtir (18).



Tum bu nedenlerle endoskopun etkili dezenfeksiyooki onemlidir. Ama
oncesinde fircayla uygun bir mekanik temizlik vekama yapilmasi
gerekmektedir. Sonrasinda yapilacak dezenfeksigtemiyle ilgili olarak giincel
calismalarla, kullanilacak etkili yeni dezenfektanladdivilmistir. Bunlar; 5dk
50°C (zeri 1siyla %0.05 Cidex OPA concentrate (%0.5Hmphthaldehyde)
10dk 26C’de % 3.4 glutaraldehyde ve % 26.0 isopropanol (AlddHdiigh level
disinfectant),5dk 25C isida % 8.3 hydrogen peroxide ve % 7.0 peracatid
(Acecide™ high level disinfectant and sterilant)hrérojen peroksidin yerini alan

bir sistem olan STERRAD NX system olarak siralagtm(19).

Fekal-Oral: Kusma ve diareli hastasklsiyla temas sonucu bglacok sik
gorulmektedir. En 6nemli gegciyolu olmasina rgmen bakteri atiminin aralikli
olmasi nedeniyle gkidan izolasyonun da karisizlik s6z konusudur. Su kaynakl

H. pylori gecki, gecs dongusunde dnemli bir 6zellik olarak bildirilgtir (20).

Oral-Oral: Kadinlarin yiyecekleri cocuklarina vemea Once kendilerinin

cignemesiyle olan bujssekli olarak bildirilmistir (21).

Tum H. pylori infekte hastalarda genelde bulgu vermeyen krorifiizl
superfisiyal gastrit bulungw vurgulanmgtir (8). Ayrica H. pylori'nin etkili
oldugu diger hastalik grubu ulserli hastalardir; duodenureriilshastalarin %
90’'dan fazlasH. pylori ile infekte iken bu oran gastrik Ulserli hastala®b 65
olarak vurgulanngtir (15). Bunun sebebi olarak da mide ulserleringAl veya
aspirin kullanimina kg Ulserlerin daha sik gozlenmesi gosteriini (9). H.

pylori ile iliskili gastrit ve Ulser olgumuSekil-2'de 6zetlennitir (4).

H. pylori varligi, gastrik kanser prekursor lezyonu olan atrofiktgariski
icin guclt birliktelik taidigindan distal mide adenokarsinoma siktir (22).

Dunyada kansere pa dlumlerin 2. en 6énemli nedeni mide kanseridig).2

B lenfositlerden kaynaklanan MALToma diye adlardmr mide lenfomasi



ile iliskisi retrospektif cabmalarda % 90 olarak belirlengtir ve H. pylori
tedavisinin erken dénem MALToma hastalarinin h@gtsinde dizelme yapmasi
da bunun kaniti olarak bildirilrgtir. Ayrica non-Hodgkin mide lenfomalariyla da
ili skilendirilmistir (9). AyricaH. pylori’nin Menetrier hasta@y yani Hipertrofik
Gastrit ile ilgisi olabilecgi gosterilmitir (24,25).

Bir baska calsmada otitis media ve adenoid hipertrofi bulunanugterdan
alinan efflizyon ve adenoid biyopsi 6rneklerinde pylori varligina RT-PCR
yontemiyle bakildil, 34 hastanin 16'sinda (% 47) pozitifik saptandi
gosterilmitir. Ayni ¢alsmada adenoid doku drneklerinin sadece birinde ifidzit
saptandil buradan yola cikarak da adenoid dokuriinpylori icin rezervuar

olamayacai vurgulanmgtir (26).

Nadir olarak izole edilg@ bdlgeler ise mide suyu (duyarfli disik), kan
(gastrik lenfomal bir hastada) ve katgen (Wilson hasta@i olan hastada) olarak

bildirilmi stir (2).

H. pylori infeksiyonuna ——» GASTRIT —» DUODENIT
genetik yatkinhk +

l Artmig asit yuku
AntrumunH. pylori ile Duodenumda gastrik metaplazi Kolatlaci faktorler
Infeksiyonu (Ulsere yatkinimun

ve inflamatuar cevap,
cevresel faktorler)

+

DuodenumH. pylori kolonizasyonu Virulansi argmi
H. pylori suslari
v l l
GASTRIT DUODENT —_— DUODENAL ULSER

Sekil-2. H. pylori ile iliskili gastrit ve Glser olusumu



2.3. MORFOLOJI VE BOYANMA OZELL IKLERI

Spiral, kivrik, Gram negatif hareketli basillerd8). H. pylori’nin uzams
inkiibasyon suresi, havayla temas, alkali ortam,sgldksicaklik, antibiyotik ve
proton pompa inhibitorleri ile temas sonucunda kdkeekillere donigtigi
bildiriimektedir. Elektron mikroskobuyla kokoid fior “U” seklinde basil olarak
gorulur (27,28). Bazi agarmacilar, spiral formdan kokoid forma d@diinin
protein sentezi gerektirmeyen pasif bir sure¢ @lohw ve bakteriyel hicre
olumundn morfolojik bulgularinin gézlergini belirtirken (29), dger gruplar
kokoid formdaki bakterilerin metabolik olarak aktifidugunu, bu formunH.
pylori'nin biyolojik donglsunin bir parcasi olgunu ya da bakterinin cevre
kosullarina adaptasyonuyla gkili bir donidsim olabilecgi gorisunu ileri

surmektedir (30).

H. pylori’nin hicre duvari dier Gram negatif bakterilere benzer bir
yapidadir. Mikroorganizmanin buylikia gastrik biyopsi 6rneklerinde 2.5-5 pm
uzunluk ve 0.5-1 pm gegliktedir, 4-6 adet terminal kismi ampul benzerid)gr
flageli bakterinin motilitesini gdar (Sekil-3) (31). H. pylori dis membraninda
gastrik epitelyal mikrovillislere tutunmayi @ayan glikokaliks benzeri yapi
bulunur. Tannik asit ile boyanginda belirginlgen bu yapinin; mide biyopsi
orneklerinden yapilan incelemelerde glikokaliks aledmnin bakterileri mukoza
hiicrelerine bglayan gsi olusumlarin meydana gelmesinde rol @ldiileri

surulmektedir (32,33).

H. pylori LPS'i, bilinen tim dger bakteriyel lipopolisakkaritlere gbére daha
distik biyolojik aktiviteye sahiptir (34). Lipid A’ninfarkli agilasyon ve
fosforilasyon paternleri LPS’in dik potensine neden olarak gosterilmektedir
(35). AyricaH. pylori LPS O spesifik zinciri Lewis kan grubu antijenjéei

yapisal benzerlik gdstermektedir. Bu benzeHk pylori’'ye immun sistemden



kack Ozelligi verecei gibi ¢capraz immun reaksiyon ile patogenezde holasina

da neden olabilmektedir (3).

Sekil-3. H. pylori

H. pylori dis zar proteinleri HopA, HopB, HopC, HopD ve HopE alkn
Uzere 5 tip porin molekilinden elaktadir. HopEHaemophilus influenza P2

poriniyle benzerlik gostermekte ve antijenik 6zetisimaktadir (36).

2.4. KULTUR VE UREME OZELL IKLER]

Mikroaerofilik sartlarda urerler; %5 0 %75 N, % 10 CQ, % 10 B
gazlarindan olgan nemli bir atmosferde inkiibe edilmelidir. Aerobi&rtlarda
bakteri metabolizmasinda ggamsal 6neme sahip olan POR ve OOR enzimleri
inhibe olmaktadir (37). Laboratuvar pasajlari senrhiraz aerotoleran hale
gelirler. Anaerobiksartlarda zayif tirerler. 30-8'de urer, fakat 2% 'de iremez

(15).

Karmalk besin gereksinimleri olan bakteriyi Uretmek igesiyerine tam
kan, hemin, misir unu, yumurta sarisi gibi zengtitiei maddeler katilmalidir

(38). BHI agar, Brucella agar, Columbia agar veri®ki besiyerleri bu amagla



kullaniimaktadir. Bunlarda % 5-7 oraninda at veggua kani kullanilsa da insan
kaninin da kullanilabilege bildirilmistir (2). Ayrica besiyerlerine gdli
antibiyotiklerin ilavesiyle secicifin artirilabilecgi bildirilmistir. Bu amacla
besiyerlerine Gram pozitif mikroorganizmalar iginkomisin veya Teikoplanin,
Gram negatif basiller i¢cin Polimiksin, Nalidiksilsi Trimetoprim, Kolistin veya

Sefsulodin, funguslar icin Amfoterisin B veya Nigtalave edilmelidir (2).

Mide biyopsi orneklerinden ilk izolasyonda 3-4. dgénireme gorilse de
kaltirde Ureme olmadi diyebilmek igin 7-10 gun IleekEk gerekdi
vurgulanmgtir. Pasajlanan kuilturlerde ise 48-72 saatlik irdgjion sonucunda
Ureme goraldga bildirilmis ve kicuk S tipi gri-saydam gorinimli koloniler

olusturdugu bildirilmistir (2).

Kdltarde ureyen kolonilerden yapilan Gram boyamatalaz ve oksidaz
pozitifligi, Ureaz enzimi icermesinden yararlaniimaktadir. (8atalaz negatif

mutant sglar olabilecgi de bildirilmistir (2).

2.5. BYOKIMYASAL OZELL iKLER1

H. pylori tarafindan kullanilan tek karbonhidrat olan glukozksidatif ve
fermentatif yollardan metabolize edidibildiriimektedir. Pentoz fosfat yolunu
kullanarak biyosentez reaksiyonlari icin NADH ve BNRH oluturmasinin
yaninda, nukleotid biyosentezi icin 5 karbonlu &#8é& karbonhidratlari da

sentezlemektedir (39).

Aerobik ve anaerobik solunum sistemleri buluglwve metabolizmasini
surdurebilmesi igin oksijene gereksinim dugdubildiriimektedir. Ayrica H.
pylori'yi oksidatif hasara kar koruyan superoksit dismutaz, katalaz ve
alkilhidroperoksit rediktaz enzimlerine sahip @dwdsterilmgtir. Ancak yine de

normal atmosferik oksijen konsantrasyonlarin datdrakin metabolizmasinda
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yasamsal bneme sahip POR ve OOR enzimlerinin inhidegol bildiriimektedir.
Bu sebepleH. pylori'nin metabolik aktivitesi ve yamini surddrmesi icin

mikroaerofil atmosfere gerek duygluvurgulanmgtir (37).

H. pylori yuksek miktarlarda Ureaz sentezlemektedir. Yapesimikel
bulunan bir metalloenzimdir ve protein yapidadine&r ireyi amonyak ve
karbondioksite parcalayarak bakteri cevresindei asitralize eden amonyum
bulutu olyturmakta, béylece mide asidinden kendini korumakia8u nedenle
Ureaz enziminin kolonizasyonda dnemli bir fakttougu belirtiimektedir (40)H.
pylori Ureazinin dier bakteri Ureazlarindan farki; hem sitoplazma ldenrhicre
yuzeyinde bulunmasi, asidigartlarda daha yuksek substrat afinitesi ve 3 alt
Uniteden olgan dger Ureazlarin aksine UreA ve UreB olmak Uzere 2iaiteden

olusmasi olarak gosterilrgtir (41,42).

Biyokimyasal 6zellikler Tablo-I'de 6zetlensiir (8,15).

Tablo-Il. H. pylori’nin Biyokimyasal Ozellikleri

Biyokimyasal Reaksiyon Ozellik

Oksidaz Pozitif

Katalaz Pozitif Midede ve fagositler icinde vakiotle yaayabilme

Ureaz Pozitif Midede pH'y1 alkalilgirerek asitten korunma ve
yasayabilme

Hippurat Hidrolizi Negatif Campylobacter jejuni’den ayirim

Gama Glutamil Transpeptidaz Pozitif der Helikobakter turlerinden ayirim

Nitrat Raduksiyonu Negatif Kampilobakterlerden ayiri

Sefalotin Duyarli Kampilobakterlerden ayirim

Nalidiksik Asit Direncli

TSI agarda &S Yapimi Negatif Kampilobakterlerden ayirim
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2.6. ENFEKSIYON PATOGENEZIi

Mide mukozasina 6zgul olan bu bakterinin kolonizamy icin 6zellikle antral
mukoza uygundur ve burada mukus tabakasina syerld. pylori'nin kronik
superfisiyal gastrite neden olglwyla ilgili genis kanitlar vardir (43,44). Mide
mukozasinin diffiz inflamasyonu olan gastrit bineir etkene bgi olarak
ortaya cikmysa ve etkenin uzaldarilmasi ile hizla dizeliyorsa akut gastrit s6z
konusudur. Genellikle antrumun tutufgflubu durumda 6dem, konjesyon, nekroz
ve erezyonlar gorulir. Mononukleer hicredesaratrofi, metaplazi saptanmaz.
Siklikla alkol, ilag gibi toksik maddelerin alimglgelsen bu durumda nadiren
etyoloji H. pylori’dir. Kronik gastrit ise etyoloji ve virulansin yasira, kginin
genetik olarak belirlenrgiimmun yanitina ve cevresel faktorlereghdeterojen
bir kimlige sahiptir (45). Otoimmun tip gastritte inflamasywiigesi fundus olup,
tutulum diffuzdir (TipA Gastrit). Buna kan etyolojik olarak vakalarin
%95’inden fazlasinddd. pylori'nin sorumlu oldgu dis etkenlere b@i gastritte

ise antral mukoza tutulur (TipB Gastrit) (46).

H. pylori, gastrik mukozal D hicrelerinden somatostatimsah azaltirken,
bakterinin stimulan etkisiyle G hicrelerinden gastrsalinmasini  artirir.
Salgiladgl Ureaz enzimi de lumende pH'1 ylkselterek gastsainmasini
dolayisiyla asit salgisini artirmaktadir (4H). pylori infeksiyonu ve duodenal
Ulseri olan hastalarda serum PGI dizeylerinin azaainve PGIl dizeylerinin
artmasiyla PGI/PGII oraninin ki¢tlmdsi pylori enfeksiyonlari icin belirleyici

kabul edilmektedir (48).

H. pylori'nin peptik Ulser olgturma mekanizmalarindan en 6nemlisi,
hipergastrinemi yaparak mide asit salgisinin si@d neden olmasi olarak
gosterilmitir (47). H. pylori ile peptik Glser arasindaki gkiyi kanitlayan en

onemli bulgulardan biri olarald. pylori eradikasyonundan sonra peptik Ulser
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lyilesme oraninin ¢ok yuksek ve niks oraninin cokU#uolarak bulunmasi

gosterilmitir (49).

H. pylori'nin midede normalde bulunmayan lenfoid doku vekidlerin
olusumuna (MALT) yol agarak bu neoplastik gatin koken aldgl hicrelerin
bulund@gu dokunun gefimi ile lenfoma patogenezinde ilk ve en dnemlevi

gordiga bildirilmistir (50).
H. pylori’nin bazi patojenite 6zellikleri Tablo-11I'de 6zethmitir. (4,15)
2.6.1. Histopatoloji

H. pylori ¢cok yaygin olarak kronik superfisiyal gastrit ierliktedir. Bu
pattern, epitelin nétrofilik infiltrasyonuyla gkili olarak mononukleer inflamatuar
hiicre infiltrasyonuyla karakterizedir ve metaplad#gisim, granilom ve fundus
atrofisiyle iliskisi yoktur. inflamasyon miktari dgskendir, lamina propria
minimal infiltrasyonu vardir. Ortak olarak gorildejeneratif dgisiklikler; musin
azalmasi, sitoplazmik vokuolizasyon, PMNL grtive mukozal gland
degisikliklerdir. Tedavi bitiminden 4 hafta sonra yaml&ontolde bu bulgularin
hizla kayboldgu, buna rgmen mononukleer htcrelerin birka¢ ay gorulelgldi

vurgulanmstir (51).
2.6.2. Doku Hasari Mekanizmasi

2.6.2.1. Gastrikinflamasyonindiiksiyonu

H. pylori ile infekte hastalar dgsmez olarak superfisiyal gastrit ile
karakterizedir ki bu da gastrik mukozanin PMNL /@ mononikleer hicre
infiltrasyonu ile gerceklgr. Gastrik mukozanin inflamasyonw. pylori’'nin

invivo yasamini surdirmesi i¢in olduk¢a onemlidir (3).
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Tablo IlI- H. pylori’nin bazi patojenite 6zellikleri

Ozellik Etki
Spiralsekil Mukus icinde motiliteyi s#ar.
Kamc! (Flajel) Hareketin etkin ounu sglar.

Lipopolisakkaritler; GM3 gangliozid ve Lewis B Gastrik mukus sekrete eden hicrelere selektif

antigenlerine 6zgul @anmay sglar. kolonizasyon

Ureaz Ave B Gastrik ortamda gmm sirdirme (bazi  deneysel
calismalarda amonyan epitel hiicresine toksik etkisi
gosterilmg)

Katalaz Gasrik ortamda ve muhtemelen de fagositik vakudder

(H,O,'den korunarak) ygama

Fosfolipaz A ve B Mukusun epiteliyal hiicre membnasindirimi, mukus
islakliginin artg!

Proteaz Mukusun ve epitelial hiicre membranin sindirimi,
mukusun eriyebiliriginin artisi.

vac A Epitel hiicresi zararlanmasi

Dusuk molekdil girhkh kemoatraktif Notrofil ve monontkleer hucreleri kendine cekerek
proteinler(porinler) reaktif oksijen bilgikleri ve interlékinlerin salinmasi

cag A Hucre iskeletini bozmak, Tip IV sekresyon sistemini

baglanmasi ve peptik tlserlegkili oldugu distinuyor.

Hsp Ave B Otoimmuinitede rol oynar.

2.6.2.1.1.IL-8

Potent inflamatuar mediyator olan IL-8'in noétrofdktivasyonu yapgi
bilinmektedir. H. pylori infeksiyonlarinda IL-8'in rolinin agarildig
calismalarda bakterinin yeremi icin gerekli olan tipik inflamatuar cevaplarib-
8 tarafindan gercelderildigi goOsterilmitir.  Ayrica H. pylori’'nin  IL-8
sekresyonuna neden ofguve IL-8'in yuksek miktarda salgilanmasi ile géstr

mukozal hasar arasindaki bulundysu gosterilmgtir (3,52).
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2.6.2.1.2babA

H. pylori infeksiyon sirecinde ilk olarak bakterinin adezyare daha sonra
proinflamatuar sitokin salinimi gercekheektedir.babA;, babA, ve babB olmak
tzere 3 farkli alleli bulundiu bildirilmistir. Protein yapida olan babA’nin gastrik
epitel Lewi$ (0-1,3/4 difucosylated) kan grup antijenleri epitopia ba&lanarak
mide adenokanseri, peptik Ulser ve gastritstounda rol aldii bildirilmi stir.
babA; ve babA; olmak Uzere iki tipi vardir ki bunlardaoabA, diger patojenik
genlerle korele olarak bulunubabAynin sadece Lewfs antijenine bglaninca

uretildigi gosterilmgtir (44,53).

2.6.2.1.3. Notrofil Adherensi
Diger adhezin faktori olan ve bakterioferritin ajésihomolog olan HP-

NAP proteini notrofil adherensine neden olur (3,44)

2.6.2.1.4. PAF

Fosfolipid yapida mediatérdir ve ulserojenik ajand@azal sartlarda ve
gastrine cevap olarak LysoPAF vyapilir. PAF, paliehaicre reseptorleri
aracllglyla gastrik asit salimini stimule eder. Nonilsendf olan prekirsor

LysoPAF, PAF'a doner. PAF asit sekresyonusgiia mukozal hasar yapar (3).

2.6.2.1.5. LPS

H. pylori LPS’i bakteri-konak¢i arasinda etkiiade rol oynar.H. pylori
LPS’i, mukozal reseptdr ve musin arasinda egkilele gastrik mukus tabakasini

bozar (1). Ayrica bakterinin immun yanittan kagcmassglar (8).

Lipid A, O antijenik polisakkarid bolge ve core malkkaridi olmak tzere 3
bdlgeden olgur ki bunlardan Lipid A’nin farkli acilasyon ve fiasilasyon

paternleri bilinen tim ¢er bakteriyel lipopolisakkaritlerden dahasdl giice
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sahip olmasina neden olarak gosterilmektedir (3445AyricaH. pylori LPS O
spesifik zinciri Lewis kan grubu antijenleriyle yapl benzerlik géstermektedir.
Bu benzerlgin H. pylori’ye immun sistemden kagbzelligi verecgi gibi capraz
immun reaksiyon ile patogenezde rol alabilmesinendden oldgu ve atrofik
gastrit olyumuna katkida bulungu bildirilmistir. Ayrica H'/K* pompasina
etkisiyle kronik gastrit gedimine katkida bulundgu belirtilmistir (44). Tam
bunlarin d¢inda bakterinin adezyonunu guclendsidibakteriyel agregasyonu
artirdgl ve bakteri-konakgi arasindaki antijen-antikorilegkminde rol oynadii

bildirilmi stir (54).

2.6.2.1.6. Ureaz

Temel kolonizasyon faktort olan Ureaz tiin pylori sularinda bulunur.
Farede kolonize olamayan (reaz negatif mutanglasuaracilgl ile bir
kolonizasyon faktori oldiu gosterilmgtir (3). Hipoklorhidri durumundaH.
pylori'nin kolonize olamadii gozlenmgtir (44). Sentezle@ yuksek miktar
ureaz, yapisinda nikel bulunan bir metalloenzimirprotein yapidadir. Ureaz
ureyi amonyak ve karbondioksite parcalayarak baktevresinde asiti notralize
eden amonyum bulutu afwrmakta, bdylece mide asidinden kendini
korumaktadir. Bu nedenle Ureaz enziminin kolonipasia 6nemli bir faktor
oldugu belirtiimektedir (40). Ayrica okan amonyum barsak igcinde toksik etkiyle
DNA sentezini bozarak viral infeksiyon riskini artive karsinojenik etki yapar
(44).H. pylori Ureazinin dier bakteri Greazlarindan farki hem sitoplazma hem d
hlcre yuzeyinde bulunmasi, asidétlarda daha yuksek substrat afinitesi ve 3 alt
Uniteden olgan dger Ureazlarin aksine UreA ve UreB olmak Uzere 2iaiteden
olusmasi olarak gosterilrgtir (41,42). AyricaH. pylori'nin Ureaz aracifilyla
MHC IlI'ye baglanarak mide mukoza apoptozisini artgndiyoninde gor§i

bildirilmi stir (44).
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2.6.2.2. Gastrik Mukozal Bariyerin Bozulmasi
2.6.2.2.1. Fosfolipaz

PAF yapiminda fosfolipaz Aaracilgiyla gliserofosfolipid membrandan
argidonik asit salimi anahtar basamaktir, bakteripghmasyonda b#angictaki
inflamatuar mediatdrdur. Fosfolipaz, Ae C salarak mukus hicresinin apikal
membranindaki fosfolipidden zengin koruyucu tabakibgzdgu bildirilmistir

(3,55).

2.6.2.2.2. Musinaz
Vibrio choleraenin misinaz geniyle hemen hemen ayni olan bu iézell

aracllglyla gastrik mukozal bariyeri bozgu bildiriimektedir (3).

2.6.2.2.3vacA

H. pylori izolatlarinin tamamina yakinindacA geni bulunur ancak izole
edilen sglarin yaklgik yarisivacA yapar. Bu sitotoksin hiicrenin sitoplazmasinda
asidik vokuol olgturur ki bu da hicre 6limine neden oluacA en siddetli
vakuolizasyonad. pylori Ureazi variginda neden oluieisseria gonorrhoeae’'nin
IgA proteaz prekdrsérinin C terminal fragmaniylambtog, sitotoksin
salimindan sorumlu C terminal fragmani vardir. 8kstni Ureten sglarla infekte
kisilerde gastritten daha sik olarak peptik UGlser vander goruldgi
bildiriimektedir (43,56). Vakuol olgumundan bgka antijen sunumunu bozgu,
epitelyal hiicrelerde permeabilite amia neden oldiu ve apoptozisi indiklegi
gosterilmitir (44).

Mozaik bir yapiya sahip olawacA geninin farkli sglarda yapilan dizi
analizlerinde 5’ ucunda yer alan ve amino termisglyal dizisini kodlayan
bdlgenin s1 ve s2, orta bdlgenin ise ml ve m2 geleoinin bulundgu
gosterilmitir. vacAsl genotipindekiH. pylori swlarinda dgerlerine gore daha

siklikla cagPAl bulundgu ve daha fazla epitelyal hiicre hasarina yolggcs
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genotipindeki toksin molekiliine sahip olanlarin ggeeceli olarak diuk toksik
etki gosterdikleri  bildirilmektedir. m2 tip toksin molekdlinin mide
adenokarsinom huicrelerinde vakuolizasyona yolsagisterilmitir. Uretimi ve

aktivitesi en yuksekacA genotipinin s1m1l oldtu bildiriimektedir (44).

2.6.2.2.4. ROS

H. pylori, gastrik mukozada ROS sentezine neden olur. R@8nyain, H.
pylori infektif ylkuyle gastrik mukozal hasar arasindaipbili ski olusturdugu
calismalarla gosterilngtir. Ayrica cagA pozitif sglarda daha yuksek dizeylerde
reaktif oksijen metaboliti saptarg bildirilmistir. Sigara, ilac ve alkol ROS
yapimini etkileyen gier faktorler arasinda gosterilgtir. DNA hasarina neden
olan serbest ©Oradikali icin marker olan 9-hydroxydeoxyguanoss®viyesinin

infekte ve risk faktorlerine sahip bireylerde antosterilmgtir (44,57).

2.6.2.2.5INOS
NO, I6kosit adezyonunu oOnleyerek ve kan akiminiradk mide
mukozasini korumaktadir. Normal mide mukozasiid@S salgilanmagi ama

H. pylori iliskili gastrit varliginda sekresyonunun agtibelirtiimistir (44).

2.6.2.2.6. Apoptozis

H. pylori'nin, gastrik epitel hdcrelerinin  programh hicrelU@ine
(apoptozis) ve oksidatif DNA hasari stimulasyonumealen oldgu gosterilmgtir
(57). Gastrik epitel hiicre migrasyonu ve prolifgasinun inhibisyonygeklinde

gerceklgen bu etkinin mukoza hasari yaptoildirilmi stir (3).

2.6.2.2.7cagA
cagA, vacA ile birlikte eksprese edilginden bu adi alir. Tip I izolatlazagA
ve vacA eksprese etmekte ve hicrelerde vokuolizasyonannadeaktadir, bunlar

siddetli gastroduodenal hasgali olan kkilerden izole edilmilerdir . Tip |
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izolatlarin isecagA geni icermediinden kromozomlarindgacA geni bulunsa da
vokuolizasyon yapmadiklar belirtiimektedir (58)a@A’'nin hiicre icine gigini
sgilayan TiplV sekresyon sistemirdgagPAl kodlar. Bu patojenite adasi olan
suslarin peptik dlser, MALT lenfomasi ve mide adenckaomu ile ilgkili oldugu
gOsterilmitir. Ayrica bu virdlan sglar tutunduklari mide epitel hicrelerinde
mikrovilluslerin silinmesine neden olmaktadir (44).

Ayrica cagPAIl adacginda bulunan ger gencagk, kismi TiplV sekresyon
yapar.cagE pozitifligi ile duodenal Ulser bulunmasi arasinda pozitifekasyon

oldugu gosterilmgtir (44).

2.6.2.2.8iceA

vacA Ureten,cagPAl+ H. pylori sulari ile infekte birgok bireyde peptik
ulser gelsmedii, bunlarin asemptomatik kafgigdzlenmgtir. Bu da peptik tlser
gelisiminde baka faktorlerin rol oynayabilegini akla getirmitir. Insan gastrik
mukozasina adhere olglunda indiklenen, peptik Ulserli hastalardan izaldee
swslarda bulunan bir gen olgu bildiriimistir (59). Yeni ka&fedilen ve tim
ayrintilar hentiz bilinmeyeniceAl ve iceA2 olmak Uzere iki varyantinin
bulundwgu bildirilmistir. Ayrica son cakmalarda iceAl’in epitele temasla

induklendgi ve peptik llserle arasinda gugclu bigkii oldugu vurgulanmgtir (60).

2.6.2.2.90ipA

H. pylori'nin adherensinde dolayisiyla virulansinda rol ggraocipA'nin
fonksiyonel olarak peptik Ulser hasfahin gostergesi olarak kullanilabilgge
bildirilmistir. oipA'nin bu fonksiyonuyla gastrit (nonfonksiyonedipA) ve

duodenal ulser (fonksiyonelpA) ayrimi yapilabildgi gosterilmitir (61).
2.6.2.3. Gastrik Hemostaz Dgsikli gi

Antrumda lokalize olarH. pylori'nin uyarici etkisiyle ve parietal hiicrenin

gastrine yaniti azalgindan hipergastrinemi aabildigi gbzlenmitir. H. pylori

19



infeksiyonu ve duodenal Ulseri olanlarda PGI vditeylerininde de asgtioldugu

bildirilmi stir (3,4).

2.6.2.3.1. Motilite

Temel kolonizasyon faktoru olgu ve tek uctan cikan 2-6 adet kilfli,
lofotrikdz goranuamuinde flagelleriyle hareket gitbildirilmi stir. A ve B olmak
Uzere 2 tip olan flagellerinin her ikisinin birliktbakterinin net hareketini ve
kolonizasyonunu s#adigl gosterilmgtir. Hareketle ilgili istisnai durum olarak
bildirilen bir calsmada domuz yavrularinda hareketsiz pylori variantlarina

rastlandg bildirilmistir (3).

2.6.2.3.2. Katalaz ve Superoksid Dismutaz

Intraselliiler mikroorganizmalarlaid. pylori'nin katalaz ve superoksid
dismutaz aktivitesi homologdur. Bu aktivitenin fagterin oldirmesine kar
direnc olyturdugu distnuliyor (14). Ayrica katalaz aktivitesinin cagAdslarda
yuksek seviyelerde bulungu, bu enzimin supresyonuyla DNA hasarinin grtti

vurgulanmstir (44).

2.6.2.3.3. HspB

HspB salinmasi Ureaz aktivitesini artirir (3). gén risk faktorleri
cikarildginda koroner kalp hastgliriskini 1.9 kat artirdii gortlm, ancak bu
bilgi giderek destek kaybetmektedir (62).

2.6.2.3.4. P-type ATPase

Cd"? ve Cu? ATPase ile homolog olacopA ve copP bulund@gu, bunlardan
copA'nin herbirinde H1-8 arasi 8 transmembran Hélgeerdigi bulunmutur.
Transmembran bolgelerin ATP @amada ve fosforilizasyonda rol oyngdi
bildirilmistir (63). Proton pompa inhibitorlerinin bakterisidatkisinin hedefi

ATPase’dir (3).
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2.6.2.4. Bakteriyel Adhezinler ve Hicresel Resepti@r

H. pylori’nin icerdigi hemaglitininler sayesinde adherens yaptve
hemaglitinin titresiyle gastrik epitel hicrelerinadhere olmasi arasinda
korelasyon  bulundiu  gosterilmgtir  (64).  Fosfotidiletenolamin  ve
gangliotetraosilseramid, mide mukozasingia pylori adhezinleri igin lipid

reseptorlerdir (65).

H. pylori'nin Lewis kan grup antijenleri aragilyla mukus hucresine
yapstigl gosterilmgtir. A ve B kan grubunda fucosylated reseptori a@adan
adhezyonda bu #iierde yapgmada kan grubu antijenlerinin rolunun olmadO
kan grubunda ise peptik Ulser riskinin yukseksohun bu reseptor vagh ile

aciklandg calsmalar bildirilmistir (65).

Eksternal polisakkarit tabak&l. pylori adherensinde rol oynar (3). Ayrica

dis membran proteini olarsabA varligr gosterilmgtir (66).

2.6.2.5H. pylori'ye immunolojik Yanit

H. pylori infeksiyonu konakta sistemik 0zgul ve 6zgul olmayar dizi
yanit olmasina neden olur. Bakteriye kanonspesifik savunma mekanizmalari
mukus, sindirim enzimleri, lizozim, laktoferrin \aal kavite ile midedeki der
antimikrobial komponentlerditd. pylori midenin mukus bariyerini, spiral yapisi
ve flagellasi ile gecerek mide mukozasinasmiayr bagarir. H. pylori mide
mukozasina ukanca, epitel hicrelerinin birbirine temas ettiklehirlesim
bdlgelerine tutunur. Serbest kalan bakteriyel antgr, kemotaksinler ve gkr
komponentler 6zellikle PMNL ve makrofajlar aktieder. Daha sonra IL-1, IL-6,
IL-8 ve TNF-R salgilanirH. pylori antijenleri olgunlamamsg B lenfositlerine
sunulur.ilk antikor yaniti IgMseklindedir. Daha sonra IgA ve IgG antikorlari
salgilanir. IgM birkac¢ ay icinde kaybolur. IgA isaide mukozasindaki lokal
yanitin bir parcasidir vEl. pylori'nin mide epiteline yagmasini onler. Sistemik

antikor yanitinin en énemli komponenti olup dahgatudir. 1IgG ve 6zellikle de
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IgG; kompleman fiksasyon ve aktivasyonda rol oynarakimurli olan Ig@ve
IgG, yanitlart yeni bir infeksiyon lehine derli bir bulgudur. H. pylori
eradikasyonu gganirsa hem IgG hem de IgA dizeyinde azalma gdkenj
eradikasyon sganamasa bile antijen yuki ile alakal olarak Igézeyinde diis
goOzlenir (4,9).

H. pylori infeksiyonunda Th lenfositler artar. Aktive edil@nlenfositler
kronik inflamasyonun gegiemesine neden olurinflamasyon kontrol altina

alinmazsa devamli epitel hasari ile atrofik gagelisir (4).

2.6.2.6.Immun Kagcis

H. pylori hiicre duvarinin major yapistaLPS'tir. H. pylori LPS’i diger
Gram negatif bakterilerin LPS’lerinden farklilhk ggérir.H. pylori LPS’inde lipid
A bulunmaz. Béylece endotoksin aktivitesini yitireRS’in antijenik glcu dgier
Gram negatiflere gore daha sdiltir. Ayrica O spesifik zincirde yer alan
tekrarlayan Lewis tipi (Lewis x ve Lewis y) karbadtat antijenleri insan eritrosit
ve mide mukoza hucrelerinin ylzeyinde yer alan lseamtijenleri (Lewis a ve
Lewis b) ve O grubu insan eritrositlerindeki H-1tiggmleri ile yapisal olarak
homologdur. Bu 6zellikler, kronik kolonizasyona imemun toleransa yol acar (9).
LPS’e kagl antikor olgursa, ¢apraz reaksiyon ile mide mukoza hicreldang
da antikor olgur. Boylece kompleman aktivasyonu ve fagositik llcr
stimulasyonu ile inflamasyona katkida bulunarakrijaspitel hiicrelerinde hasari

artirir (51).

Kokoid forma donmesi de immun kacgda rol alabilir. Her ne kadar
kokoid forma uzangi kilttirlerde dondgu bildirilse de Chan ve arkagari insan

gastrik mukozasinda da kokoid forma dogiatil gosternstir (67).

2.7. TANI
H. pylori infeksiyonlarinda tedaviye yonelik tanH. pylori Avrupa

calisma grubunun Maastricht toplantilarinda karargldwhgr ve 2005 yilinda
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modifiye edilen tani tedavi rehberinde belirlegtini Bu yeni dizenlemeye gore
infeksiyonun sik gortldgil bolgelerde 45 ya altindaki hastalarda kanama,
kusma, §tahsizlik, anemi ve kilo kaybi gibi alarm semptomjaksa, tani deeri
cok onemli olmakla beraber pahali ve zaman alimasl sebebi ile Ust IS
endoskopi bazli invaziv testler yerinegkddaH. pylori antijenlerinin argtirildigi
veya nefesdesaretli CQ, molekillerinin 6lctld@u tre nefes testleri gibi non-
invaziv testler Onerilmektedir. Ancak endemik bdégde veya alarm
semptomlarin gorulmesi halinde Ust endoskopiksigirive bununla ilintili olan
biopsi bazl invaziv testler 6nerilmektedir (68)yr#/ca H. pylori tani testlerinden
bazilarinda kantitasyonun da miumkin @dubunlarin kdltar, histoloji, PCR ve
Ure nefes testi oldiw vurgulanmgtir (2). Tanida kullanilan testler Tablo-1V'de
Ozetlenmgtir (4.69)

2.7.1.invaziv Metodlar

EndoskopideH. pylori iliskili gastriti olan bircok hastada gastrik mukoza
normal gorundr. Siklikla yama tarzi inflamasyon ryagi nedeniyle endoskopik
orneklerden yapilan biopsi, kiltir ve hizli Greagtlerinden yandi negatif sonug
alinabilir. En az 2 biopsi orge pilordan 5 cm araliklarla alinmalidir (70).
Ozellikle midenin insisura angularisinden alinamekierde % 100 duyarlilk
bildirilmistir (71). Antral nodularite ve komplike olmayan dismal Ulser
hastalginda hemen hemen daimid. pylori infeksiyonu bulunmgtur (72).
Endoskopide bu goérinimle kdasildiginda test yapmaya gerek olmadi
bildirilmi stir (3).
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Tablo-1V. H. pylori Tanisinda Kullanilan Testler

Metod Ornek D%) O(®%) PPD NPD  Yorum
(%) (%)
Hizli serolojik Serum 95 85 91 98 Kalitatd @ik. da sonug
ELISA Serum 95 95 96.8 100 Antikor titrasyonunu gdsterir,
. tedavi sonrasi her zaman Ak
Mide sivisi 95 100 distisii cabuk olmaz (12-18 ay)
Diski 95 95 ve bu devam eden enfeksiyonu

da gosterebilir.

Ure nefes testi Nefes 95-98 95-98 100 100 C, de radyasyon yok, pahal.
C,,daha ucuz, daha basit.

CLOtest Mide biyopsi 90-95 98 100 87.5 20 dksdaug alinabilir.

Histoloji Mide biyopsi 98 98 99.2 94.5 Basit ve oldukcaike

(Giemsa, HE) tekrarlanabilir.

Kultar (biyopsi) Mide biyopsi 90-95 100 100 97.  Uzun sdrer, pahali.

Kultar (digkr) Digki 30-50 100 100 96 Agarma amach yapilyor.

PCR Mide biyopsi 95 95 100 97.7 Alama amachdir, yalanci
pozitiflikler géz éniine
alinmal.

PCR Dski 65 75 93 27

HpSA Diki 97 99 100 96 BkidaH. pylori antijenini

saptayan ELISA testidir.

D: Duyarliik O: Ozgiillik PPD: Pozitif predikite deseri NPD: Negatif prediktivite deri

2.7.1.1. Kaltar

Gastrik biyopsi 6rneklerindehl. pylori'nin secici veya segici olmayan

besiyerlerinde Uretilmesi tanida altin standarBu.yéntem en standart, en 6zgul

ve oldukca duyarl bir yontem olarak tanimlanmaktdd,8). Ancak bu yontem,

ornesin sayisi veya buyukfil, 6rnekdeki bakteri miktari, 6rg@ transportekli,

transport suresi, kullanilan besiyerleri ve inkjlmassartlari ile ¢algan personelin

tecribesine dayanarakgigken duyarlilik gosterir. Optimalartlar sglandginda

duyarlihk ve 6zgullik sirasi ile % 95 ve % 100ralabildirilmistir (2,68).
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Hastadan alinacak orneklerin kemoterapotik kuftlana balanmadan
once alinmasi, 6zellikle PPI'nin endoskopiden er? dmfta dnce kesilmiolmasi
gerektgi bildirilmistir (2). Ancak orneklerin ekimi icin gecikme s6z rikesu
olacaksa transport vasatlari kullaniimasi Oneritimeik. Kisa sureli (4 saatten az)
transportlar icin tuzlu su kullanilabilegie eger kultir gecikecek ise Stuart’s
Medium veya Brain Heaiihfusion Broth kullaniimasinin gerekflibildirilmi stir.

Stuart's Medium’'da +%C'de 24 saat ya@yabildisi gosterilmitir (2,68).

Kdltur icin antrumdan alinan tek biyopsi 6@gn@n tanida duyarhfinin iyi
fakat yeterli olmadii, yama tarzi enfeksiyon yapmasi nedeniyle antrumgadélu
biyopsi 6rngi alinmasinin daha uygun olaeayorisi bildirilmistir. Ayrica nadir
de olsa corpusda da enfeksiyon yapabgete akilda tutulmasi gerekii
Ozellikle PPl tedavisi sonrasi sadece corpusda tifilzi kalabilecegi

vurgulanmgtir (2).

Zenginlatirilmis antibiyotik katkili besiyerlerinde, nétral pH’de65
CO,'li ve %96-100 nem oranina sahip atmosferd®C3de 3-4 giinde ureyebilir.
Ancak treme icin optimal 7 giin beklenmesi 6nerilk.izolasyon % 5-7 tercihan
% 10 at veya koyun kani ve Vankomisin, Trimetoprkmfoterisin B, Sefsulodin
gibi antibiyotik ilaveli BHI agar, Brusella agar,oimbia agar gibi non selektif
besiyerlerinde yapilabilir. Kigugeffaf su damlasgeklinde koloniler olgturdugu
bildirilmi stir. Besiyerinden hazirlanan preparatlarda Gramanegivrik, virgul
seklinde gorunur. Oksidaz, katalaz ve Ureaz powitife bakilir.izole edildikten
sonra agar dilisyon, E test veya disk difiizyon lagstden bir veya ikisi
kullanilarak antibiyotik duyarhfiina bakilmasi o6nerilrgiir (2,8). Broth
mikrodilisyon metoduyla antibiyotik duyarlilhk csinalari bildirilmistir (73).
Uretilen sylarin -70C'de skim-milk veya %15-20 gliserol iceren BHI Hrot
besiyerinde saklanabilegie ancak bu glemle bakterilerin kaybedilebilegg
bakterinin canligini siirdiirebilmesinin €’de liyofilize viallerde saklanmasi ile

mimkun olabilecg bildirilmi stir (1,2).
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Kantitatif kultir ekimleri yapilabileggé de bildirilmis ve bu konuda
yapilan cakmalarda bakteri yikii 5-2acfu/mg olarak ifade edilngiir. Yiiksek
sayida bakteri yuki antrumdan alinan 6rneklerdese ebdilmgtir. Bakteri
yukiunun yiksek olmasinin bakteriyel virulans faldir (cagA, vacA-slml),
gastrik inflamasyon, duodenal Ulserasyon ve pategdsm temel rol oynagh
bildirilmi stir. Ancak kantitatif kaltiriin pahali ve zaman alamasi nedeniyle
semikantitatif kdltirin daha yaygin olarak kullamil vurgulanmgtir. Ayrica
benzer 6zellikte ba bakteriler de kultirde treyebileémeden, pozitif sonuglarin

molekiler metodlarla dgulanmasi gerekgi bildirilmi stir (2).

Nonendoskopik yolla elde edilenskh, dis plaklari, tikrik, su ve gida gibi
orneklerden yapilan kultir catnalariyla izolasyon oraninin %10'u gecmgdi

bildirilmi stir (68).

2.7.1.2. Histolojik Tani

Invaziv yontemler iginde en guivenilir ve duyarlimidir. Duyarlilik % 95,
6zgulluk % 98'dir. Onceden duyarf artirmak igin 2 antrum ve 2 corpus Ggne
alinmasi onerilirken, daha sonra hastayl dahasamtatize etmek icin antrumdan
2 Ornek alinmasinin yeterli olgu gosterilmgtir. Altin standart olarak kabul
edilmekterdir. Epitel displazisi vagini da tespit edilebile@e gosterilmitir.
Wartin-Starry gibi spesifik boyalarla doku icindekakteriler gosterildii gibi
modifiye Giemsa boyasl! kullanilarak da taniya eidillecegi bildirilmi stir (68).
Ayrica Gimenez, Ziehl-Nielsen, HP silver stain gibok deisik boyalar
kullanildigi bildirilmistir. Gunimuzde yaygin kullanimda olan Hematoksilen-
Eozin boyasinin bakteri ve mukus arasindaki boytmkani acikca gostermemesi

nedeniyleH. pylori aranmasinda uygun olmgdvurgulanmstir (2).
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2.7.1.3. Biyopsi Ureaz Testi

Yontem gastrik biyopsi Orneklerinden (reaz akéisihi tespite
dayanmaktadir. Test ortaminda kullanilan tre besige 6rnekde bulunai.
pylori dreyi hidroliz ederek amonyak geai cikarmaktadir. Okan amonyak pH’l
yukselttginden fenol kirmizisiyla renk @sikligi yapmaktadir. Orofarenkste
yerlesen ve Ureaz Ureten bazi bakteriler tukrikle komasyona neden olsa da
boyle zayif enzimler midenin asidik limeninde kaaydenatire olagandan
testin 6zgullgunu etkilememektedir. Ticari olarak sunulan CLC tesH. pylori
fast gibi jel testler ile pylori Tek gibi strip tésr bulunmaktadir. Strip testler ile
daha kisa siurede sonuc¢ alinatgidoildirilmistir. Bunlarin duyarlilg % 80-95
0zgulligh % 95-100'dur ve 5 dk gibi ¢ok kisa bir stredeslibnuc alinabildi
gosterilmitir. Pozitif sonuclarin % 901 ilk yarim saatte géir ve gec pozitiflik
ertesi giin okumayi gerektirmektedir (1,68).

Bakteriyel yUkin Ureaz testinin duyaghin artirmada onemli oldiu,
sonug alinabilmesi icin 2Makteri olmasi gerelgi bildirilmi stir. Tedaviden sonra
4 hafta gegcmengse hatall sonuc¢ alinggia gosterilmgtir. PPI'lerinin  direkt
antitireaz aktivitesi bulungu da vurgulanmgtir. Ayrica intestinal metaplazisi

olanlarda yank negatif sonuc alinabilegevurgulanmstir (2).

2.7.1.4. Molekuler Yontemler

Son yillarda molekiler mikrobiyolojik tani yontesnl H. pylori tanisi,
spesifik virulans faktorleri belirlenmesi, antibiyjo direncinin belirlenmesi,
kiltarde dretilemeyen kokoid formlarin tanimlanmgii amaclarla ygun olarak
kullaniimistir. Ancak nukleik asit amplifikasyon bazli tekrekl canli ve 6lu
bakteri ayrimini yapamadiklari icin eradikasyonatgsinin takibinde yalanci

pozitif sonuclar vereceklerinden kullaniimamali@@8).

Molekiler mikrobiyolojik yontemlerin yuksek duydrk ve o6zgillige

sahip olduklari yapilan pek cok gaha ile gosterilmitir. PCR duyarhlik ve
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O0zgulligt csitli calismalarda % 100’e yakin @erlerde bulunmgtur. Primer
secimi, hedef DNA, ornek hazirlama, bakteriyelgyoluk ve teknik; PCR

islemini etkileyen faktorler olarak vurgulanmakta(By.

PCR, RT-PCR, Nested-PCR, seminested-PCR, MulspleKR, RFLP
gibi molekuler mikrobiyolojik tekniklerin kullanitailecezi bildirilmi stir. Ancak
PFGE,H. pylori swlarinin uzun tanima bdolgesine sahip restriksiyoniralerine
direncleri ve in-situ hibridizasyona duyarsizliklaebebi ile bu bakteride ¢ok

fazla kullaniimamytir (68).

2.7.1.5. FISH

In situ Latince bir kelime olup bdlge anlamina gettedir. Hiicrelerin
veya kromozomlarin, icglerinde bulunan nukleik asglizileri aracilgl ile
isaretlenme yontemi olarak bilinmektedinsitu hibridizasyon ilesaretli problar
kullanilarak kromozom Uzerinde veya doku icindealate spesifik RNA veya
DNA sekanslari aranabilmektedir. Kurala uygunsestlar s@landginda insitu
hibridizasyonun DNA eldesinde ve hibridizasyonundgivenilir oldyu

bildiriimektedir (74).

Kromozomdaki aranan gen bdlgesi floresan maddéarkilarak parlak
sekilde gosterilir. Bu teknikle gen haritasi c¢ikabillec&g ve kromozomal
anomalilerin tanimlanabilege bildirilmistir. FISH yonteminde tek zincirli
DNA’nin kisa dizisinin hazirlanmasi s6z konusuderoblar, DNA'ya hibridize
olur ve balanir, floresan garetli uclar argtiricilarin DNA'nin bu konumunu
gormelerine izin verir. izlenen floresan sinyali kromozomal DNAnin
bulundguna karet eder. Bu teknikle tim bakteriler gralabilir. Bakteriyel
FISH teknolojisinde bakteri tlrlerine 6zgu ribozdrRNA’larin (16S rRNA, 23S
rRNA) kopyalariyla tanimlanan oligontkleotidlerininozgil DNA-DNA
hibridizasyonu baz alinir. Bu oligonukleotidler résan boya ilesaretlidir ve

bakteri hiicresine penetre olarak hedef dizisirgeaoar (74).
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Diger caqu tekniklerin kullanildgi kromozom c¢akmalarinda canli
bolunebilen hicrelere gereksinim varken FISH bolépem hicrelerin de
kullanildigi cok yonli bir prosedir olarak bildirilgtir.  Ayrica Kkoltard
yapilmayan kokoid formlar da saptayabdidivurgulanmstir. Northern ve
Southern Blot teknikleri benzer olarak DNA veya REé&kanslarinin bulunmasini
gosterse de farkli olarak hucrelerde lokalize sslaan acga cikarmaktadir.
Ozgllltigti hiicrenin gecirgeri, prob tipi, karetleme tekmi ve hibridizasyon
sartlarina bghdir. FISH ise floresarsaretli DNA probuyla denatiire kromozomal
DNA veya hibridize edilmi kromozomal bdlge veya 6zglu kromozomu gosterir

(74).

FISH yontemininH. pylori'nin varhgini ve klaritromisin direncini tespit
etmede hizli, dgru ve uygun maliyetli bir yontem oldgu bildirilmektedir.
Endoskopi sonrasi 3 saat icerisinde klinisyenevieéayol gosterecek duyarlilik
testi sonucunu genotipik olarak verilebilmektedircari olarak hazir bulunur ve
floresan mikroskobu ginda 6zel ekipman gerektirmgtiden ¢@u laboratuvarda
uygulanabilir. H. pylori'ye 06zgul 16S ve 23S rRNA problari floresan ile
isaretlenir ve floresan mikroskobunda incelenir. Téreeklerden direkt olarak,
kiltirden veya parafinize dokudan edhbilir. 16S rRNA 6zgul olgonikleotid
Hpy-1 uygulanarakH. pylori tdrlerinin yail isaretlenmesi sganir. Ayni anda
genotipik antibiyotik direnci aranmasi icin kirmigaretleme kullanilir. Tespit
edilen ve 23S rRNA’'daki 3 noktanin baz algdou direnc tclu tedavinin major
ilact olan klaritromisine kardir. Bu nokta mutasyonlar ¢6zellikle ClawT, ClaR
ClaR, ve ClaR problariyla garetlenir ki farkli mutasyonlar farkh €
deserleriyle korelasyon gosterir; Claiin kasilik gelen MK degeri >64 mg/L,
ClaR ve ClaR icin 8-64 mg/L arasi olarak gosterigtir (74).
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2.7.2. Noninvaziv Metodlar

2.7.2.1. Dgkidan PCR ileH. pylori Saptanmasi

Bu yontemle dikida H. pylori gosterilmesinin ¢cok arili olmadgl ve
yalanci negatif sonu¢ verme olagihin yiksek oldgu bildirilmistir. Bunun
nedeni olarak da gkinin icerdgi maddeler nedeniyle bakterinin DNA yapisi

bozulmakta ve PCR inhibitdrleri bulunglundan sonuclar hatali olmaktadir (75).

Bir calisimada dgkidan PCR teki@inin 6zellikle ¢ocuklardaH. pylori
aranmasinda hizl, gou ve noninvaziv bir metod ol@gu vurgulanmgtir. 16S
rRNA geni, ureA ve ureC genlerinin herbirinin PCIR amplifiye edilmesiyle
infekte hastalarin gkisindaH. pylori DNA aranmasinda anlamli sonuclar alfdi
bildirilmistir. Buna r@&men PCR sonuclarinin etkilegdi degiskenlerin
bulundgu, bunlarin da elde edilen DNA miktari, PCR oncésisamakta
mikroorganizma konsantrasyonunursiki olmasi, dikida bulunan inhibitorlerin
temizlenmesinde kullanilan teknik ve kullanilan difikasyon protokolu oldgu

bildirilmi stir (76).

Barsak patojeni olmagindan dgkida diik konsantrasyonlarda bulunan
H. pylori'nin ekstraksiyonuyla elde edilen DNA miktarini 1amak IMBS
teknigiyle saglanabilse de duyarli distk olarak bildirilmitir. Diger
gucliklerden biri dki inhibitorleridir ki bunlar polisakkarid kompleks
yapisindadir ve DNA polimerazi inhibe ederler. Ealtkaritlerin % 80’den
fazlasini ortadan kaldiran polypropylene filtrel&alldiginda duyarhigin artarak
% 95.6’y1 buldgu vurgulanmgtir. “Cetyl-trimethyl-ammonium” detergents ile
inhibitorler ortadan kaldirlganda ise dikidanH. pylori tespit oraninin % 25’de
kaldigl gosterilmgtir. Santrifiijle inhibitdrler kaldirilip, column cbmatography,
fenol-kloroform ekstraksiyonu ve microcon filtreylekonsantrasyon siemleri

uygulandginda ise duyarhfiin % 93.7’ye cikig goralmistar (77).
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2.7.2.2. Ure Nefes Testi

Nispeten pahali bir ydontem olmakla beraber geagk gerekse tedavinin
takibi amaci ile kullanilabilen yiksek duyarliiRo6(95) ve 6zgulluk (% 100)
oranina sahip oldiw bildirilmistir. Bu testin prensibiH. pylori’nin Ureyi
parcalayarak nitrojen ve karbondiokside ¢cevirmasisena dayanir. Hastaya sitrik
asit icerisinde izotopkarbonlasaretli tre kapsuli yutturulur. Midede acilan
kapsuldeki trreH. pylori tarafindan parcalanincEC isaretlilerde *C0O,, *C
isaretlilerde “CO, acga cikar. Isaretli CQ kana gecerek akggre tainir.
Kapsulin yutulmasinin ardindan 30.dk’da hastanfiesnele atilan garetli CG
0zel yontemlerle tespit edilir. Radyoaktif maddermedginden cocuklar ve
gebelerde bile giivenle kullanabilen Ur& isaretli testin noninvaziv testler icin

altin standart olarak kabul edigdbildirilmi stir (68).

Yalanci negatif sonuclardan kaginmak igin antibkate PPI kullanimi

sirasinda test uygulanmamalidir (1).

Tedaviye cevap vermeyen veya tekrarlayan gastrahald/akinmasi olan
hastalarda tani amaci ile Onerilir. Ayrica tedavirbgarisini tespit etmek

amaclyla tedavinin sonlandiriimasindan 4-6 haftasaygulanmalidir (68).

2.7.2.3. Serolojik Testler

Serumda IgG ve IgA, sekresyonlarda ise IgA ve Igiu antikorlarin
tespiti tanitya yardimci olabilir. Ancak antibiyatikbizmut tuzlar veya proton
pompa inhibitérleri kullanimina K& olarak infekte sahislarin %20-30’'unda
yalanci negatiflik gorilebilegene dikkat cekilmgtir (68). Endoskopik biopsiye

gore hizli, basit uygulanan, noninvaziv ve ucuagldbilinmektedir (3).

Genelde 3 tip antijen kullanilir; 1s1 stabil, zemggtiriimis ve Ureaz
antijeni. 3 tip antijende de duyarllk ve 6zgull5'dir. Ancak farkl EIISA ve
lateks aglutinasyon kitinin kalastirildigl bir calsmada duyarhlik %85, 6zgullik

31



%79 bulunmgtur. Duyarlilik ve 6zgullik oranlar diik olmasina r@gmen biyopsi

ve Ure nefes testiyle tespit edilemeyen atrofiktrigsinfektif bazi hastalarda
serolojiyle pozitiflik saptanabile@e bildirilmi stir. Pozitif sonuclari tekrarlamaya
gerek yoktur ancak ila¢g kullanmayan hastalardaaalinegatif sonuclarin tlser

kanamasiyla olabilegenden d@rulanmasi dnerilmektedir (3).

Tedaviden sonra IgG ve IgA dizeyleri %50 oranindiged ama 1gG
dizeyi hicbir zaman negatiflmez. Bu ylzden tedavi 6ncesi ve sonrasi antikor

titreleri kagilastiriimalidir (1,68).

2.7.2.4. HpSA

Ure nefes testine en iyi alternatif olarak gorikbedir. Gastrik epitel
hiicreleri 1-3 gun igcinde rejenere olur, dokulentigestler H. pylori ile birlikte
digskiyla atilir. Dgkidaki H. pylori ilk olarak 1997 yilinda poliklonal ank pylori
antikorlarinin kullanildil immuncapture yontemi ile gosterilgtir. Daha sonra
diskida H. pylori antijenlerini tespit amaciyla ticari tani Kkitlegelistiriimis,
bunlardan ilki 1998 vyilinda aktif infeksiyonun té&sp tedavi suresince
antibiyotigin etkinliginin izlenmesi ve antibiyotik eradikasyonununsdasini
takip amaci ile FDA’den klinik kullanim onay! algtir. Bu Kitler iki temel sistem
Uzerine kurulmsgtur. Bunlardan ilki tayanlardan elde edilen poliklonal
antikorlarin kullanildgl Premier PlatinumH. pyloriSA (Meridian Diagnostics,
Inc, Cincinnati, Ohio) olup, testin duyarfili %90, 6zgullgl %98'dir. Ayrica
tedavi sonrasi yalanci pozitif sonuclar sik goriktadir. Ikinci test ise
monoklonal antikorlarin kullanildir FemtoLab H. pylori (Connex GmbH,
Martinsried, Germany) olup, bu testin duyaghldaha yiksek olmasinagraen
0zgulliginin ayni oldgu bildirilmistir. Bu testlerin duyarlifii lot basimli olarak

desismekte ve kullanilan antijenler bilinmemektedir (68)

HpSA prevalansi farkl ¢aimalarda dgisik oranlarda bildirilmgtir. Bir
calismada dispepsili hasta grubunda % 52.9 oraninda Hp&Aifligi saptanmy
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ve duyarhlgl % 97.8, 6zgullgu ise % 94.9 olarak bildirilngtir (78). Bir bgka
calismada Hiperemezis gravidarumlu hastalarda % 40.#ifi&zsaptanirken ayni

calismada kontrol grubunda % 12.4 pozitiflik saptamdbildirilmistir (79).

2.7.3.H. pylori infeksiyonlarinin Ayrimini Yapan Testler
Nokta mutasyonlar, genomik diizenlemeler, korunmayanler, korunmg
genlerde allelik varyasyon, diziye mobil DNA girmee plazmidler nedeniylél.

pylori’de temel 6zelliklerde farkhliklar bildirilmekted(3).

2.7.3.1.cagA

Duodenal Ulser ve distal mide adenokarsinomurigiki artirancagA, bir
calsmada tum sglarin yaklglk %73.4’Unde pozitif olarak bulunngtwr.
Turkiye'de yapilan bir gagmada bu oran %73.6 olarak bildirilgtir (53,80).

2.7.3.2.vacA

Molekiler yontemlerle bakil@inda s (sinyal dizisi) ve m (forta bdlge
dizisi) olmak Uzere 2 boélgesi bulunmaktadir. slab,ss2, ml, m2 ile alt
kombinasyon olgmaktadir. Bunlardan Besokak tipinde gosterilngiir. sla en
yuksek sitotoksin seviyesine sahipken, slb’'de daha2’'de olmagh veya ¢cok az
sitotoksine sahip oldiw bildirilmistir. Benzer seklide sla yapisi gastrik

inflamasyonursiddetiyle iliskili bulunmustur (44).

2.7.3.3. Dger Polimorfik Bolge

iceA; ve iceA; tespit edilmgtir. iceA; ile duodenal Ulser arasinda gugli
birliktelik vardir (59).iceA geninin tumH. pylori sularinda bulundgu, csitli
calismalarda dgisik oranlar bildirilse deceA; geninin (%74.7 ila %92.55) en sik
bulunan tipi oldgu gdsterilmgtir (79,80).
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2.7.4. Tedavi Sonrasi Tani

2.7.4.1. Serolojik Testler

Tedavinin etkinlgini yani iyilesmeyi gostermek icirH. pylori spesifik
antikorlari olan 1gG ve IgA dizeylerinde % 50 azaloimalidir.H. pylori antikor
seviyesindeki farka en az 6 hafta sonra bakilmaligilesme gerceklgen tim
hastalarda seronegatiflik olmayabilir (3).

H. pylori infeksiyonu ve duodenal Ulseri olanlarda PGI (okgt mide
moukozasi) ve Il (antrumda) diizeylerinin her ikisiartar. Tedavi takibinde PGII
azalmasi daha tipik olsa da bunlarin dizeyinin ikien kullaniminin uygun
olmayacg! vurgulanmgtir (3). 1 ay sonra PGll'de % 25 azalma olmidspylori

eredikasyonu i¢in % 82 sensitivite ve % 62 spesittbulunmsgtur (73).

2.7.4.2. Ure Nefes Testi
Tedavinin etkinlgini belirlemede kullanilan der bir testte Ure nefes
testidir. Dikkat edilmesi gereken en 6nemli noktarak tedaviyi takip eden 4.

haftanin sonunda yapilmasi gergktiurgulanmstir (68,81).

2.8. TEDAVI

H. pylori penisilinler, bazi sefalosporinlere (cefuroximaldt tumu dgil,
makrolid, tetrasiklin, nitroimidazol, nitrofuran,ifolon, bizmut tuzlari, proton
pompa inhibitorlerine invitro duyarhdir. +bloker, polimiksin, trimetoprime ise

direnclidir (3).

Antibiyotikler tek baina kullanildginda H. pylori eradikasyonunda
yetersiz kalmaktadir. Bugun kullanilan tim tedarotpkolleri, bir ya da birden
fazla antibiyotgin yani sira mide pH’sini yikselterek antibigti etkin olmasini
sglayan H bloker, proton pompa inhibitorleri veya bizmut larzni icermektedir

(82).
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Ancak standart tedavi rejimlerinden birini alarstadarin %10-20’sindél.
pylori eradikasyonunun bkarisizlikla sonuclangi bildirilmistir (83). Tedavide
basarisizlik; hasta uyumu, ilaglarin yan etkileri, teknin kemoterapotik ajana
karsi dogal veya kazanilngidireng mekanizmalarinin bulunmasi, ilaglariryidd
pH ile inaktivasyonu gibi nedenlere glanmaktadir (84). Tedavi sirasinda; di
membran proteininin  kaybolmasiyla kokoid forma dgami sylarin
reaktivasyonuyla tedavi karisizlgl arasinda ikki kurulmaktadir (67). Ayrica
gastrik metaplazi, 6zefagus alt kismindaki Barrpiteine ve dental pla

yerlesmis mikroorganizma igin antibiyotikler etkisiz kalaimektedir (85).

Guncel olan bir cagmada Bizmut tuzlari+Amoksisilin+Metronidazol+PPI
kombinasyonuyla en yuksek eradikasyordesi yakalang, bu tedavi rejimiyle

eradikasyonu gganan hastalarin oraninin % 95 giduwildirilmistir (86).

2.8.1.1laclara Direng

Klaritromisin standartd. pylori eradikasyon rejimlerinde yer alan dnemli
antibiyotiklerden biridir. Aside dayanikh ve ya®mri uzundur. Makrolid
grubunun bir Gyesi olan bu ilaca kadireng, 23S ribozomal RNA'da (rRNA)
olusan mutasyonlar sonucu gghektedir. H. pylori’de iki kopya bulunan 23S
rRNA dizgesinin 2142 ve 2143. bazlarindakgidenler, klaritromisinin ribozoma
baglanma afinitesini dgiirerek dirence yol acan en sik gortulen mutasyomlard

(84). Klaritromisin ilag direnci % 10-20 arasind&dbilmi stir (82).

H. pylori’nin metronidazol duyarhfiinda rolt oldgu bilinen iki oksijene
duyarsiz nitrorediiktaz enzimi tanimlanmaktadir. tBakin metabolizmasindaki
roli hentz tam olarak aydinlatlamgamolan bu enzimler rdxA tarafindan
kodlanan oksijene duyarsiz NAD(P)H nitroreduktazfred tarafindan kodlanan
NAD(P)H flavin oksidorediktazdir. Bu iki enzimderiribin ya da her ikisinin
inaktivasyonuyla sonucglanan rdxA ve frxA mutasyomm H. pylori'de

metronidazol direncine yol agt bildiriimektedir (87). Metronidazol direng
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prevalansi ge§imis Ulkelerde %10-70, gelnekte olan Ulkelerde %90’lara
cikmaktadir (76). Ulkemizde ise %34-49 arasindditilinistir (88,89).

Sik kullanilan antibiyotiklerden biri olan amokéis direncine nadir
olarak rastlansa da son yillarda direnc¢ oranlatmzta arttgl géralmis ve %8.3-

19.4 arasinda direng oranlar bildirigtr (90,91,92).

Son zamanlarda bildiriimeye ganan Tetrasikline diren¢ ggininde 16S
rRNA dizisinin 965-967. nikleotidleri arasinda kalddlgedeki mutasyonlarin

onemli oldgu belirtiimektedir (93).

2.8.2. Korunma ve Al

Mukozal adjuvan olarak kolera toksini veya isiyyahiksizEscherichia
coli enterotoksiniyleH. pylori Ureaz B antijeninin kombine olarak veriidioral
asl baarill olmutur ancakH. pylori infeksiyonu olgmadan glama yapilmasi
gerektgi bildiriimi stir. Ureaz holoenzim, treaz subinitlevgcA sitotoksini, HspB

(GroEL) ve HspA (GroES) immunojenlerini icerir (8)9

H. pylori'lden korunma ve hastgin kontrol yontemleri guinimiizde hala
tam olarak a@a kavgmamestir. H. pylori'nin bugline kadar iki kez akut gastrit
epidemisine neden oldu bildiriimistir. Etkilenen kgilerde hipoklorhidri
saptanmytir, etkeni gastroskopi sirasinda aldiklari bildiistir. Bu nedenle en
azindan korunma amaciyla gastroskopide kullaniletiean sterilizasyonuna

0zen gosterilmesi gerekli oldukca acikca vurgulangtir (4).
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ll. GEREC VE YONTEM

Afyonkarahisar Kocatepe Universitesi Tip Fakultésimet Necdet Sezer
Uygulama ve Argtirma Hastanesi'ne 1 Ocak-30 Haziran 2006 tarirdeasinda
dispeptik yakinmalar (en az 1 aydir epigastrik rkaggrisi, bulanti-kusma,
siskinlik, st GIS kanamasi) ile Gastroenteroloji ve Genel cerralikiniklerine
basvuran ve son 1 ay icinde bu sebeple tedavi almaendoskopik gastrik
biyopsi uygulanan 147 hastanin antrum farkli b@geten alinan 2 adet biyopsi
ornezi kultdr, molekiler cakmalar ve FISH ¢ajmasi igin slemlendi. Ayrica

hastalarin 122’sinden HpSA testi gdmak Uzere dki ornekleri toplandi.

3.1. HpSA
Laboratuvara gelen ghi 6rnekleri cakmaya alinana kadar -Z0'de

saklandi.

Diskidan H. pylori antijen varlgini tespit etmede EnzymBnmunoassay
(=EIA) testi olan monoklonal tipte FemtoLah. pylori Cnx (Connex GmbH,

Martinsried, Germany) kitleri kullanildi.

FemtolabH. pylori Cnx’de Sandwich tip EIA testiyle insansklisindan
noninvaziv yollaH. pylori antijeni aranir vé. pylori infeksiyonu tanisi koydurur.
Ayrica tedaviden 4-6 hafta sonra tedavi etlginii ve reenfeksiyonu saptamada
kullantlir. Kutularda 96 kuyucuk, diluent, yikamalssyonu, pozitif ve negatif
kontrol, konjugat, TMB (=Tetramethylbenzidine)/stras ve stop sollisyonu

(H2SQy) icerir.

Bir strip icin 1/10 dilue edilen yikama sivisi hdandi. Dgki Ornesi
(yaklasik 0.1gr.) tupte 500 6rnek sulandirim ile 15sn vorteksde karildi. Daha

sonra>5000rpm’de 5 dk. santriftij edildi. Her 6rnek iciary pipet ucu kullanildi.
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Diski supernatantindan pD pozitif ve negatif kontollerden D0 farkh
kuyucuklara pipetlendikten sonra her bir kuygabQul antikor konjugat eklendi.
18-27C'de Karstirici Uizerinde 60+5dk inkilbe edilip mikroplate aykci
kullanarak veya elle her bir kuyucuk 5 kez 2504d0@ikama tamponu ile
yikandi. Ardindan mikroplate, kurutmagedina hafifce vurulduktan sonra 100
substrat sivisi eklendi. Oda isisinda ve karanliki@k. inkiibe edildi. 100 stop
solisyonu konulduktan sonraki 15dk. icinde spektarhetri ile okutuldu. Tek
okutucuda (450nm¥0.190 » Pozitif, <0.190 » Negatif olarak kabul ddil

3.2. KULTUR iLE H. pylori iZOLASYONU

Calismaya dahil edilen hastalardan st Gastrointessisiém endoskopisi
sirasinda farkli bolgelerden alinan 2 adet antigbdsi orngi, 0.5 ml BHI
buyyonundan (Oxoid, England) gan tgima besiyeri icine konarak, en kisa
surede laboratuvara gtarllmasi sglandi. Laboratuvara gelen 6rnekler, en kisa
surede %7 insan kanli 10 mg/l Vankomisin-smg/l Teiaprim-5 mg/l
Amfoterisin B ilave etiimiz Beyin Kalp Infizyon agar (Oxoid, England)
plaklarina ekildi. Kdlttr icin glemlenen 2 adet antral biyopsi ognelaha sonra
molekiler cafmalarda kullanilmak tzere TE (Tris-EDTA; 1 ml 1 M
Trisbase+0.2 ml 0.5 M EDTA+98.2 distile su) solusynda -28C’de bekletildi.
Plaklar 37C'de CampyGen (Oxoid, England) kullanilarak sluulan
mikroaerofil ortamda (% 5 9 % 10 CQ, % 10 H, % 75 N) 3-7 gun inkibe
edildi. inkiibasyon suresi sonund& pylori kolonileri Gram boyamada tipik
morfolojinin gortlmesi, kolonilerin Ureaz, katalaze oksidaz aktivitelerinin

degerlendirilmesi ile literattire uygun yontemler kullearak tanimlandi (8,68).
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33. AGAR DILUSYON YONTEMIYLE ANTIBIYOTIK
DUYARLILIK TEST i

H. pylori sularinin klaritromisin duyarliii agar dilisyon metodu ile CLSI
onerileri da@rultusunda test edildi (95)izole edilen sglar % 7 insan kanli
antibiyotik iceren BHI agara pasajlanarak 48-72 sai&roaerofil ortamda inkiibe
edilmistir. Inkibasyon siiresi sonunda kiltir plaklarindan Gragaima ile
yapilan mikroskopik inceleme sonrasinda bakterildéoigaritmik tGreme fazinda
olduguna karet eden spiral formlarin kiltire hakim olduklga da %80’'inden
fazlasini  olgturduklari goOzlendikten sonra antibiyotik duyakKil testi

gerceklatirildi.

Antibiyotik duyarlilk testi icin 8 - 0.064 pg/mlrasindaki 7 farkh
konsantrasyonda klaritromisin ve % 5 oraninda koyami (en az 2 hafta
bekletilmis) iceren Mduller Hinton agar (Oxoid, England) plakl&ullanildi.
Liyofilize Muller Hinton agar besiyeri tozu her ddyon icin 20 ml'ye uygun
tartildi. 18 ml su eklendi. 13C'de 15dk. steril edilen besiyeri &Dye
ayarlanmg su banyosuna konuldu. Bunun dzerine 2 haftadama detun sire
bekletilmis defibrine koyun kani 1 ml ve klaritromisin dilisyo 1 ml konuldu ve

besiyeri 90 mn’lik petri kabina doékaldi.

Test edilecek her suicin % 0.9 sodyum klorir icinde 2 McFarland
bulaniklikta bakteri stispansiyonu hazirlanarak, (d0bakteri stispansiyonlari

Muller Hinton test plaklarina inokile edildi.

Kalite kontrol sgyu olarak klaritromisin icin NK 0,25-1,0 pg/ml olan
ATCC® 43504 sgu kullanildi. Her sw da ireme kontrolunu yapmak icin
klaritromisin iceren plaklardan dnce ve sonra kfamisin icermeyen % 5 koyun

kanli Mdller Hinton agar plaklarina inokilasyon ydp

Plaklar 37C sicaklikta CampyGen (Oxoid, England) kullanilarak

olusturulan mikroaerofilik ortamda 72 saat inkiibe edilthkiilbasyon siresi
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sonunda plaklarda gozle gorulir koloni @lmu not edilerek her suigin

klaritromisin MK degerleri okundu. Klaritromisin NK degeri > 1 pg/ml bulunan

H. pylori swslari direncli kabul edildi (95).

3.4. PCRILE H. pylori VARLI GININ TESPIiT EDILMES|

16S rRNA uzerindeki tUre A geni arandi. Bunun icincélikle biyopsi

orngginden DNA izolasyonu igin sivi A-B-C-D-E’den aian DZ DNAIzolasyon

kiti (Dr.Zeydanli) kullanildiislemler aagidaki gibi gerceklgtirildi:

Baslamadan 6nce 1 ml DNase-RNase free saf su ekley@oéksyon A

hazir hale getirildi.

1.

8.
9.

Doku 6rnei 1,5 ml'lik ependorf tip icine alindi. Uzerin®00 pl
Solusyon B ve 20 ul Solisyon A konuldu.

Tup, solisyonlarin kamasi icin alt st edildi ve 42°C de 1 saat
inkiibasyona birakildi.

Inkiibasyondan sonra tiipe 500 pl Solusyonik: fazhdir, alt fazdan
alinmahdir) konuldu.

Iyice vortekslenip (Sut kivaminda bir sivi gilu) 10.000 rpm’de 5 dk
santrifij edildi.

Santrifijden sonra tupte 2 faz gliugu goruldi. Berrak olan Ust kisim
temiz bir tupe alinip, Gzerine 500 ul solisyon Dhkdu ve hafifce
vortekslendi. DNA miktarinin artmasi icgin lizat odacaklginda
karanlik bir ortamda 1 gun bekletilebilir.

Sonra 10.000 rpm de 10 dk santrifiij edildi.

Supernatant atildi  ve Gzerine 500 pl Solisyon dhuldu.
Vortekslenerek yikandi.

10.000 rpm’de 5 dk santriflj edildi.

Supernatant atildi. Tapler 37 °C etlive koyulad&klaiguruldu.

10.50 pl distile su ile sulandirldi ve bakteri DNA®de edilmg oldu.
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Bundan sonra 500 pl P1+P2 (10pmol) hazirlamak %€imul P1 (Forward
primer, 100pmol) ve 50 ul P2 (Reverse primer, 100prbir ependorf tlpte
birlestirildi ve Gzerine 400 pul dH20 ilave edilir.

Asagidaki gibi mix hazirlandi:

10X Buffer Incomplete 5 ul
25mM MgCI2 4 ul
25mM dNTP 0,2 pl
10 pmol P1+P2 1,5 pl
S. Tag DNA Polimeraz 0,5 ul
dH20 33,8 ul
DNA (yaklasik 10ng/ ul) 5 ul

Daha sonrgu PCR programi uygulandi: 98’ de 5 dk, 95C’ de 15 sn, 60
°%C'de 1dk 40 siklus. Ardindan agaroz jelde elékir ile DNA yiiriitilerek
bantlar elde edildi. UVsig! altinda bantlar gorintilenerek pozitiflikler wdndi.

3.5. FISH YONTEMIYLE H. pylori VARLI GI VE KLAR ITROMISIiN
DIRENCININ TESPIT EDILMESI
Seafast®H. pylori Combi Kit (Izinta, Hungary) kullanilarak Uretidrrina
Onerileri d@rultusunda sagidaki gamalar uygulanarak formalin fikse parafin

gdmme biyopsi 6rneklerinden gaha gerceklgtirildi.

1. Test Reaktifleri Hazirfii:

a. Liyofilize DNA problari (Komponent A) rehidrasyonu
yapildi.

b. Hibridizasyon prob kagimlari (Komponent C) hazirlandi.

C. 55ml 10X yikama tamponu (Komponent D) 500 ml steril

distile suya eklenerek 1/10 oraninda sulandirildi.
d. Yesil ve kirmizi filtreler yardimiyla floresan mikrosgta

kontroller yapildi.
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2. Test Materyali Hazirfi:
a. Fiksasyon: Duyarlifii artirmak icin 4um incelikte 2 kesit

slide Uizerine eklendi.

b. Deparafinizasyon: 2x30 dk ksilen, 2x30 dk % 96 elale
yapildi.
C. 10 dk 400 W mikrodalga firinda bekletildi. Yakik 10 dk

sogutulduktan sonra 3 kez @r dk distile suyla yikandi ve 5-10 dk havada
kurutuldu.

d. Nemlendirme bdlmesi hazigit Filtre kasidi bolmedeki
yerine konulduktan sonra @l hibridizasyon tampon (Komponent C)
eklenerek i1slatildi.

3. Hibridizasyon: Orngin yuzeyini ortecek kadar (yaklk 15 pl)
hibridizasyon kagim prob lam Uzerine eklendi ve lamel ile kapatildi
Hibridizasyon bolmesi icinde kapasikica kapatilarak su banyosunda
46°C’de 90 dk bekletildi.

4. Yikama: 2 kez 48'de 15dk yikandi.

5. Lam hazirlgi: Wash buffer ile temizlendilkten sonra PBS’dek d
yikandi. Silindi ve +4C’de karanlikta floresan mikroskobunda incelendi.

6. Degerlendirme: Yail filtreyle (Fluorescein: Absorption 494 nm
Emission 518 nm) tespit edilen gylefloresan veren bakterile. pylori,
kirmizi filtreyle (Cy3: Absorption 552 nm Emissid&dv0 nm) kirmizi
floresan veren bakteriler “Klaritromisin DirencliH. pylori olarak

degerlendirildi.
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IV. BULGULAR

Ocak-Haziran 2006 doneminde gataya alinan 147 hastanin 91'i (% 61.9)
kadin, 56'si (% 38.1) erkekdi. ¥Ylari 18-80 arasinda olup yaortalamasi
45.2414.9 idi. Kliniklere gére dalimi incelendginde Gastroenteroloji 112 6rnek
(%76.2), Genel Cerrahi 35 0rnek (%23s8klinde d&ildigl gozlendi.

Klinik, yas ve cinsiyete gore gaim Tablo-V'de gdsterildi.

Tablo-V. Klinik, Ya s ve Cinsiyete Gore Dgilim

Cinsiyet
Klinik Yas Toplam
Erkek Kadin
Gastroenteroloji 17-29 5 16 21
30-44 14 24 38
45-59 13 17 30
>60 12 11 23
Toplam 44 68 112
Genel Cerrahi 17-29 2 1 3
30-44 6 7 13
45-59 3 9 12
>60 1 6 7
Toplam 12 23 35

Toplam 122 hastadan toplanagkiliérneklerinden yapilan ¢camada 67 (%
54.9) 6rnekde HpsA igin pozitif sonug alinirken, &%ek ise negatif (% 45.1)
olarak bulundu. Kliniklere gore izolasyon oranlarimakildginda Gastroenteroloji
polikliniginden gelen 93 6rnekten 53’Unde (% 56.9), Generaberkliniginden
gelen 29 drnekden 14’Unde (% 48.2) pozitiflik sapiia Erkek hastalarin %
58.6'sinda (27/46), kadin hastalarin ise % 52.631{40/76) HpSA pozitif

43



bulundu. 17-29, 30-44, 45-59 ve >60syagruplarinda pozitiflik oranlarina
bakildginda ise sirasiyla % 63.2, % 59.6, % 58.8 ve % 8k bulundu. PCR
ile karilastirildiginda duyarlilik, 6zgullik, pozitif prediktivite, gatif prediktivite
ve total dg@ruluk oranlari sirasiylgdyle bulundu: % 66.6 (62/93), % 82.7 (24/29),
% 92.5 (62/67), % 43.6 (24/55) ve % 78.6 (96/122).

Islemlenen 147 6rmgn 61 (% 41.5)'inde kiltirde tGreme oldu. Cinsiyedle
gore da&lmi incelendginde erkek hastalarin % 46.4'Unde (26/56), kadin
hastalarin % 38.4’Unde (35/91) etken izole edild29, 30-44, 45-59 ve >60 ya
gruplarinda pozitiflik oranlarina bakiglnda ise sirasiyla % 33.3, % 54.9, % 42.9
ve % 23.3 olarak bulundu. Gastroenteroloji poliiginden gelen 6rneklerin %
44.6'sinda (50/112), Genel Cerrahi polikimden gelen 6rneklerin ise % 31.4
(11/35)'unde H. pylori izolasyonu gercek$aérildi. Sonucglar PCR ile
karsilastirildiginda duyarhlik, 6zgullik, pozitif prediktivite, gatif prediktivite ve
total dgruluk oranlari sirasiyladyle bulundu: % 52.7 (57/108), % 89.7 (35/39),
% 93.4 (57/61), % 40.6 (35/86) ve % 62.5 (92/147).

Degerlendirmeye alinan 61 gan 43'Unde agar dilisyon yodntemiyle
klaritromisin direncine bakildi. MK degeri > 1 olarak bulunan 5 su% 11.6)
klaritromisine direncli olarak kabul edildi. Erkdlastalarda klaritromisin direnci
% 10.0, kadin hastalarda ise bu oran % 13.0 olawékndu. 17-29, 30-44, 45-59
ve >60 ya gruplarinda pozitiflik oranlarina bakifginda ise sirasiyla % 14.3, %
9.5, % 16.6 ve % 0.0 olarak bulundu. Gastroentgrgoliklini ginden gelen
orneklerden uretilen slarda Kklaritromisin direnci % 9.0, Genel Cerrahi

polikliniginden gelen érneklerde ise % 20 olarak tespit edild
PCR ile Calilan 147 antral biyopsi or@gein 108’inde (% 73.5) pozitiflik

saptandi. Gelen mide biyopsi érneklerinden erkeltaharin % 73.2’sinde (41/56),
kadin hastalarin % 73.6’sinda (67/91) PCR metoddylaylori varligi gosterildi.
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17-29, 30-44, 45-59 ve >60 ygruplarinda pozitiflik oranlarina bakignda ise
sirasiyla % 70.9, % 74.5, % 76,2 ve %70.0 olarakirmlu. Gastroenteroloji
polikliniginden gelen mide biyopsi 6rneklerinden % 77.6’s1(@&/112), Genel
Cerrahi poliklinginden gonderilen orneklerin ise % 60.0'inda (21/3%ken

gosterildi.

PCR ile tespit edilenH. pylori varliginin agaroz jel elektorforezinde

gosterilmesBekil-4’de yer almgtir.

Cesitli yontemlerle H. pylori varliginin tespit edilmesi Tablo-VI'da

gOsterilmitir.

Sekil-4: PCRile Tespit EdilerH. pylori Varliginin Agaroz Jel
Elektorforezinde Gdésterilmesi (Markir 1000 bp)

Tablo-VI. H. pylori Varh gini Gésteren Testler

Ornek Sayisi Pozitiflik Sayisi %
HpSA 122 67 54.9
Kdaltdr 147 61 415
PCR 147 108 73.5
FISH 133 82 61.7
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FISH calsmasinda kullanilan 133 formalin fikse parafin gbmbigopsi
orneklerinden 82 (% 61.7)’sind¢. pylori varligi yoninden pozitiflik saptanirken,
51 (% 38.3) ornek ise negatif olarak tespit edilBozitif ve negatif FISH
goruntuleriSekil-5 ve Sekil-6'da gosterilmgtir. Kliniklere goreH. pylori varlig
yoniinden pozitiflik oranlarina bakiginda Gastroenteroloji polikliginden gelen
107 ornekten 66’sinda (% 61.7), Genel Cerrahi inden gelen 26 6rnekden
16’sinda (% 61.5) pozitiflik saptandi. Erkek haatal % 72.5’'inde (37/51), kadin
hastalarin ise % 54.9'sinda (45/82) FISH ile pl#tsaptandi. 17-29, 30-44, 45-
59 ve >60 ya gruplarinda pozitiflik oranlarina bakifginda ise sirasiyla % 72.7,
% 55.5, % 73.7 ve % 46.4 olarak bulundu. PCR iikatirildiginda duyarllik,
Ozgulluk, pozitif prediktivite, negatif prediktivet ve total dg@ruluk oranlari
sirasiylasbyle bulundu: % 72.5 (74/102), % 74.1 (23/31), %29(0r4/82), % 45
(23/51) ve % 72.9 (97/133).

FISH yontemi ileH. pylori varhigi yoninden pozitiflik saptanan 82 érnekten
20’sinde (% 24.4) klaritromisin direnci bulundu. se@enteroloji poliklinginden
gelen orneklerden pozitiflik saptanarsismda klaritromisin direnci % 25.8 Genel
Cerrahi poliklinginden gelen orneklerde ise % 18.8 olarak tespitdedtrkek
hastalarda klaritromisin direnci % 16.2, kadin hkstla ise bu oran % 31.1 olarak
bulundu. 17-29, 30-44, 45-59 ve >60sygruplarinda pozitifik oranlarina
bakildginda ise sirasiyla % 25.0, % 32.0, % 17.9 ve % @@uhk bulundu.
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Sekil-5: FISHle H. pylori Varliginin Gosterilmesi

(Yesil Filtre=GFP Filtre, Fluorescein Boya, Absorbsiyd®4 nm, Emisyon 518 nm,
hedef bdlge 16S rRNA) (Kirmizi Filtre=N2.1 Filtr€y3 boya, Absorbsiyon 552 nm, Emisyon
570 nm, hedef bdlge 23S rRNA)

Sekil-6: FISHIle H. pylori Negatif Preparat Gosterilmesi
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Cssitli yontemlerle klaritromisin direncinin tespit #ghesi Tablo-Vil'de

gOsterilmitir.

Tablo-VII. H. pylori Klaritromisin Direnci Oranlari

Ornek Sayisi Pozitiflik Sayisi %
Agar Dillisyon 43 5 11.6
FISH 82 20 24.4

Calsmamizda gercekd@irilen tim tanisal testler icin elde edilen
pozitiflikler ve diger testlerle olan ikileri incelendginde 6nemli sonuglar elde
edilmistir. Elde edilen kultur pozitiflikleri ile dier testler kanlastirildiginda PCR
4, FISH 3 ve HpSA 12 yanlinegatiflik gostermytir. Benzersekilde PCR
pozitiflikleri ile bir karsilastirma yapildginda Kultir 51, FISH 28 ve HpSA 31
ornekte yank negatiflik gozlenmitir. FISH ile elde edilen pozitiflikler ele
alindginda kaltar 29, PCR 8, ve HpSA ile 18 yanlnegatiflik oldigu
saptanmytir. Son olarak HpSA pozitiflikleri incelenginde kultirde 27, PCR’da
5, ve FISH'de de 12 yanlinegatiflik saptanmgi olup veriler Tablo VliI'de
Ozetlenmgtir. Elde edilen sonuglarin igin gerce#tieilen istatistiksel cakmalarda
anlamli korelasyon saptangtir (Pearson Correlation ). Testler arasinda ersgkik

korelasyon FISH ve PCR sonugclari arasinda r=0.l2@eirceklgmistir.

Tablo-VIIl. Elde Edilen ozitifliklerin Kar silastiriimasi ve Korelasyon Analizi

Yontem Kaltar PCR FISH HpSA

+ - + - + - + -
Kaltar (n=61) - - - 57 4 0.381 53 3 0412 40 12 0.254
PCR (n=108) 5751 0.381 - - - 74 28 0.420 62 31 0.337
FISH (n=82) 53 29 0.412 74 8 0.420 - - - 52 18 0.258

HpSA (n=67) 40 27 0.254 62 5 0.337 52 12 0.258 40 27 -

r: Pearson korelasyon analizi sonuclari
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V. TARTI SMA

Gundmuzde H. pylori tanisinda invaziv ve non-invaziv testler
kullaniimaktadir. Serolojik testlerin daha cok &itaramalarinda ve gegteki H.
pylori enfeksiyonu ile temasin vatinin aratirlmasinda kullaniimasi
Onerilmistir. Ayrica dispeptik hastalarda ©ncelikle serdojiargtirmanin
yapilmasi gerekgine vurgu yapilmgtir. Tedavi dncesi histoloji ve kuiltar, tedavi

takibinde ise Ure solunum testi daha yararli oadadi bildirilmi stir (4).

H. pylori'nin penisilinler, bazi sefalosporinlere (cefuroxn makrolid,
tetrasiklin, nitroimidazol, nitrofuran, kinolon, Znut tuzlari, proton pompa
inhibitorlerine invitro duyarhilg gosterilmgti.  H, bloker, polimiksin,
trimetoprime ise direncli oldiu vurgulanmgtir (3). Antibiyotikler tek baina
kullanildiginda H. pylori eradikasyonunda yetersiz kaohdan tum tedavi
protokolleri, bir ya da birden fazla antibiygtn yani sira mide pH’'sini
yukselterek antibiyogin etkin olmasini gdayan H bloker, proton pompa
inhibitoérleri veya bizmut tuzlarininin kombine katliimi onerilir (82). Tim
bunlara rgmen meydana gelen tedavidesdnasizlik; hasta uyumu, ilaglarin yan
etkileri, bakterinin kemoterapdtik ajana kardogal veya kazanilmi direng
mekanizmalarinin bulunmasi, ilaclaringdi pH ile inaktivasyonu gibi nedenlere
baglanmaktadir (84). Tedavi sirasindas adnembran proteininin kaybolmasiyla
kokoid forma dongen sglarin reaktivasyonuyla tedavidegaaisizlik olgtugu da
bildirilmistir (67). Ayrica gastrik metaplazi, 6zefagus altsrkindaki Barret
epiteline ve dental pga yerlemis mikroorganizmalar icin tedavi sonugsuz

kalabilmektedir (85).

ik kez tedavi bgananlarda hastalarda %10-20 oraninda tedayrtzazIg
bildiriimekte ve bu bgarisizliklarin en 6nemli nedenide tedavi sirasigdisen

antibiyotik direnci alabilecé ifade edilmektedir. S6z konusu direng
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mekanizmalari arasinda en Onemlisi de tedavidef atd@rak kullanilan
klaritromisine kagl gelisen direnci olarak bildirilmektedir. Klaritromisinir@ncli

sws oranlari farkli cakmalarla % 10-20 arasinda bildirilgtir (82).

Etkenin tanisinda son zamanlarda sik kullanilanmwaziv yontemlerden
bir tanesi olan gkida antijenin saptanmasina yonelik HpSA testléridgmdedir.
HpSA icin iki temel sistem Uzerine kurulu test &rfl bulunmaktadir: bunlardan
ilki tavsanlardan elde edilen poliklonal antikorlarin kulldngi kit, ikincisi ise
monoklonal antikorlarin  kullanil@ test kitidir. Poliklonal antikorlarin
kullanildig! test kitlerinde yalanci pozitiflik gorilebilgii, monoklonal antikorlarin

kullanildigi kitlerde bu ihtimalin daha @ik olduzu bildirilmistir (68).

Paimela ve ark. tarafindan gercekiden bir calsmada histoloji ve hizli
Ureaz testi ile tani alm50 hastaya tedavi verilgive tedaviden 4 hafta sonra
eradikasyonun etkirgi Ure nefes testi ve monoklonal ve poliklonal HptAtleri
yardimiyla argtiriimistir. S6z konusu ¢aimada, sonu¢ olarak Ure nefes testiyle
karsilastirildiginda duyarhlik ve 6zgulluk gerleri monoklonal HpSA testi icin %
94.0 ve % 100 bulunurken, poliklonal HpSA testinsie % 88 ve % 97.0 olarak
hesaplandy bildirilmistir. HpSA testlerinin; kolay uygulanir, ucuz ely
duyarlihk ve 6zgulluk dgreleri g6z 6ntne alinginda Ure nefes testine alternatif

bir noninvaziv test olarak dnerilgtir (96).

Turkiye'den bildirilen Demiray ve ark. tarafindar0@ yilindaizmir'de
gerceklgtirilen bir calsmada; Ust gastrointestinal sistem kanamasi olan 22
hastada histopatoloji ile kalastirildiginda Rapid Strip HpSA testinin duyarlilik,
Ozgulluk, pozitif prediktivite ve negatif predikite deserleri sirasiyla % 60.0, %
86.0, % 90.0 ve % 50.0 olarak hesaplgndildiriimis ve Ust gastrointestinal
sistem kanamali hastalarin eradikasyon kontrolUkidek bir gdsterge olarak
rutinde Rapid Strip HpSA testlerinin kullanilabiggc konusuda vurgu yapilrgtir
(97).
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Ispanya’dan 2006'da Gisbert ve ark tarafindan ysgmanh ve hem bir
derleme hem de metaanaliz 6zZglltasiyan calsmada, H. pylori tanisi almy
eradikasyon tedavisi oncesi 2499 hastayl icerenc@Bmanin sonuclari ele
alinmstir. Arastirmacilar eldeki verilerle monoklonal antikor lkatilarak elde
edilen HpSA testinin tedavi 6ncesi duyarlihk vegoligi % 94.0 ve % 97.0
olarak bulunurken, 957 hastayl kapsayan tedaviasorgrupta HpSA testinin
duyarlihk ve 6zgulluk dgerlerinin ise % 93.0 ve % 96.0 olglu gostermilerdir.
Ozellikle tedavi sonrasi eradikasyonu belirlemeddiakilan poliklonal antikor
kullanilarak elde edilen HpSA testlerinin daha ygksduyarliik da oldgu
bildirmislerdir. Bu sonuclarla noninvaziv bir test olan vaxhmonoklonal hem de
poliklonal antikor kullanilarak elde edilebilen HA®IN baslangi¢ tanisinda ve

tedavi sonrasi etkirgi belirlemede kullanilabileg bildirilmi stir (98).

Inelmen ve ark. tarafindan 2004 yilindkalya’da yapilan yatarak tedavi
goren 122 hastayl kapsayanshe bir calsmada histoloji ve Ure nefes testiyle
karsilastirildiginda HpSA duyarlifit % 76.0, ©Ozgullg % 95.0 olarak
bulunmytur. Basit, pahali olmayan ve Ozellikle uyum gosteyen yali

hastalardad. pylori aranmasinda uygun olarak gosterlini(99).

Calsmamizda iki farkl poliklingin  drnekleri dgerlendirildiginde
Gastroenteroloji polikliniinden gelen hasta érneklerinde (% 56.9) ve erkekaha
grubunda (% 58.6) daha yuksek oranda HpSA pogititiaptanmgtir. Yas
gruplarina bakild@inda ise >60 yagrubunda pozitiflik orani diilk bulunmugtur.
Duyarhlik, 6zgullik, pozitif prediktivite, negatiprediktivite ve total dgruluk
oranlari ise sirasiylgbyle bulunmytur: % 66.6, % 82.7, % 92.5, % 43.6 ve %
78.6. Dger ulkelerden bildirilen cajmalarla kagilastinldiginda 6zellikle
duyarlihk oranlar dgiik olarak bulunsa da Turkiye’den bildirilen ve Deayi ve
ark. tarafindan (97) 2006 yilinda gercakiiden bir calsmayla uyumluluk géze
carpmstir. Ayrica calgmamiz sonuclari ile gozlenen giik duyarliik dizeyinin

kullanilan testin lot bamli degiskenligi ile iliskili olabilecesi dusunulmdis,
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sonraki ¢cagmalar icin lot b mh desiskenligin gz ontne alinarak farkh lot ve

farkli marka ile gerceklgiriimesinin yararli olabilecg@ kanisina varilngtir (68).

Gastrik biyopsi orneklerinden kultlr ild. pylori izolasyonu tanida altin
standarttir (1,8). Ancak bu yontem; ¢giresayisina veya buyukiiine, 6rnekdeki
bakteri miktarina, 6rr@n transporgekline, transport icin gecen sireye, kullanilan
besiyerlerine, inkibasyorartlarina ve cagmalari gercekigiren personelin
tecribesine k#i olarak dgisen duyarlilik ve 6zgillik gostebilegiebildirilmi stir
(68).

Gisbert ve ark. tarafindan Nisan 2006'dspanya’dan yayinlanan, st
gastrointestinal sistem kanamasi olan 314 hastagpsdyan 3 bildirinin
incelendgi metaanaliz ¢agmasinda kultirin duyarlgh % 45.0, 6zgullgu %
98.0 olarak bildirilmgtir (100). Ankara’da 2004 yilinda Ozcay ve arkafardan
102 cocuk hastada yapilan eaiada histoloji altin standart olarak kabul
edildiginde kulttr duyarllg % 54.9 olarak bildirilmitir (101).Istanbul’dan 2005
yilindainan ve ark. tarafindan bildirilen duodenit veya diermal Glser tanisi alan
50 hastada mide biyopsi érneklerinden kultir ilelasyon orani % 68.0 olarak
bildirilmistir (102). Avusturya’da 2004 vyilinda Schabereiterr@er ve ark.
tarafindan yapilan bir cgmada 92 hastadan 45’inde (% 48.9) kultur ile pkiti
saptanmytir (103).

Calsmamizda; HpSA sonuclariyla paralel olarak Gasteretji
hastalarinda ve erkek hasta grubunda kiltir ilesgkiloranda etken izole edildi.
Yas gruplarina bakil@ginda ise 30-44 yaarasinda yuksek orandd. pylori
izolasyonu gercekdenistir. izolasyon oranimiz % 41.5 iken duyarhlik ve 6zgkilli
oranlari PCR referans test olarak algmda % 52.7 ve % 89.7 olarak
bulunmutur. Duyarlilik ve 6zgullik oranlari daha dncedéldiblen calismalarla
(100, 101) benzerlik gostermektedir. Ancak galmizda izolasyon oraninda bazi

calismalarla benzer oranlar elde edilse de (103), P@Rkdslilastirildiginda
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disUklik gbze carpmaktadir. Bunun nedenini 6rnek aliner ile Orngin
islemlendgi yerin birbirinden uzak farkli bdlgelerde olmasinsicunda meydana
gelen transportundaki gecikmelere vel. pylori kaltiri  konusundaki

tecrubesizigimize baglamaktayiz.

H. pylori’nin tedavisinde antimikrobiyal diren¢ nedeniyle ctjiklerle
karsilasildigl, direng oranlarinin @afi bélgeler ve cajmalarda alinan gruplar
arasinda bile farklihklar gostegdi bildirilmi stir. Bunlardan en 6nemlisi olan
klaritromisin direnci icin Kore’de yapilan bir ¢cgtnada % 5.9 orani bildirilirken,
Amerika’da yapilan caimada % 41.0 Fransa’da % 21 oranlari bildirgini
Iran’daki calsmada ise bu oran % 4.1 olarak gostertimi Almanya’da yapilan
bir calsmada ise primer klaritromisin direng orani saptania % 2.2 olarak
gOsterilmitir (104). Kanada’dan 2003 yilinda Best ve ark.afi@mdan CLSI
Onerilerine goreH. pylori antibiyotik direncinde standart metod olarak B tes
agar dilisyon yontemleri gosterifgi bu yontemler arasinda yapilan
karsilastirmada c¢ok az farkhliklar bulungu, bunun da sonuclarda hataya neden
olmadgl vurgulanan bir cajma bildirilmistir (105). E test ve agar dilisyon
yontemi ile klaritromisin direncinin agarilmasinda benzer sonuclarin algdi
vurgulanan Turkiye'de Ankara’da gerceftielen bir calsmada ise % 20.5
oraninda direnc bildirilngtir (106). Janssen ve ark. tarafindan 2005 yiliadast
yontemiyle gerceklgirilen klaritromisin direng oranlarinin belirleriglicalismada
% 3 oraninda direnc¢ bildirilirken kadinlarda dahidksek direng gdsterilrgtir
(107). Cin'de 2004 yilinda 44 cocuk hastadan izediden H. pylori susundan
yapilan agar dilisyon yonteminin kullangdcalsmada klaritromisin direng orani
% 18.2 olarak gosterilrgtir (108).

Ulkemizde iseistanbul’dan 2005 yilinda bildirileinan ve ark. tarafindan
yapilan caimada E test ve disk diffizyon metodunun kullagildve
klaritromisin direncinin % 8.8 olarak bulungiw vurgulanmgtir (102). Aygul ve

ark. tarafindan 2007 yilinda bildirilen gahada 200 hastadan alinan antral
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biyopsi 6rneklerinden 110’und4. pylori izole edilmi ve bunlardan 87’sinde E
test yontemiyle Kklaritromisin direnci atailmis, % 24 oranina utadig
vurgulanmgtir (109). Cocuklarda daha glik diren¢ beklenmesinedanen gastrik
biyopsi kultur pozitif 109 Portekiz’li cocuk ile 26 yilinda yapilan ¢caimada E
test yontemi kullanilarak % 39.4 klaritromisin dicé bulundgu bildirilmistir
(110).

Bu calsmada CLSI-2005 tarafindan standart metod olarakiléneagar
dilisyon yontemi kullanilarak klaritromisine kardireng orani % 11.6 olarak
bulundu. Cinsiyet ve kliniklere gbre direng orambar bakildginda ise bazi
calismalarda kadinlarda sik klaritromisin direncine leasdig1 vurgulansa da (107)
bizim calsmamaizda cinsiyete gore anlamli fark goézlenmezkamel Cerrahi
polikliniginden gelen 0Orneklerde daha yuksek oranda direrptasé. Bu
hastalarin daha 6nceden tedavi alwa komplike hastalar olgu diundldi. Ya
gruplarina bakild@gnda ise 45-59 yagrubunda yiksek oranda klaritromisin
direnci tespit edilmitir. CLSI tarafindan H. pylori antibiyotik direncinin
belirlenmesinde standart metod olark dnerilen aljiisyon ve E test arasinda
benzer sonuclar alingli bildirilmistir (105,106). Bu yuzden agar dillisyon
metoduyla yapgimiz klaritromisin direnci cagmasi énceki 6neri ve deneyimlere
uygundur. Van'da yapilan catnada E test ile tespit edilen diren¢ orani %24.0
(109), Ankara’'da E test ve agar dilisyon metodwgaceklatirilen calsmada
bildirilen klaritromisin direnci orani % 20.5 (1Qdstanbul’da E test ile yapilan
calismada ise % 8.8 oraninda (102) klaritromisin dirdwitdirilmistir. Bu direng
oranlari bolgesel farklliklar olabilegmi akla getirmektedir. Elde egiimiz direng
orani bolgemize ait ilk direng oranini godstermesakimindan anlamli

bulunmutur.
Son yillarda molekiler mikrobiyolojik tani yontemleH. pylori tanisinda

yogun olarak kullaniimgtir. Ancak nikleik asit amplifikasyon bazli tekreklcanl

ve Ol bakteri ayrimini yapamadiklari icin eradikas tedavisinin takibinde
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yalanci pozitif sonuclar vereceklerinden kullaniimas! 6nerilmektedir (68).
Molekuler mikrobiyolojik yontemlerin yiksek duydrk ve spesifiteye sahip
olduklar yapilan pek cok caima ile gosterilmitir. Primer secimi, hedef DNA,
specimen hazirlama, bakteriyel dansite PCR prosediretkileyen faktorler

olarak vurgulanmaktadir (3).

Cin’de 2006 yilinda gastrik biyopsi 6rgiade H. pylori varligina bakilan 97
hastanin % 57.7’sinde PCR ik pylori varligi yontinden pozitiflik saptangh
bildirilmistir (111). Gurcistan’da 2006 yilinda yapilan galada PCR ileH.
pylori varligl yuksek oranda bulunmwe % 70.2 olarak gosterilgtir (112).
Gastrointestinal bulgulari olan 250 hastaya uygutarendoskopi sirasinda
antrumdan alinan coklu biyopsi 6rneklerinden 200nga yapilan cajmada
PCR ile % 44.0 oranindd. pylori varhgl yontunden pozitiflik bildirilmsgtir (113).
Biulent ve ark. tarafindan 2003 yilinda Malatya’'daitdirilen calsmada ya
ortalamasi 44.8%5.9 olan gastrik Ulser, duodenal Ulser ve nonidsepsili 142
hastadan alinan antral ve corpus biyopsi gimien PCR ileH. pylori prevalansi

%75.4 olarak bildirilmgtir (114).

Farkli cagrafik bolgeler ve farkli hasta gruplarinda gdgk oranlarla
karsilasildigl bildirilmektedir (111-114). Bu calmada 147 antral biyopsi
ornesinin 108’inde (% 73.5) PCR ileH. pylori varhigl yoninden pozitiflik
saptandi ve Turkiye’den bildirilen cgnalarla (114) benzer sonugclar alindi.
Erkek hastalarin % 73.2’sinde, kadin hastalarin®6’'ginda PCR metoduyld.
pylori varligi gosterildi. Cinsiyetlere gore bakifainda H. pylori pozitifliginde
esitlik sb6z konusuydu. Gastroenteroloji polikigmnden gelen mide biyopsi
orneklerinden % 77.6’sinda, Genel cerrahi poliginden gonderilen 6rneklerin
ise % 60.0’'Inda etken gosterildi. Gastroentergbajiikinik hastalarindad. pylori
pozitifliginin daha yuksek oldiu gozlendi. Ya gruplarina bakilggnda ise
anlamh bir fark gozlenmedi. Kiiltir ile kalastirildiginda duyarlihk, 6zgullik,

pozitif prediktivite, negatif prediktivite ve totalogruluk oranlari sirasiyladyle

55



bulundu: % 93.4, % 40.6, % 52.7, %89.7 ve % 62iklifBen bir calsmada ise
duyarlihk, 6zgullik, pozitif prediktivite ve neghprediktivite desereleri sirasiyla
% 95, % 95, % 100 ve % 97.7 olarak bulugtanu(79). Kasilastirlldiginda bizim
calismamizdaki digik duyarlihk, 6zguallik, pozitif ve negatif predikite

degerlerinin kilturde izolasyon orani glikligtinden kaynaklangi distnulda.

FISH yontemininH. pylori’nin varhgini ve klaritromisin direncini tespit
etmede hizl, dgru ve uygun maliyetli bir yontem old@u bildirilmektedir.
Endoskopi sonrasi 3 saat icerisinde klinisyenevieéayol gosterecek duyarlilik
testi sonucunu genotipik olarak verilebilmektedi3). Antrum ve korpustan
endoskopik biyopsiyle alinan 100 o6rnek kultir veSHHI ile calgilarak
karsilastirilmis, FISH yontemiyle % 48.0, kdltir metoduyla % 42 rorala
pozitiflik bildirilmi stir. Buna gére duyarlilhik ve 6zgullik oranlari % 98 % 100
olarak bulunmsgtur (115). Almanya’da 2001 yilinda yapilan bir galada 67
mide biyopsi 6rnginde kilttir ve FISH ile % 73.H. pylori varligi yoninden
pozitiflik gosterilmitir (116). Ankara’da 2005 yilinda 117 mide biyopsnezinin
kaltar ile 47’sinde (% 40.2), formalin fikse panafgémme preparatlardan yapilan

FISH calsmasinda ise 70'inde (% 59.8) pozitiflik bildirilgtir (117).

Bu calsmada formalin fikse parafin gdmme biyopsi drnekidan yapilan
FISH calgmasinda % 61.7 oranindBH. pylori varligi yoninden pozitiflik
saptandi. Bu oran bildirilen bazi gahalardan yiiksek olarak bulunsa da (115)
Tarkiye’den bildirilen cakmayla (117) benzer sonu¢ bulunmasi gredi
farkhliklar olabilecgini akla getirmektedir. Kliniklere goréH. pylori varligi
yoninden pozitifik oranlarina bakiginda anlamh fark goézlenmedi. Erkek
hastada ve ileri ya grubunda yiksek pozitifik saptandi. PCR ile
karsilastirildiginda duyarlihk % 72.5, 6zgulluk % 74.1 olarak mdu. Bildirilen

calismalara gore (115) duyarhlik ve 6zgullik oranlardistk bulundu. Bunun
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sebebi olarak duyarlilik ve 6zgudi cok yiksek olan PCR’in referans test olarak

alinmasi digintlmektedir.

Demiray ve ark. tarafindan 2005 yilinda yapilandarlemedeH. pylori'de
klaritromisin direncinin ginimuizde artigosterdgi, bundan dolayl tedavide
basarisizliklara neden olgu bildirilmistir. FISH metodunun kultire Ba
olmadan ayni anda hemld. pylori varligi hem de Kklaritromisin direncininin
belirlendisi molekuler teknik oldgu vurgulanmgtir (118). Rissmann ve ark.
FISH metoduyla % 16.3 klaritromisin direnci tespderken, direncli ve duyarli
sularin bir arada bulundiw 6rnek oranini ise % 8.1 olarak bildigherrdir (116).
Can ve ark. ise formalin fikse parafin gdmme Oraald ise % 23.9 oraninda
pozitiflik saptanmgtir (117). Tedaviye direncli hastalarda Almanya’'@@04
yilinda yapilan bir cagmada ise formalin fikse parafin gdmme 104 6rneki&HF
metoduyla % 68.3 pozitiflik saptarglibildirilmistir (119). izmirden Yilmaz ve
ark. tarafindan 2007 yilinda dispepsili 54 hastdarmalin fikse parafin gdmme
orneklerinden FISH metoduyla Klaritromisin direr¥¢i 8.9, direncli ve duyarli
swlarin birlikte bulunma orani ise % 60.0 olarak bilchistir (120). FISH
metoduyla klaritromisin direnci tespit edilmesirdayarlilik ve 6zgullik oranlari
agar dilisyon metoduyla kalastirildiginda % 97 ve % 94 olarak bildirilgtir
(121).
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H. pylori tanisinda kullanilan testlerin kdastiriimasi Tablo-ViiI'de

Ozetlenmgtir.

Bu calsmada % 24.4 oraninda klaritromisin direnci saptaBdi oran daha
onceden bildirilen ¢agmalarla 6zellikle de tlkemizden bildirilen gahalardaki
oranlarla paralellik gostermektedir (117). Tum déicg % 10-20 direng gorulgdi
(82) ancak tedaviye direncli hastalarda bu oranin 6&3’leri buldgu
unutulmamalhdir (119). Camamizda kudltir ile karlastirildiginda duyarlilik %
100, ozgullik % 71.8 olarak bulundu. Bildirilen gatalara gore (121) 6zgullik
oranimiz dguk olarak bulundu. Klaritromisine direngli bulglumuz 20 hastadan
2 tanesinde (% 10) duyarh ve direncliskun ayni anda tespit edildi. Bu oran
Russmann ve ark. (116) tarafindan % 33.3, Yilmaarke (120) tarafindan ise %
60 olarak bildirilmgtir. Genel olarak % 20'nin Ustinde direng gorilen
antibiyotikler icin duyarlihk testi yapilmasi gdatezinin Onerildigi gz Onine
alinirsa, Ust @& endoskopi ile taniya gidilen dispeptik yakinmalatan
bdlgemizdeki hastalarda klaritromisin direncine ibaRsinin uygun olag

distnalda.

Tablo-1X. H. pylori Tanisinda Kullanilan Testlerin Karsilastiriimasi

HpSA (%) Kiltir (%) PCR (%)  FISH (%)

Bizim Calsmamiz 54.9 41.5 73.5 61.7
Altindis ve ark. (78) 52.9 - - -
Cevrigglu ve ark. (79) 40.7 - - -
Demiray ve ark. (97) 68.2 - - -
Inan ve ark. (102) - 68.0 - -
Gurtner ve ark. (103) - 48,9 - -
Chang ve ark. (111) - - 57.7 -
Olivares ve ark. (112) - - 70.2 -
Nimri ve ark. (113) - - 44.0 -
Bulent ve ark. (114) - - 75.4 -
Samarbaf ve ark. (115) - - - 48.0
Russmann ve ark. (116) - - - 73.1
Can ve ark. (117) - - - 59.8
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VI. SONUCLAR

1 Ocak-30 Haziran 2006 dbéneminde son 4 haftadaitettaams, dispeptik
yakinmalari olan hasta grubuna tanisal amacl @astrgintestinal endoskopi
uygulandi ve bu esnada antrumdan 2 adet biyopsegoralindi. Biyopsi
orneklerinden kultir, FISH ve PCR gahalari yapildi. Biyopsi ornekleri
islemlenen 147 hastanin 91'i (% 61.9) kading yatalamasi 45.2#4.9 idi.
Kliniklere gore d&ilimi incelendginde Gastroenteroloji 112 6rnek (%76.2),
Genel Cerrahi 35 ornek (%23.8gklinde d&ildigi gozlendi. Ayrica 6rnek
verebilen 122 hastaya aitskl numuneleri HpSA testi icin ¢ainaya alindi.

HpSA icin incelenen 122 g1 6rnesinden 67'sinde (% 54.9) pozitiflik
saptandi. 147 biyopsi Orgieden kiltar ile 61'inde (% 41.5) pozitiflik
saptanirken, PCR ile 108’inde (% 73.5) pozitifliklisndu. Cakmaya alinabilen
133 parafin gdmme blok 6rpgmden yapilan FISH incelemesinde ise 82 (% 61.7)
pozitiflik goraldd. Klaritromisin direnci incelemasle ise agar diliisyon
yontemiyle % 11.6, FISH yontemiyle % 24.4 poztif&sterildi.

PCR ile kagilastirildiginda FISH icin duyarhlik % 72.5, 6zgullik % 74.1
olarak bulundu. Bildirilen cadmalara gore duyarllik ve 6zgullik oranlaringdki

bulundu.
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VIl. OZET

Helicobacter pylori Tanisinda Floresanin Situ Hibridizasyon ile Diger
Hizli Tani Yontemlerinin Kar silastiriimasi ve Eslik Eden Klaritromisin

Direncinin Ara stiriimasi

Helicobacter pylori, insanlarin midesine yeglen spiralseklinde, Gram
negatif, mikroaerofilik bir bakteridir. Galinis tlke populasyonlarinda gkinlerin
% 50'si, gelgmekte olan Ulkelerde ise toplumun % 961 pylori ile infekte
olmaktadir. Gastrik Ulser, duodenal Ulser, gasuiikLT lenfoma, distal gastrik

kanserdeH. pylori’nin major etyolojik rolu acikca gosterilsiir.

Uygun tedavi protokollerinin belirlenmesi ve 0Ozl bakterinin
eradikasyonu icin etkenin g saptanmasi 6nemlidid. pylori tanisinda invaziv
(histopatolojik tani, kdltdr, Greaz testi, molekulaetodlar) ve non-invaziv (lre
nefes testi, serolojik testlerH. pylori gaita antijen testi) testler vardir.
Semptomatik hastalarin primer tanisi igin invaastler halen kabul gérmesine
ragmen noninvaziv metodlar daha ¢ok kullaniimakta ygulanmasi da oldukca

kolay olmaktadir.

Calisma 147 hastadan alinan ( % 61.9 kadin weoréalmasi 45.214.9)
antral biyopsi Ornekleriyle gercekteildi. FISH ve HpSA cakmalar sirasiyla
133 ve 122 6rnge uygulandi. Klaritromisin direnci vag FISH ve agar diliisyon

metodlariyla argtirildi.

Kaltar ile 61 (% 41.5) hastada, HpSA ile 67 (% 5H4iastada pozitiflik
saptandi. FISH ve PCR ile sirasiyla 82 (% 61.7)& (% 73.5) hastada pozitiflik
bulundu. Klaritromisin direnci incelemesinde iseaaglilisyon yontemiyle %
11.6, FISH yontemiyle % 24.4 pozitiflik gosterildBu calsmada FISH igin
duyarlihk % 72.5, 6zgulluk % 74.1 olarak bulundu.

Calsmamiza gore FISH metodid. pylori infeksiyonu tanisinda ve
klaritromisin direncinin tespit edilmesinde,gdr tani yontemlerini destekleyen

hizli, duyarli ve basit bir metod olarak kullanilab
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VIll. SUMMARY
Comparision of Fluorescent In Situ Hybridization and Rapid Diagnostic
Methods onHelicobacter pylori Diagnosis and Detection of Accompanying
Clarithromycin Resistance

Helicobacter pylori, is a spiral shaped gram-negative, microaerophilic
bacterium which coloni’s gastric mucosa. The irdecpopulation withH. pylori
prevalence rate is 50 % in developed countries aret 90 % in developing
countries. Persistent infection induces peptic runa chronic gastritis and has
also been associated with gastric cancer and miuassaciated lymphoid tissue
lymphoma.

The accurate detection of the organism is essefdr proper patient
management and particularly for the eradicationtlud bacteria following
treatment. There have been many invasive (histopmgltal diagnosis, culture,
urease tests, molekular testler) and noninvasivéhods (urea breath test,
serological tests, HpSA) for the detection kf pylori. Although some of the
invasive methods are still accepted for the primdiggnosis in symptomatic
patients, noninvasive methods are much more ufilize practice easier to
perform.

This study was carried out with 147 patients (%&&@ales; mean age
45.2 £ 14.9) who has taken antral biopsy. FISH HEip&SA examinations were
made on 133 and 122 samples respectively. The rpresef clarithromycin
resistance investigated with FISH and agar dilutiethods.

A total of 61 (41.5%) biopsy samples were positiee culture and 67
(54.9%) stool samples were positive with HpSA. FI&ktl PCR positivity rates
were found 61.7% (82) and 73.5% (108) respectivElgrithromycin resistance
was detected 11.6% with agar dilution and 24.4% WitSH. In our study OIf.
pylori, we have evaluated the sensitivity and spesivitghe FISH method as
72.5% and 74.1% respectively.

Our study suggests that the FISH method can beingbé diagnosis of H pylori

infections and for detecting clarithromycin resist@a as a rapid, sensitive and

simple method to support other diagnostic tools.
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