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OZET
KOPEKLERDE HELIKOBAKTER ENFEKSIYONLARININ C'* URE NEFES
TESTI VE POLIMERAZ ZINCIR REAKSIYONU ILE BELIRLENMESI VE
TEDAVISI
Amag¢: Bu cgaligmada klinik olarak epigastrik agri sikdyeti mevcut olan ve olmayan
kopeklerin mide biyopsisi, sivist ve fir¢ga biyopsisi Orneklerinde Helicobacter
enfeksiyonlarinin varliginin Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR), mikroskobisi ve
bunun yaninda C'-iire nefes testi yapilarak karsilastirilmali analiz takibi sonucu bu ii¢
teknik arasindaki uyumun ve farkliliklarin  enfeksiyonun teshisi acisindan
degerlendirilmesi amaglanmistir.
Materyal ve Metot: Calismadaki hem hasta hem de saglikli képeklerden kan alindi ve
numune alinmasindan sonra kan saymmi sonuclari kayit edildi. Endotrakeal tiip
yardimiyla nefes toplayict kuru kartus sistemi ile solutturuldu. Firga sitolojisi
yontemiyle her hayvandan mukus, biyopsi drnekleri ve mide sivilar1 alindi. Numuneler,
Diff-quick boya ile etken preparat ilizerinde arandi. PZR analizlerinde orneklerden
Helicobacter spp. varliginin belirlenmesi i¢in hedef gen baz alinarak yapildi.
Bulgular: Helicobacter gastritisli kopeklerde 16kositoz, eritrositopeni ve eritrosit
dagilim vyiizdelerinde diisme tespit edilmistir. Calismaya aldigimiz Helicobacter
gastritisli kopeklerde iire nefes testi ile elde ettigimiz degerlerde Helicobacter gastritis
tanisinda belirleyici d degeri 209+163 (P<=0,001) olarak belirlenirken, diff quick
boyama yontemi ile 22 hayvanda pozitiflik saptandi. PZR yontemiyle ise, 29 tanesi
Helicobacter spp. 3 tanesi de H. heillmanii tiirline sahip oldugu tespit edildi.
Sonug¢: Kopeklerdeki spiral bakteri varliginin teshisinde kullanilan iire nefes testi, PZR
ve Helicobacter boyama yontemleri kendi aralarinda degerlendirildiginde, iire nefes
testi Helicobacter boyama yontemine gore 65 kat daha gilivenli olmasi, PZR analiz
yontemine gore ise 2 kat daha giivenli olmasi ve non-invaziv yontem olmasi teshis igin
kullanilan yontemler arasinda tercihen uygunlugu arttirmaktadir.

Anahtar Kelimeler: Diff- quick boyama , Helicobacter , PZR , Ure nefes testi

Giivenc GOKALP (Doktora Tezi)

Ondokuz Mayis Universitesi - Samsun, Kasim 2013
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ABSTRACT

DETERMINATION OF HELICOBACTER INFECTIONS IN DOGS WITH Cc"
UREA BREATH TEST AND POLYMERASE CHAIN REACTION AND ITS
TREATMENT
Aim: Within the present study, three different diagnostic approaches; PCR, microscopy,
and '*C helicobacter urea breathe test that were performed with the brush biopsy
technique. Samples of the stomach, and the stomach liquid for diagnosing the
Helicobacter infection, were compared for their convenience and differences in the

Helicobacter infected dogs that showed symptoms with or without epigastric pain.

Material and Method: Total blood counts were recorded immediately after the
sampling from both sick and healthy dogs. The intubation tubes were placed and with
urea dry cartridge and breath of the dogs were collected. Within the brush biopsy
technique biopsy material and stomach liquids were collected. Samples were stained
with Diff-quick stains and searched for the bacteria. Target gen was used for detection

of Helicobacter spp. in the PCR analyzes.

Results: Leucocytosis, erythrocytopenia, and decrease in erythrocyte distribution width
were detected in the dogs with Helicobacter gastritis. d level which used as a significant
marker in urea breath test was determined as 209+163 (P<=0,001) in dogs with
Helicobacter gastritis, on the other hand 22 dogs were detected as positive within the
diff-quick staining. While, in PCR detection, 29 dogs were found as Helicobacter spp.
infected, 3 dogs were found as H. heillmanii infected.

Discussion: Urea breath test that used for detection of spiral bacteria was found 65
times more confident when comparing the staining method in the present study. On the
other hand comparing to PCR urea breath test was also found as 2 times more confident.
These results with its non-invasive route makes urea breath test more optional contrary
the other diagnostic methods.

Key Words: Diff-quick staining, Helicobacter, PCR, Urea breath test

Giiven¢ GOKALP (Ph.D. Thesis)

University of Ondokuz Mayis - Samsun, November 2013
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SIMGELER VE KISALTMALAR

ALT: Alanin amino transferaz

AST: Aspartat amino transferaz
Bab-A: Blood Group Antigen-Binding
Adhesin

CagA: CagA tipi bakteriyel sitotoksik
faktor

CBC: Tam Kan Sayimmi

CLO-test: Helicobacter pylori Rapid
Ureaz Testi

cpm: count per minute

d: Ust ve alt pette toplanan toplam
14C0,

DNA: Deoksi Riboniikleikasit
ELISA: Enzyme-Linked Immuno
Sorbent Assay

GRA: Graniilosit sayis1

% GRA: Graniilosit orani

HCT: Hematokrit

HGB: Hemoglobin

HHLO: Helicobacter heilmannii benzeri
organizmalar

HpSA: Helicobacter pylori Stool
Antigen testi

IceA: IceA tipi bakteriyel sitotoksik
faktor

IgA: Immunoglobulin A

IgG: Immunoglobulin G

IgM: Immunoglobulin

LY: Lenfosit sayist
%LYM: Lenfosit orani

MALT: Mucosa-Associated Lymphoid
Tissue

MCH: Ortalama korpuskiiler hemoglobini

MCHC: Ortalama korpuskiiler hemoglobin

konsantrasyonu
MCYV: Ortalama korpuskiiler hacim

MONO: Monosit say1st
%MONQO: Monosit orani

n: Frekans

NSAID: Non-Steroidal Anti-Inflamatuar
PCT: Trombosit crit

PDWe: Trombosit dagilim genisligi
PLT: Trombosit sayis1

PMNL: Polimorf Nukleuslu Lokositler
PPI: Proton Pompasi Inhibitorii

PZR: Polimeraz Zincir Reaksiyonu
RBC: Eritrosit

RDWe: Eritrosit dagilim genisligi
RNA: Ribo niikleik Asit

rRINA: Ribozomal Riboniikleik Asit
UNT: Ure Nefes Testi

VacA: VacA tipi bakteriyel sitotoksik
faktor

pCi: Mikro ciirie
pm: Mikrometre

puSv: Mikro sievert
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1. GIRIS:

Helicobacter pylori, ilk kez Warren ve Marshall tarafindan insanlarda b tipi
gastritisin nedeni olarak 1982°de Bati1 Avustralya’da kesfedilmistir. Campylobacter
pyloridis adin1 alan bu bakteri ile gastritis arasindaki etiyolojik iligki Koch
Postulatlar’’nin uygulanmasi ile dogrulanmistir (Marshall ve ark., 1985; Warren ve ark.,

1983).

Diinyanin bir¢ok iilkesinde, bu organizmanin ultrastriiktiirel yapisini, ¢esitli
mide hastaliklar1 ile iligkisini ve epidemiyolojik Ozelliklerini inceleyen c¢ok sayida
arastirma yapilmis ve organizmanin adi 1989°da H. pylori olarak degistirilmistir

(Goodwin ve ark., 1989).

Kopeklerin mide mukozasinda rastlanilan spiral yapidaki mikroorganizmalar,
insanlardaki H. pylori olarak bilinen bakteriden yaklasik yiizyil dncesinden bulunmus
ve Helikobakter tirleri olarak belirlenmistir. Kopeklerdeki Helikobacter tiirlerinin
morfolojik yapisinin insanlarda rastlanilandan biiylik olmasindan dolay1 ¢cok daha erken

fark edildigi diisiniilmektedir (Malfertheiner, 2007).

Kopeklerin midesinde lokalize olan H. heilmannii insanlar igin patojen
0zelligine sahip olmasina karsin bu bakteri i¢in virulans faktorler ve enfeksiyona karsi
olusturulan immun yanita dair bir veri bulunmamaktadir. Insanlarda gériilen lenfoid
doku lenfomasinin ortaya ¢ikmasinda H. heilmannii’nin H. pylori’ye nazaran daha

yiiksek oranda bir etiyolojiye sahip oldugu goriilmiistiir (Stolte ve ark., 1997).

H. heilmannii benzeri Helikobakterlerin kdpek ve kedilerden insanlara zoonotik
olarak bulastig1 zanni {ist gastrointestinal sistem semptomlart olan insanlarda ve bu
kisilerin elinde bulunan hayvanlarda benzer morfolojik 6zelliklere sahip organizmalarin

bulunmasiyla desteklenmektedir (Lovelle ve ark., 1994; Thomson ve ark., 1994).



Hayvanlar arasinda en sik kusan tiir olmalarina ragmen gastritis sonucu gelisen
mide mukozasindaki siddetli yangi durumunda bile kusmamalar1 kdpeklerde kronik
gastritisin teshisini zorlastirmakla beraber hastaligin insidansinin tam olarak ortaya
konulamamasina neden olmaktadir (Turgut, 2001). Ancak, kronik kusma sikayetli
kopeklerin %35’ inde ve asemptomatik kdpeklerin ise %28-48’inde gastritis saptanmistir
(Simpson, 2005). Insanlarda oldugu gibi kronik gastritisin kopeklerdeki en onemli

sebeplerinden birisinin de Helicobacter spp. enfeksiyonlarinin oldugu diistiniilmektedir.

Helicobacter spp. prevalansi kedi ve kopeklerde ¢ok yiiksektir. Hasta olmayan
kopeklerde % 67-100, hasta olan kopeklerde % 74-90 oranlarinda bulunurken, hastaliga
yakalanmis veya saglikli olan kedilerde bu oranlarin % 40-100 arasinda degistigi

bildirilmistir (Simpson ve ark., 2005).

Kopek ve kedilerdeki helikobakter tiirlerinin midede bulundugu kisimlarinda
goriilen histolojik degisikliklerden sorumlu olabilecegi sanilmaktadir. Bu degisiklikler
ist gastrointestinal semptomlar1 olan kdpek ve kedilerde oldugu gibi klinik olarak

saglikli kopeklerde de tespit edilmistir (Otto ve ark., 1994).

Bu calismada yemeyi takiben kusma, istahsizlik ve abdominal palpasyonda
epigastrik agr sikayeti mevcut olan (n=32), Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) ve c'
Ure Nefes Testlerinde Helikobakter spp. negatif olan (n=41) kopegin fiziksel ve
gastroskopik incelenmesi yapilarak alinan mide biyopsisi, mide sivisi ve fir¢a biyopsisi
orneklerinde Helikobakter enfeksiyonlarmin varliginin PZR ile belirlenmesi, mideden
alman smear 6rneklerinin Diff-quick ile boyanarak mikroskobisi ve bunun yaninda '*C-
Ure Nefes Testi (UNT) uygulamalar1 yapilarak karsilastirilmali analiz etmek ve bu iig
teknik arasindaki uyumun ve farkliliklarin enfeksiyonun teshisi acisindan
degerlendirilmesi amaglanmistir. Bu calisma ile sadece C'* UNT’nin kopeklerde rutin
klinik uygulamasini gostermekle kalmamakla birlikte ayn1 zamanda elde edilen veriler
ile enfeksiyonun ileriki epidemiyolojik calismalar1 kolaylastiracak ve etkin bir tedavi

protokolii takibine firsat verecegi diisiiniilmektedir.



2. GENEL BILGILER:

2.1. Helicobacter pylori:

2.1.1. Helicobacter pylori’nin Tanimu:

H. pylori, diinyada en sik rastlanan bakteriyel enfeksiyon etkeni olup, major
rezervuarinin insan oldugu diistiniilmektedir. H. pylori, fekal-oral veya oral-oral yolla
bulasan ileri derecede hareketli, virgiil, S veya spiral seklinde Gram negatif gomaklardir

(Graham ve ark., 1998).

H. pylori, asemptomatik bireylerde midenin mukozal epitelinin iizerindeki
mukus tabakasinda yasamaktadir. Glinlimiizde H.pylori ile bir¢cok gastroduodenal
inflamatuvar ve neoplastik hastaliklar arasinda etiyolojik iliski oldugu saptanmistir

(Koksal ve ark., 2002).

H. pylori’nin iilkemizdeki prevalansi %80'ler civarindadir. Giinlimiizde H. pylori
ile ilgili caligmalarda gastroduodenal patolojinin gelisimini etkileyen bakteri, konak ve

cevreye ait faktorler onemli 6l¢iide agikliga kavusturulmustur (Simsek, 2011).

H. pylori midenin mukus bariyerini, spiral yapis1 ve flagellasi ile gegerek mide
mukozasina ulagir ve epitelyum hiicrelerinin birbirlerine temas ettikleri yerlere yapisir.
Serbest kalan bakteriyel antijenleri (kemotaksinler ve diger komponentleri) ozellikle
polimorf nukleuslu 16kositleri (PMNL) ve makrofajlar1 aktive eder. Bakteriye karsi ilk
antikor yanit1 IgM seklindedir. Daha sonra IgA ve IgG antikorlar1 salgilanmaktadir
(Brooks ve ark., 1995; Sandike1 ve ark., 1996).



2.1.2. Helicobacter pylori’nin Isimlendirilmesi ve Lokalizasyonu:

Insan ve hayvan midesindeki spiral bakterinin varligi 1800’lerin sonundan
itibaren taninmaktadir (Kidd ve ark., 1998). Bununla birlikte H. pylori ile insanlardaki
gastrik hastaliklar arasindaki iligkiye rastlanilmigtir (Marshall ve ark., 1985; Warren ve

ark., 1983).

1983’de Robin Warren tarafindan mide biyopsi Orneklerinde H. pylori’nin
tiretildigi bildirilmesine kadar bircok arastirmaci bazi hayvan g¢aligmalarinda spiral
bakterilerin saptanmasina karsin asit ortami nedeni ile steril kabul edilen midede, bu

bakteriyel ¢alismalar g6z ardi edilmistir (Warren ve ark., 1983).

1893 yilinda Gulio Bizzozero tarafindan kopeklerin mide parietal hiicre
vakuolleri sitoplazmalar1 icerisinde ve glandlarda spiral seklinde mikroorganizmalar

gosterilmistir (Bingiil ve ark., 1999; Dooley ve ark., 1993; Koksal ve ark., 2002).

Gastrik mukoza {izerinde goriilen spiral organizmalarin varligi son yiizyilda
bircok arastirmada ¢ogu kez vurgulanmustir. italyan anatomist Gulio Bizzozero bu
konudaki aragtirmalarini bilim diinyasi ile H. pylori’nin kiiltiire edilmesinden 100 yil

once paylasmistir (Akgiic, 2011).

1896°da ise fare ve kedi midesinde spiral seklinde mikroorganizmalarin varligi
bildirilmistir. 1906’da Krenitz, insanlarda benzer mikroorganizmalari tanimlamis, mide
kanserli hastalarin mide igeriklerinde bakteri bulundugu belirtilmistir. 1938’de Donges,
otopsilerden aldig1 mide iceriklerinde bu bakterinin sikligin1 %43 olarak saptamus,
ancak mide hastaliklar ile iliskisini bulamamistir. 1940’larda Freedburg ve Baron iilser
veya kanser nedeni ile parsiyel mide rezeksiyonu yapilan 35 hastadan 13’iinde spiral
bakteri saptamislardir. Luck ve Seth, H. pylori’nin ilireaz enzim salgiladigini ilk kez

1924 yilinda tanimlamistir (Dooley ve ark., 1993).



1955’de Kornberg ve Davies, gastrik lireaz aktivitesinin genelde korpusa
lokalize ve bakteriyel kaynakli oldugunu gostermislerdir. 1975°de Ster ve Collin-Jones,
mide ilserli hastalarinin mide mukozalarindan alinan biyopsilerinde, mukus tabakasi
altinda bakteri varligin1 gostermisler ve bu bakterinin mukozal direnci kirarak iilsere
neden olabilecegini belirtmislerdir. Fakat bakteriyi kiiltire edemedikleri i¢in konu
tartismal1 olarak kalmistir (Dooley ve ark., 1993). 1982°de ise Warren ve Marshall,
standart Campylobacter kiiltiir ortamina ve segici olamayan besiyerlerine antrum
bolgesinden alinan biyopsi oOrneklerini ekerek bakteriyi izole etmeyi basarmistir

(Marshall ve ark., 1985; Warren ve ark., 1983).

Morfolojik olarak Campylobacter’e benzetildiginden Campylobacter benzeri
bakteri ad1 verilmis ise de, kimyasal ve ultrastriiktiirel yap1 yoniinden Campylobacter
grubundan tamamen farkli bulunmustur. Bu bakteri, 1984’de Marshall tarafindan

C. pyloridis olarak adlandirilmistir (Marshall ve ark., 1984).

Marshall ve Warren, H. pylori infeksiyonunun gastrik ve duodenal iilserle
iligkisi oldugunu gostermislerdir (Chey ve ark., 1999; Krogfelt ve ark., 2005). Bu
mikroorganizma 1987°de Campylobacter pylori adin1 ald1 (Marshall ve ark., 1984).

1989’da Goodwin ve ark. mikroorganizmay1 Campylobacter cinsinden tamamen
ayirmis; helikal yapisindan ve siklikla midenin pilor bolgesinden izole edilmesinden
dolay1 ‘‘Helicobacter pylori’’ adim1 vermislerdir (Bingiil ve ark., 1999; Dunn ve ark.,
1997). Aym1 zamanda H. pylori, latince’de midenin alt kisimlarinin spiral ¢ubugu
anlamima gelmektedir (Velazquez ve ark., 1999). H. pylori midede antrumda mukus
tabakas1 icinde serbest olarak yer almakla birlikte, adhezin araciligi ile endotel

hiicresine yapisma ve hiicre i¢i endositozu da s6z konusudur (Altindis, 2003).

H. pylori’den sonra gastrik Helikobakter tiirleri arasinda H. heilmannii grubu
cok sayida memeli tiiriinde saptanmistir. En sik olarak kopek, kedi, ¢ita, domuz, vahsi
kedi, birgok primat tiirlerinde ve insanlarda goriilmiistiir (Heilmann ve ark., 1991; Lee
ve ark., 1988; Otto ve ark., 1994). Kopek ve kedilerle yapilan ¢alismalar agikca

gostermistir ki spiral bakteri klinik agidan normal olan kopek ve kedilerin midesinde



oldugu kadar gastrointestinal hastaliga sahip kopek ve kedilerde de saptanmistir (Geyer
ve ark., 1993, Otto ve ark., 1994).

Kedi ve kopek midesinde kolonize olan en az 4 tiir spiral organizma
bilinmektedir. H. felis (Lee ve ark., 1988), H. salomonis (Jalava ve ark., 1997), H.
bizzozeronii (Hanninen ve ark., 1996). Gastropirillium hominis olarak isimlendirilen, H.

heilmannii vardir (Mcnulty ve ark., 1989).

Hayvanlarda en sik goriilen Helikobakter tiiriiniin H. heilmannii, insanlarda ise
H. pylori oldugu saptanmistir. Helikobakter benzeri bakteriler c¢aligsmalar sirasinda
inceleme yapilan kopek midelerinde siklikla gézlenmis ancak bu mikroorganizmalarla
gastrik patoloji arasindaki iligki net olarak adlandirilamamis, bu nedenle de izole edilen
farkl1 tirdeki Helikobakter’lerin dogal yolla infekte olmus kopeklerdeki spesifik

prevalanslar1 da saptanamamistir (Sagnak, 2011).

Son zamanlarda O’Rourke ve ark. (2004) iireaz gen kompleksinin bir
boliimiinlin sekans analizini yaparak H. felis, H. salomonis, H. bizzozeronii ve H.
heilmannii’yi ayirmay1 basarmistir (Solnick ve ark., 2003). Sonraki yapilan ¢aligmada
H. pylori’nin de kopeklerde deneysel olarak insanlardakine benzer sekilde hastalik

meydana getirdigi saptanmistir (Rossi ve ark., 1999).

2.1.3. Helicobacter spp.’nin Ozellikleri:

Helicobacter spp. genellikle spiral sekilli, mikroaerofilik, yuvarlak u¢lu, Gram
negatif bir bakteridir. H. pylori 0,5 um genislikte, 2,5-5 um uzunlukta ve 4-6 adet polar
kilifli flagellaya sahiptir. Bu yap1 bakterinin mukus gibi viskoz ortamda hareketi i¢in
gereklidir. Her bir flagella yaklagik 30 um uzunlugunda ve 2,5 nm kalinligindadir. Her
flagella yapisinin ucunda kampilobakter cinsi bakterilerde bulunmayan karakteristik
siskinlikler vardir. Bu yap1 6zellikleri bakterinin viskoz sivilarda tirbuson tarzinda kolay

hareket etmesini saglar (Solnick ve ark., 2003).



H. pylori, canlida spiral sekillidir. Uremesi igin uygun olmayan kosullarda ise
yuvarlak, diizensiz ¢ubuk seklinde goriiliir. Kampilobakterlerin tersine flageli kiliflidir
ve disklere sahiptir. H. pylori’nin hiicre duvart 12-15 nm c¢apinda alt {nitelerden
olusmaktadir. H. pylori enerjisini muhtemelen aminoasit ve yaglarin metabolizmasindan

saglamaktadir (Goodwin ve ark., 1993).

H. pylori’yi doku kesitleri ve yayma preparasyonlarda goriintiileyebilmek amaci
ile hematoksilen-eosinin yani sira, Warthin-Starry giimiis boyasi, akridin oranj, gram
boyama ve giemsa gibi doku kesitleri ve yayma preparasyonlarda goriintiilenebilir
boyama teknikleri kullanilmaktadir. Bakteriler dokuda mukus altinda, epitel

hiicrelerinin ylizeyinde ve liimende gortiliirler (Goodwin ve ark., 1993).

Bakterinin hacmi uzunluk olarak 5-10 pm arasinda, genislik olarak 0,3-1,2 um
arasinda degisebilir (Lee ve ark., 1988; Paster ve ark., 1991). H. felis biyokimyasal
olarak diger mide Helikobakter spp. tiirlerine benzemektedir. 4-6 pm uzunlukta ve 0,5
um genisliktedir. Helikal bir morfolojiye sahiptir. H.pylori gibi spiral yapida ya da
kiviimli yapida degildir. H. felis ciftler halinde organizmay1 g¢evreleyen periplazmik
fibrillere sahiptir (Baglan ve ark., 2006; Stoffel ve ark., 2000). Bu 6zelligi ile morfolojik
olarak ¢ok benzeyen ancak kiiltiir yapilamayan H. heilmanni’den ayrilir. Ancak bu
iplik¢iklerde tiim suslarda bulunmaz. H. felis’in 16S rRNA (ribozomal ribonukleik asit)
’siin dizi analizi yapildiginda % 1 ¢ den az bir farklilik gosterdigi goriilmiistiir. Bu
ozelligi ile midedeki diger Helicobakter spp. tiirlerine en yakin tiirdiir. H. bizzozeronii
ve H. salomonis biiyliik mide spiral bakterileridir. H. bizzozeronnii 5-10 pm uzunlukta
ve 0,3 um genislikte bipolar kilifli flagellalidir. H. salomonis daha kiiciik (5-7 tane 0,8-
1,2 um) ve daha siki sarmallidir. 16S rRNA ve 23S rRNA dizi analizi sonucunda H.
bizzozeronnii ve H. salomonis’in genetik olarak birbirine yakin oldugu gozlenmistir
(Baglan ve ark., 2006). H. heilmannii, H. bizzozeronii ile birlikte yapisal ozellikleri
bakimindan oldukca benzerdir. H. heilmannii de 4-10 pm uzunlukta ve 0,5-0,7 um
genisliktedir (Stoffel ve ark., 2000).



Genetik ¢esitliliginin boyutlari, bakteriler arasinda benzersizdir. VacA geninin
mozaikligi, farkli VacA alelleri arasinda in vivo kosullarda rekombinasyon oldugunu
gostermekte, bu da gecici poliklonal enfeksiyonun su anda saptanabilenden daha sik
olabilecegini diisiindiirmektedir. VacA geninin mozaik yapisi, iki farkli isaret sirasi ve
orta bolge tipinden olusmaktadir, bir genotip (VacA sl) goriiniirde iilserojenik kapasite
acisindan CagA durumuna gore daha iyi bir gostergedir. Dogal olarak konagin tekrar
tekrar maruz kalmasi organizmanin smirsiz genetik ¢esitliliginden de sorumlu gibi

goriinmektedir (Ciltas, 2007).

2.1.4. Bulasma:

Diinya genelinde insanlarin yarisindan fazlasi gram negatif bir mide bakterisi
olan H. pylori ile kronik olarak enfektedir. H. pylori’nin kopeklerde deneysel olarak
insanlardakine benzer nitelikte hastalik meydana getirdigi bildirilmistir (Rossi ve ark.,
1999). Gida kaynakl1 hastaliklarin epidemiyolojisi son yirmi yilda degismistir. Mevcut
gida kaynakli problemlerin bir¢ogu heniiz ¢oziime kavusmadan, yeni ortaya ¢ikan
patojenler ve yeniden onem kazanan patojenlerin yeni 6zellikler kazanarak daha once
tasinmadig gidalarla tasinmasi bu durumun 6zetidir. Yeni ortaya ¢ikan gida patojenleri,
genis bir cografyaya uzun yillardir yayilmis, fakat hastalik etkenlerinin analizi ve
identifikasyonundaki yeni ve gelisen bilgi ve metotlardan dolayr son yillarda
tanimlanabilmistir. Bundan dolay1 H. pylori, tasinma yolu tam olarak bilinmedigi i¢in
heniiz kesin olarak su ve gida kaynakli bir patojen olarak siniflandirilmamistir

(Giiner, 2012).

Veteriner Hekimler ve mezbaha calisanlarinda H. pylori prevalansinin yiiksek
olmasi nedeniyle dncelikle zoonotik bir rezervuar olabilecegi diisiiniilmiistiir. Ayrica
evcil hayvan besleyenlerde prevalans diisiiktiir ve herhangi bir hayvan tiiriiniin de
rezervuar olduguna deliller yoktur. Bununla birlikte, Gastroenterologlar ve {ist
gastrointestinal sistem salgilariyla temas eden saglik calisanlarinda saptanan yiiksek
seropozitiflik oranlar1 bu kisilerin risk grubunda yer aldiklarini diistindiirmektedir

(Ciltas, 2007).



H. pylori’nin dogal kaynagi heniiz bilinmemektedir. Baz1 hayvanlarda H. pylori
dis1 tiirler bulunmasina ragmen H. pylori igin dogal zoonotik bir rezervuara dair objektif
deliller bulunamamistir. Giliniimiizde H. pylori 'nin major rezervuarmin insan oldugu

diisiiniilmektedir (Ergiir, 2006).

Karnivorlarda da Helicobacter spp. enfeksiyonu yiiksek bir prevalansa sahiptir.
Isvigre, Amerika ve Almanya’ da yasayan kedilerde H. heilmannii predominant bir tiir
olmakla birlikte H. bizzozeronii ve H. felis daha nadir goriilmektedir. Finlandiya,
Isvicre, Amerika ve Danimarka’da yasayan kopeklerde H. bizzozeronnii ve H.
salomonis ¢ok sik H. heilmannii, H. felis, H. bilis ve Flexispira rappini de saptanmistir

(Simpson ve ark., 2005).

Kopeklerde H. pylori enfeksiyonunun dogal olarak saptanabilecegi halen kabul
edilmemistir. 2003 yilinda iki kdpegin midesinden alinan biyopsi materyalinde
polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) metodu ile yapilan analiz sonucu H. pylori
saptanmig, bunun ilizerinde yapilan sekans analizinde % 99,2 - % 100 olarak bulunan
cok yiiksek benzerlik oranindan dolay1 H. pylori ya da ona ¢ok benzeyen bir tiir olarak

tanimlamislardir (Happonen ve ark., 1999).

Mide Helikobacter enfeksiyonlarinin insanlardaki bulagmasi da heniiz tam
olarak bilinmemesine ragmen; H. pylori’ nin oral-oral yolla ya da fekal-oral yolla
bulastigi  6ne siiriilmektedir. Ozellikle laktasyon periyodunda yavru kopekler
birbirleriyle oldukca yakin sosyal bir hayat yasamaktadir. Boylelikle hayatlarinin ¢ok
erken zamanlarinda gastrik Helicobacter spp. bulasmalarima maruz kalabilirler

(Happonen ve ark., 1999).

Glinlimiizde insanlarin ve evcil hayvanlarin daha i¢ ige bir yasam siirmelerinden
otliri H. heilmannii benzeri organizmalarin (HHLO) insanlara bulagmasinda kedi ve
kopeklerin bir rezervuar olarak rol oynayabilecegi 6ne siiriilmektedir (Chisholm, 2003;

De Groote, 2001; Simpson, 2005).



H. heilmannii tip I, H. suis, H. felis, H. bizzozeronnii ve H. salomonis tiir
komplekslerinin birbirinden ayrmmi icin ileri calismalara ihtiya¢ vardir. insanlarin
domuz, kopek ve kedileri de iceren ¢esitli kaynaklardan gastrospirallere maruz kalma
olasilig1 vardir. Hayvanlarla temas halinde bulunan insanlarda H. heilmannii insidansini
gosteren bircok c¢aligma mevcuttur. Son yillarda Almanya, Belgika ve Hollanda’ da
ortak yiriitiilen bir ¢aligmada hem insan hem hayvan midesinde H. spp. tipleri aranmis
ve H. bizzozeronnii kdpeklerin midesinde en yiiksek oranda saptanmistir. Bu durum H.
bizzozeronnii’nin kopek midesi i¢in predominant organizma olabilecegine isaret
etmektedir. Insanlarin midesinde ise Candidatus helicobacter suis ile H. salomonis
yiiksek oranda bulunmus olup, bu durum kdpeklerden insanlara bulasma fenomeninde
akla bir¢ok soruyu getirmektedir. Ciinkii kdpek ve kedilerin midelerinde olduk¢a nadir

oranda H. salomonis’e rastlanilmistir (Van den Bulck ve ark., 2005) .

2.1.5. Patojenite:

H. pylori’nin patogenetik mekanizmalarinda spiral sekil ve motilite, flagella,
spesifik fosfolipidlere baglanma, iireaz, katalaz, fosfolipaz, proteaz, vakuolize eden
sitotoksinler ve otoimmunite rol oynamaktadir. H. pylori, salgiladig1 enzim ve antijenik
maddeler ile varhigini sirdiirebilmekte ve doku hasarina neden olabilmektedir.
Bakterinin patojenik  Ozellikleri, bakterinin konak¢ida yerlesmesini saglayan
kolonizasyon faktorleri, kolonizasyonun devamini ve bakterinin yasamini saglayan
stireklilik faktorleri ve gastrik mukozada hasara yol acan hastalik olusturucu faktorler
olarak siniflandirilmaktadir. H. pylori’nin farkli fenotiplere sahip ¢esitli alt gruplari
tanimlanmistir. Suglar arasindaki patojenik 6zellikler ve konakgiya ait immunolojik

faktorler tasiyicilik ile hastalik arasindaki klinik sonucu belirlemektedir (Ciltas, 2007).

Bakterinin esas olarak yerlestigi yer midedir ve burada kronik bir infeksiyona
yol acar. Fakat ektopik gastrik mukoza, gastrik metaplazi gibi gastrik tip epitel
hiicresinin bulundugu duodenum, 6zefagus gibi gastro-intestinal sistemin herhangi bir
bolgesine de yerlesebilir. Normalde mide mukozasi bakteri enfeksiyonlarina karsi ¢ok
iyl korunmustur. Yogun asidik ortam bunda onemli rol oynamaktadir. H. pylori’nin

mideye yerlesebilmesi nedeniyle yanlislikla aside dayanikli olarak yorumlanmamasi
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gerekir. Tam tersine aside duyarli bir bakteridir. Midenin korpus ve fundus boliimiinde
asidite daha yiiksek oldugundan, asiditenin diisiik oldugu antrum bolgesine daha kolay
yerlesir (Tiinger, 2008). Mukus icinde serbest yasayabildigi gibi, bazen mukozal
epitelyal hiicrelere yapisabilir (Ergilir, 2006). Bunun yan1 sira mide asiditesinin diisiik
oldugu viral enfeksiyon, atesli hastaliklar ve asit sekresyonunun azaldigi durumlarda
bakterinin mideye yerlesmesi daha kolay olmaktadir. Ayrica, H. pylori kendi virulans
faktorleri nedeniyle midedeki asidik ortama uyum saglayabilmektedir. Midenin asidik
olan bakterisidal ortamindan hareketli olmasi ve en 6nemlisi de {lireaz aktivitesi olmasi
sayesinde kurtulabilir. Ureaz enzimi iireyi parcalayarak amonyak ve karbondioksite
donistiirlir. Amonyak da asit ortamda amonyuma doniisiir (Tiinger, 2008). Bu iiriinler
bakteriyi mide asidinden korur, mide epiteli i¢in toksiktir. Amonyum hiicreler arasi
tutunmay1 azaltir ve H. pylori’nin sitotoksinlerinin etkisini arttirir, notrofillerin
baslattig1 mukozal hasari potansiyalize eder. Ayrica gastritin kroniklesmesini ve iilser
olusumunu provake eder (Ergiir, 2006). Olusan bu amonyum mukus tabakasi i¢inde
bakterinin canliligini siirdiirmesinde de onemli rol oynar (Tiinger, 2008). H. pylori
enfeksiyonu serum gastrinini yiikseltir. Hayvan arastirmalarinda yiliksek serum gastrin

diizeyinin amonyaga bagli olabilecegi ortaya konmustur (Ergiir, 2006).

Boylece bakteri, enfeksiyonun ilk adim1 olan mukus tabakasina ge¢ebilmektedir.
Spiral yapida olmasi ve kamgilar1 sayesinde mukus tabakasi i¢inde yiizebilir ve mide
epiteline tutunabilir. Kolonize olan bakterilerin %90°1 mukus i¢inde yiizer durumda,
%10’ u ise epitele yapismis durumdadir. invazif bir bakteri olmadigindan epitelyum

altina gecmez, ekstraselliiler bir bakteridir (Tiinger, 2008).

Gastritis semptomu gostermeyen saglikli kopeklerde de Helicobacter spp.
prevalanslarinin bulunmasi enfeksiyonun gidisat1 ve patofizyolojisinin belirlenmesini
zorlagtirmaktadir (Giines, 2008; Stolte, 1997). Bu duruma ek olarak da kopeklerin
midesinde dogal veya deneysel yollarla H. pylori saptanmis ¢aligmalar vardir (Buczolitz

ve ark., 2003; Giines ve ark., 2008; Rossi ve ark., 1999).
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Noroendokrin hiicrelere ve nétrofillere de tropizm gosterebilir. Epitel hiicre
yiizeyi ve intraepitelyal alanda; kan grubu antijenlerine, lewis A ve lewis B
antijenlerine, siyalize proteinlere, bag dokuda; laminin, vitronektin ve kollajene

baglanip bu yapilarin biitiinliigli bozar (Ergiir, 2006).

H. pylori’nin mide epitelyum hiicrelerine yapigsmasinda rol oynayan bir takim
adezin molekiilleri tanimlanmistir. Tanimlanmis en 6nemli adezini olan Bab-A (Blood
Group Antigen-Binding Adhesin), epiteldeki Lewis B kan grubu antijenlerine baglanir.
Bunun diginda, bakterinin iirettigi miisinaz enzimi mukus tabakasini eriterek, doku
hasarindan dolay:r agiga ¢ikan fosfolipaz A2 de mukus tabakasinin altindaki fosfolipit
yapiy1 hasara ugratarak bakterinin epitel ile daha yakin temasina neden olurlar. Bakteri
yiizeyindeki lipit, karbonhidrat ve gangliyozitlerin de yapismada rolii olabilecegi

diisiiniilmiis, ancak kesin olarak kanitlanamamistir (Das ve ark., 2007).

H. pylori igin saptanmis diger virulans faktorleri ise VacA, CagA ve IceA’dr.
VacA insan ve diger memeli hayvanlarin basta olmak iizere tiim epitelyum hiicrelerinde
asidik vakuolizasyona neden olan bir toksindir. H. pylori suglarimin tamaminda toksini
kodlayan VacA geni bulunmasina ragmen genomdaki farkliliklar nedeni ile bazi suslar
toksin tretebilir. H. pylori, CagA genine de sahip olabilir. Bu geni tasiyan H. pylori
suslart daha enfektif oldugu ve daha fazla yangiya neden oldugu bulunmustur. CagA
geni yiiksek oranda iltihabi reaksiyonlarla iliskilidir (Atherthon ve ark., 1997; Go ve
ark., 2000). Yapisma sonrast bu bolgede mikrovilluslar kaybolmakta, bakteriyel
sitotoksik faktorler (VacA, CagA, IceA gibi) epitelyum yikimina yol agmakta, agiga
¢ikan iirlinler lamina propriada inflamatuvar yanitin baslamasina neden olmaktadir.
Tiim H. pylori suslarinda bulunan VacA toksininin patogenezde énemli bir rolii oldugu
gosterilmistir. Epitelde vakuolizasyon yapmasi, apopitozu indiiklemesinin disinda, asit
sekresyonunu inhibe edici, pepsinojen salgisini artirici, hiicre proliferasyonunu inhibe
edici, paraselliiler permeabiliteyi artirici, mitokondriyal hasar yapici etkisi vardir.
Ayrica epitelin apikal plazma membraninda porlarin olusmasina yol acarak, ¢esitli
anyonlarin limene gecisine neden olmakta, boylece bakterinin besin saglamasinda

Oonemli rol oynamaktadir (Van Doorn ve ark., 1998).

12



Kopek ve kedilerdeki biiylik Helikobakter tiirleri epitelyuma tutunmaz.
Genellikle siiperfisyal mukozaya ve ozellikle fundus ve kardiyadaki gastrik bezlere
kolonize olmaktadir. Bazi biiyilk Helikobacter tiirleri intraselliiler olarak da
gozlenebilir. Vakuolasyon, piknosis ve paryetal hiicrelerin nekrozu gibi gastrik bezlerin
dejenerasyonu enfekte hayvanlarda, enfekte olmayanlara gore daha sik goriilmektedir.
Paryetal hiicre yetmezligi muhtemelen amonyagin direkt veya indirekt toksik etkileri
sebebiyle, organizmanin direkt etkisiyle veya epitel mukus ve yangisal hiicre
dokiintiilerinin yol actig1 gastrik bezlerin kollumlarindaki obstruksiyonlar nedeniyle
olabilir (Turgut ve ark., 2001). Gastrik lenfoid hiperplazi ile seyreden siiperfisyal
lenfoplazmositik gastritis siklikla goriiliir ve Helicobacter spp. ile enfekte kedi ve
kopeklerde yaygindir (Simpson ve ark., 2005). Kedi ve kopeklerdeki patojenite {izerine
olan ¢alismalar H. pylori’ye gore oldukga yetersizdir. Sitopatojenik etkilerine dayanarak
H. felis, H. bizzozeronii’ye gore daha patojenik bulunmustur (Norris ve ark., 1999;

Peyrol ve ark., 1998).

H. heilmannii kokenli gastritisler H. pylori’ye gore daha hafif seyirlidir. H.
heilmannii kokenli gastrik MALT (mucosa-associated lymphoid tumor) olusumunu
deneysel olarak ratlarda sekillendirmislerdir. Tiim bunlara ragmen H. heilmannii igin
gerek virulans faktorleri gerek enfeksiyona karsi olusan immun yanita dair yapilmis pek
calisma bulunmamaktadir. Oysa epidemiyolojik ¢alismalar gostermektedir ki H.
heilmannii ile enfekte insanlarda MALT (mucosa-associated lymphoid tumor) lenfoma
ortaya ¢ikmast (%1,5-3,4), H. pylori (9%0,66) ile karsilastirildiginda daha yiiksek bir
oranda meydana gelmektedir (Stolte, 1997). Gastrik ilser ve tiimdrler kedi ve
kopeklerde ¢ok daha nadir goriilmektedir. NSAID (non-steroidal anti-inflammatory
drug) kullanim1 gastrik iilserasyonun kopeklerdeki en énemli sebeplerden birisidir ve

ozellikle antrumda goriilmektedir (Guilford ve ark., 1996).

Bunun yani sira travma, sok, sepsis, fizyolojik stres ve bas yaralanmalar1 gibi
stresli durumlara maruz kalma da gastrik erozyon ve iilserlerin olusmasinda rol
oynamaktadir. Gastrik karsinoma ve lenfoma en sik rastlanan gastrik tiimorlerdendir ve

ozellikle yash hayvanlarda goriilmektedir (Happonen ve ark., 1999).
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Gastrik karsinomaya sebep vermesi gerekcesiyle calismalarda ozellikle tercih
edilen H. pylori’nin yani sira H. felis ve H. heilmannii iizerinde yapilan ¢aligmalarda da
son zamanlarda benzer bulgulara rastlanilmaktadir ( Cui ve ark.,2004; Nomura ver ark.,

2004; O’Rourke ve ark., 2004).

2.2. Tani:

H.  pylori infeksiyonunun tanisinda invasiv ve non-invasiv testler
kullanilmaktadir (Graham, 1998; Koksal, 2002). Invaziv yontemde endoskopi ve
biyopsi yapilarak Gram boyama veya iireaz testi (CLO-test) ile erken, histolojik
inceleme ve kiiltiirle daha gec tan1 konulmaktadir (Atherthon ve ark., 1997; Ustagelebi,
1999). Non-invaziv yontemler ise iire nefes testi ve antijen ya da antikor aranmasina
dayali serolojik (ELISA, immunoblot, komplemen birlesmesi) testlerdir. Bireyin H.
pylori enfeksiyonu ile iligkisinin arastiritlmasinda kanda anti H. pylori 1gG, IgM ya da
IgA antikorlarinin aranmasi yararli, ucuz ve hizli testlerdendir. Serolojik yontemlerin,
ozellikle epidemiyolojik ¢aligmalarda yararli oldugu bilinmektedir (Fidan, 1999;
Ustagelebi, 1999).

H. pylori enfeksiyonunu tanimlamada invaziv girisim (endoskopi) gerektiren
hizli iireaz testi, histoloji, kiiltiir, PCR (Polymerase Chain Reaction)’ a dayanan testler
ve mide dokusunun faz-kontrast mikroskopisi gibi incelemelerin yan sira invaziv islem
gerektirmeyen seroloji, iire nefes testi, ‘“H. pylori Stool Antigen test (HpSA)’’ gibi
cesitli yontemlerin yan sira diski, tiikriik ve dental plak gibi materyallerden molekiiler
yontemlerle etkeni aramak i¢in yararlamilmaktadir (Gramley ve ark., 1999; Kabir,
2004).

Ure nefes testi; radyoaktif yontemle yapilan, duyarlili1 ve dzgiilliigii cok yiiksek
non-invaziv bir tan1 yontemidir. Nispeten pahali bir yontem olmakla beraber gerek tani

gerekse tedavinin takibi amaci ile kullanilabilmektedir (Dunn ve ark., 1997).
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2.2.1. Gastroskopi ile Tam:

Endoskopi terimi endo (i¢, i¢ini) ve skopein (gbzlem monitorii) kelimelerinden
tiiremistir. Bogluklu organlarin i¢ini inceleme anlamindadir. Veteriner Hekimlikte ilk
kez 1970’lerde kullanima girmistir ve tiim veteriner sahada yaygin olarak kullanilmaya
baslamistir (Giizelbektas, 2002; Imren, 1987; Jones ve ark., 1991; Twedt ve ark., 1993).
Endoskoplar muayene edilen organ veya organlarin ¢esitlerine gore degisik isimlerle

adlandirilirlar (Glizelbektas, 2002; Jones ve ark., 1991).

Gastrointestinal ~ endoskopi’nin  (gastroskopi) en Onemli endikasyonu,
gastrointestinal liimenin (6zefagus, mide, ince ve kalin barsaklar) direk gozlemlenerek
lezyonlarin degerlendirilmesi ve spesifik tanmin konabilmesi icin biyopsilerin
alinmasina imkan tanimasidir. Ayrica yabanci cisimlerin uzaklagtirilmasinda ve
uygulanan medikal tedaviye alinan cevabin degerlendirilmesinde de endoskopiden
faydalanilmaktadir. Gastroskopide, muayene edilen organlarin liimenlerinde herhangi
bir daralma veya tikaniklik olup olmadigi, mukozalarin rengi, kivrimlarinin durumu,
liimen igerisinde fazla miktarda sivi veya yabanci kitle olup olmadigi, mukozal yiizeyde
lezyon (iilser, timoral olusumlar) olup olmadigi, gastrik deplasman veya komsu
organlarin biiylimesi gibi kriterler degerlendirilir. Siipheli ya da anormal bdlgelerden
biyopsi ve firca sitolojisi teknigi ile alinan materyallerin histopatolojik ve sitolojik
kontrolleri yapilarak kesin teshis konulabilmektedir. Bu uygulama giinlimiizde yaygin

olarak kullanilmaktadir (Tams, 2001).
2.2.2. C'* Ure Nefes Yontemi ile Tan:

1996 ve 1997 yillarinda H. pylori tanist igin US Food and Administration
firmasi, C" iire ve C'* tire nefes testlerini gelistirmistir. Ure nefes testleri non-invaziv
testler icersinde altin standart olarak kabul edilmektedir. Tedavi olmamis hastalarda
aktif enfeksiyonun baslangi¢ tanisi i¢in ve tedaviden alt1 hafta sonra tedavi takibi i¢in
kullanilir. H. pylori’nin iireyi hidroliz etme 6zelligine dayanan test, isaretlenmis karbon
atomu kullanilarak yapilir. Bu amagcla yarilanma 6mrii uzun C'* radyoizotopu veya

stabil C" non-radyoaktifizotop kullanilir. Test ch veya C" isaretli iirenin H. pylori’nin
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yaptig1 lireaz enzimi ile parcalanmasi sonucu agiga ¢ikan CO,’ in ekspirasyon havasinda
saptanmasi esasina dayanir. Bu iki testin birbirlerine tistiinliikleri ¢ok fazla degildir. C'
iire nefes testinin daha hizli sonug vermesi ve ucuz olmasi, C" iire nefes testinin ise
daha emniyetli ve kolay uygulanabilir olmasi tercih nedenidir. C" izotopunun
radyoaktif olmamas1 avantaj olmakla birlikte, dezavantaji temini gii¢ ve pahalt mass
spektrofotometreye gereksinim duymasidir. C'* radyoaktif izotop test sirasinda az
miktarda kullanildigindan maruz kalinan radyoaktivite bir glinde dogadan alinan
miktardan azdir. C'* scintillation counter ile kolaylikla &lgiiliir. Ureaz pozitif baska
mikroorganizmalarin  varliginda veya aklorhidride yalanci pozitif sonuglar
alabilmektedir. Yine yakin zamanda antibiyotik, antiasit, bizmut ve anti-sekretuar ajan
kullanimlar1 nedeniyle yalanci negatif sonuglar almabilir. C" iire nefes testinin
duyarhlik ve ozgiilligii %90’ mn iizerinde olup, C'* de yakin degerlere sahiptir.
Serolojik ve fekal antijen testlerinden daha pahali fakat invaziv testlerden ucuzdur

(Sonmez, 2002).

C' isaretli iire ag1z yoluyla verilip, daha sonra toplanan nefes 6rneklerinden C'*
sayimi yapilmaktadir. Enfekte hastalarda organizma iireyi amonyaga ve karbondioksite
cevirdiginden dolay1, soluk verme havasinda isaretli olan C'* ’tin hesaplanmasi
yapilmaktadir. Enfekte olmayan hastalarda isaretlenmis tiire herhangi bir Onemli
biyokimyasal sisteme etki etmeden idrar yoluyla atilmaktadir. Midede nadir olarak
rastlanabilen Proteus spp. ve Klebsiella spp. gibi iireaz iireten organizmalarin agiga

cikardigi sonuglar ise yanlis pozitiflige 6rnek olabilir (Bird ve ark., 2001).

Jiang ve ark. (2007), H. pylori teshisi ile ilgili calismalarinda H. pylori
teshisinde kullanilan iki non-invaziv test olan iire nefes testi ve ELISA’y1 karsilastirmis
sonug olarak da iire nefes testinin ELISA’ya nazaran duyarliliginin az oranda da olsa

yiiksek oldugu saptanmistir.
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2.2.3 PZR Yontemi ile Tani:

Son yillarda, H. pylori tanisinda molekiiller metodlarin gelismesi,
mikroorganizmanin {iretilmesindeki zorluklarin {istesinden gelme olanagi saglamistir.
Ozellikle PZR tamisal yontemler arasinda giderek artan siklikla kullamilmaktadir
(Krogfelt ve ark., 2005). H. pylori, gastrik biyopsi Ornegi, digki ve tiikiirik gibi
stvilardan PZR yontemiyle gosterilebilir. Duyarliligt %85-96 ve 6zgiilliigii %90-100
arasindadir (Chattopadhyoy ve ark., 2004; Dunn, 1997; Li, 1996).

Gastrik biyopsi oOrneklerinde H. pylori’nin 6zgiin olarak tanimlanmasinda
bakterinin 23S rRna, glm M ve VacA gibi farkli hedef genlerine yonelik PZR yontemi
kullanilmaktadir. Ancak bu testler tan1 yontemi olarak rutin uygulamalarda pek fazla
tercih edilmemektedir. Uygulamadaki teknik zorluklar, inhibitorlerin varlig1 nedeni ile
yanlig negatif sonuglarin alinabilmesi ve maddi acidan ekonomik olmamasi PZR
uygulamalarinda karsilagilabilecek dezavantajlardir. PZR’ 1n {stiinliigi, tiikiirtk, digki,
gastrik sivi, safra gibi i¢inde az sayida bulunan 6rneklerde mikroorganizma DNA’ sinin
saptanarak non-invaziv olarak H. pylori tanisi yapilabilmesine olanak saglayabilmesidir

(Bonamico ve ark., 2004; Kabir, 2007).

Molekiiler yontemler, antibiyotik direncine neden olabilecek mutasyonlarin
taninmasi, epidemiyolojik agidan hastaligin yayilma yollar1 ve arastirma ¢aligmalarinda,
H. pylori suslart arasindaki genetik farkliliklarin saptanmasi ve patojenitesinin
aragtirtlmas1 amaciyla kullanilmasi uygun olan ydntemlerdir. Antibiyotik kullanilan
hastalarda tedavi sonrasi gastrik mukozadaki bakteri sayis1 kiiltiir ve diger tani
yontemleri ile tesbit edilemeyecek kadar az olabileceginden tedavi basarisinin takibinde
PZR’1n tercih edilebilecek yontem oldugu bildirilmektedir (Gramley ve ark., 1999; Lim
ve ark., 2003).

Polimeraz zincir reaksiyonu testi bakterinin saptanmasi ve direng profilinin yani
sira epidemiyolojik calismalarda Helikobakter tiirleri arasindaki genetik farkliliklarin
taranmasi enfeksiyonun yayilim yollart ve risk faktorlerini tanimlamada yardimci olur

(Dunn, 1997; Huynh, 2005; Li, 1996; Mackay ve ark., 2003).
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Arastirmacilar, H. felis, H. bizzozeroni, H. salomonis ve H. heilmannii’yi lireaz
gen iizerinden sekans analizini yaparak ayirt etmeyi bagsarmislardir (Solnick ve ark.,
2003). Gastrik biyopsideki Helicobacter spp. yogunlugu diger metotlarla
gosterilemeyecek kadar az olsa bile PZR ile Helicobacter spp. DNA’s1 ortaya
konulabilir (Jalava ve ark., 1998; Norris ve ark., 1999; Otto ve ark., 1994).

Genis 6l¢ekli yapilacak genotipik calismalar bazi epidemiyolojik sorulara yanit
verebilecek olmasina ragmen H. pylori DNA’sinin kolay elde edilememesi nedeniyle

uygulanabilirligi kolay degildir (Mackay ve ark., 2003).

Polimeraz zincir reaksiyonu testi uygulanmasi sirasinda DNA izolasyon
basamaginda gerceklesebilecek kontaminasyon, cansiz mikroorganizmalarin veya
bunlardan arta kalan kromozomal DNA’nin bulunmasi yalanci pozitif sonuglara neden

olabilmektedir (He ve ark., 2002; Kabir, 2004).

H. pylori’nin PZR ile taranmasinda ve tanimlanmasinda ureA, ureB, ureC, cagA,
adhesin ve 23S rRna geni gibi farkli gen dizileri kullanilabilmektedir (Gramley ve ark.,
1999; Lim ve ark., 2003). 16S rRna geni kopek ve kedilerde siklikla belirlenen
Helicobacter spp. tiirlerinden H. felis, H. bizzozeronnii, H. salomonis ve H. heilmannii
arasinda yiiksek oranda benzerlik gostermektedir (Jalava ve ark., 1998; Norris ve ark.,

1999; Otto ve ark., 1994).

Testin dogrulugunu etkileyen faktorler arasinda primer ve hedef DNA se¢imi,
ornegin hazirlanmasi, bakteri yogunlugu, PZR uygulamasi ile ilgili teknik konular yer
almaktadir (Dunn ve ark., 1997). Farkli hedef bolge ve primerlerin tercih edildigi
degisik protokollerin uygulandigi PZR yontemlerinde duyarliligi ve ozgilliigi
degismektedir (Kabir, 2004).
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2.2.4. Histopatolojik Tam:

H. pylori, mide mukozasinda yaygin olarak yerlesmesine karsin yamali bir

dagilim gdstermektedir (Satoh ve ark., 1996).

H. pylori kolonizasyonu antrumda yogun olmasina karsin gastrik asit iiretimini
baskilayan ila¢ kullanilmissa basil yogunlugu korpusa dogru kayar (Polat ve ark., 2010).
Bu nedenle endoskopik biyopsi orneklerinin alindigi alan ayrica 6neme sahiptir. Son
donemde yapilan bazi ¢aligsmalarda biyopsilerin korpus ve antrumun ortalari ile bu iki
alan1 kiiciik ve biiyiikk kurvatura yakin bolimlerinden alinmasi gerekliligi iizerinde

durulmaktadir (Satoh ve ark., 1996).

Bu yontemin en biiyiik avantaji; hem gastritisin tipini hem de H. pylori’nin
histolojik varligimni tespit etmesidir. H. pylori karakteristik morfolojisini kaybedip,
kokoid forma doniisiirse histolojik degerlendirme yapilamaz. H. pylori’nin histolojik
incelenmesinde, epitel hiicreleri yiizeylerinde, 6zellikle liimende ve mukus tabakasi
icinde kiimeler halinde kalin spiral basiller izlenmektedir (S6nmez, 2002). Midenin
farkli bolgelerinden aliman doku oOrneklerinin histopatolojik olarak incelenmesi hem
bakteri hem de olusan doku hasar1 konusunda énemli bilgiler verir. inflamasyonun ve
metaplazinin derecesi, MALT ve gastrik kanser varligi arastirillir. Genellikle
hematoksilen-eozin boyama kullanilmaktadir (Blaser ve ark., 2005). Bir baska
histopatoloik inceleme yontemi olan immunohistokimyasal boyamada ise H. pylori’ye
kars1 monoklonal veya poliklonal floresan antikorlar kullanilir. Olduk¢a duyarli ve
Ozgll bir yontemdir (Akyon, 2004). H. pylori, konvansiyonel hemotoksilen-eozin
boyasi ile yiizey epiteline yapisik, mukus tabakasinda ve siklikla kriptler icinde
derinlerde bulunur (Dunn ve ark., 1997). Bununla kesin sonug¢ alinamazsa Giemsa gibi
0zel bir boyama onerilmektedir. Wright, akridin oranj, giimiis, Giemsa, immunfloresan
ve immunperoksidaz boyama yontemlerinin duyarlili§i hematoksilen-eozine gore daha

fazla bulunmustur (Blaser ve ark., 2005).
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Steiner silver boyasi, Alcian blue ve hemotoksilen ile eozin boyasinin birlesimi
iceren duyarli boyama teknikleri de gelistirilmistir (Dunn ve ark., 1997). Histopatolojik
inceleme %90°1n lizerinde duyarlilik ve 6zgiilliige sahiptir (Chey ve ark., 1999). Enfekte
midede pilorusun kurvaturundan alinan 6rneklerde pozitif bulma sansi %90’1n {izerine

cikmaktadir (Huijsdens ve ark., 2004).

2.2.5. Biyopsi Orneklerinde Helikobakter Varhiginin Belirlenmesi:

Enfeksiyoz hastaliklarin teshisi amaciyla genellikle direkt ve indirekt
yontemlerden  yararlanilmaktadir. Hastalik  etkenlerinin  izolasyon  ve
identifikasyonlarin1 amaglayan klasik direkt yontemler ya da konvansiyonel teshis
yontemleri; klinik bulgulara, otopsi bulgularina, etken izolasyonu ve identifikasyonuna,
antijenik materyallerin saptanmasina ve serolojik yontemlere dayanmaktadir. Bu
yontemler bazen basarili sonuglar vermez ya da latent ve gizli enfeksiyonlarda
izolasyon bakimindan bazi olumsuzluklara yol acarlar. Ayrica, baz1 bakteriyel ve viral
enfeksiyonlarda, spesifik etkeni izole ve identifiye etmek her zaman miimkiin
olmamaktadir ve bazi durumlarda etkenin identifikasyonu uzun siirmektedir. Ayrica,
mikroorganizmalarin fagositik hiicreler tarafindan endositozisi veya hastalik
etkenlerinin intraseliiler bir karakter tasimasi da konvansiyonel tekniklerle hastalik
etkenlerinin izolasyonunu giiclestirmektedir. Bu gibi olgularda, immiinolojik testlere
dayanan indirekt teshis yOntemlerinin yani sira, mikroorganizmaya ait genetik
materyallerin (DNA ya da RNA) veya proteinlerin saptanmasini amaclayan, spesifitesi
ve sensitivitesi oldukca yliksek olan daha g¢abuk, kesin ve giivenilir sonuglar veren
biyoteknolojik teshis yoOntemlerinin kullanilmalar1 giderek yayginlik kazanmustir.

(Bilgehan ve ark., 1993; Saiki ve ark., 1988).

Bu biyoteknolojik yontemlerden en Onemlisi PZR’dir. PZR bakteri, virus
mantar, parazit, protozoon gibi hastalik etkenlerine ait hedef nukleik asit zincirlerinin
primer adi verilen spesifik komplementer oligonukleotidler ve 1s1ya dayanikli polimeraz
enzimleri (Taq ya da Tth polimeraz) kullanilarak in vitro olarak ¢ogaltilmasini
(amplifikasyonunu) saglayan oldukca ozgiil ve giivenilir molekiiler biyolojik bir

tekniktir (Scharf ve ark., 1986). Bu hedef genetik materyaller ¢ok az sayida ve hatta
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bir¢ok veya sayisiz diger veya ilgisiz DNA'lar arasinda olsalar bile ¢ogaltilabilir, homojen
bir DNA materyali haline getirilebilir ve kolayca identifiye edilebilirler (Saiki ve ark.,
1988; Scharf ve ark., 1986).

Siipheli hastalik materyallerindeki mevcut niikleik asit fragmentlerinin sayisinin
artirilmast ya da amplifikasyonu temeline dayanan Scharf ve ark. (1986), PZR "1989
yilinin en 6nemli bilimsel gelismesi" olarak kabul edilmistir. Teknik ilk kez, Saiki ve ark.
(1985), tarafindan hemoglobinopatilerin tanisinda kullanilmis ve enfeksiydz hastaliklarda
DNA problarinin kullanilmasiyla diger genetik hastaliklarin, enfeksiydz hastaliklarin ve
kanser vakalarinin teshisinde de kullanilabilecegi bildirilmistir. Sonug olarak, rekombinant
DNA teknolojisindeki 6nemli gelismeler biyolojik arastirmalara, tibbi uygulamalara yeni
bir boyut kazandirarak yeni tekniklerin kullanilmasia imkéan saglamistir (Saiki ve ark.,

1985).

Bir¢ok bakteriyel patojeni identifiye edebilmek icin kullanilan geleneksel
yontemler etkenlerin selektif besiyerlerinde veya hiicre kiiltiirlerinde {iretilmeleri ve
daha sonra da fenotipik Ozelliklerinin belirlenebilmesi amactyla biyokimyasal testlerin
yapilmasina dayanmaktadir. Bu klasik yontemler, olduk¢a yavas ve zahmetlidir.
Hayvanlara ait enfeksiyoz hastaliklarin 6nemi, onlarin ulusal ekonomi {iizerine olan
olumlu ya da olumsuz etkilerine dayanmaktadir. Bu nedenle, mikrobiyal patojenleri
identifiye edebilmek icin daha duyarli, daha 6zgiil ve daha hizli yontemlerin
gelistirilmesi gerekmektedir. Tam amaciyla bir¢ok faydali niikleik asit problari ve
immunolojik tan1 yontemleri gelistirilmistir, ancak bu tekniklerin bircok eksiklikleri

mevcuttur (Erlich ve ark., 1991; Murakemi ve ark., 1991).

PZR da bu yeni teknikler arasindadir. Daha 6nce agiklanan bazi dezavantajlar
olmasina ragmen, giiniimiizde aragtirma c¢aligsmalarinin énemi, bu teknigin uygulanmasi
lizerinde yogunlasmaktadir. Bununla birlikte, molekiiler biyolojideki gelismeler bu
eksiklikleri en az diizeye indirebilme gayretindedir. Bu nedenle de, PZR'n tani
amactyla kullanilmasi giin gectikge artmaktadir (Erdem, 1993; Murakemi ve ark.,1991;
Erlich ve ark., 1991; Rodriguez, 1997; Schochetman ve ark., 1988; Xu ve ark., 1991).
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2.2.6. Hizh Ureaz Testi ile Tani:

Gastrik biyopsi dokusu iire igeren bir ortamda tutulacak olursa H. pylori
tarafindan iretilen iireaz, lireyi kisa zamanda amonyak ve bikarbonata parcalar.
Amonyak iiretiminin sonucu olarak pH yiikselir ve ortamdaki renk pembeye doniisiir.
Bu sonu¢ dokuda bakterinin bulundugunu gosterir. Biyopsi Orneklerinde {ireaz
aktivitesini arastirmak amaciyla cesitli firmalarca tiretilmis CLO test, PyloriTek® gibi
hazir ticari kitler de mevcuttur. Hizli iireaz testlerinin duyarliligt mukozal biyopsi
ornegindeki bakteri sayisinin yani sira incelenen biyopsi sayisina bagli olarak

degismekle birlikte genellikle %90 civarindadir (Versalovic ve ark., 2003).

Antibiyotik, bizmut igeren bilesikler ve proton pompa inhibitorleri gibi c¢esitli
ilaclarin kullanilmasi bakteri miktarin1 gecici olarak azaltabileceginden yanlis negatif
sonucglara neden olabilirler. Hizli iireaz testinde H. pylori yogunlugunun az oldugu
enfeksiyonlar atlanabileceginden negatif bir test sonucu H. pylori enfeksiyonunun
yoklugunu veya eradikasyonunu gostermek i¢in yeterli degildir. Ticari kitlerle yapilan
tireaz testleri ekonomik, yiiksek duyarlilik ve 6zgiilligli nedeniyle biyopsi dokusunda
H. pylori enfeksiyonu tanisinin yaklagiminda yaygin bigimde kullanilmaktadir

(Bonamico ve ark., 2004; Kabir, 2003 ).

Yersinia enterocolitica ve Proteus vulgaris gibi iireaz aktivitesine sahip olan
diger bakteriler bu testte genellikle oniki saat i¢inde pozitif sonug verir. H. pylori igin

gereken siire ise bir saattir (Ustagelebi, 1999).

2.2.7. Serolojik Tani:

Serolojik testler, kan ve serumdan yapilan kolay ulasilabilir, ucuz ve kantitatif
testlerdir. Kan ve serumdan yapilan serolojik tani testleri ile aktif ve gecirilmis
enfeksiyon ayrimi yapilamamakta, bu nedenle H. pylori eradikasyonunun takibinde
kullanim1 uygun bulunmamaktadir (Demir ve ark., 2011). H. pylori enfeksiyonu sonrasi
organizmada giiclii lokal ve sistemik humoral yanit olusur. Midede salgisal IgA

diizeyleri, serumda ise bakteriye 6zgiil IgG ve IgA seviyeleri ylikselir. Serum IgM’nin
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aksine serum IgA ve IgG seviyeleri yillarca tesbit edilir. Tedavi edilmemis hastalarda
aktif enfeksiyona isaret eder. Anti-H.pylori serum IgG analizleri serum IgA’ya oranla
daha fazla 6zgiin ve duyarli olup, serum seviyesi her zaman daha yiiksek oranlardadir

(De Korwin, 2003; Dunn ve ark., 1997).

Lateks aglutinasyon, H. pylori’nin asit ile ekstrakte edilmis antijeni ile
kaplanmis lateks partikiillerinin tespitine dayanan serolojik bir testtir. Ayn1 anda IgG,
IgA ve IgM antikorlar tespit edilmektedir (Telatar ve ark.,1998). Histolojik inceleme
icin alinan biyopsiler midenin ¢ok kiiciik bir bolgesini temsil ederken, esasen serolojik
inceleme midenin tiimiinii temsil etmektedir. Bu nedenle yalanci pozitif gibi goriinen bir
serolojik inceleme sonucu, belki de yalanci negatif bir biyopsi sonucunu yansitmaktadir
(Karabiber, 1992). H. pylori enfeksiyonunun primer tamisinda Ure Nefes Testi ile
kiyaslanabilecek en iyi sonuglarin kantitatif antikor testleriyle elde edilmektedir (Erzin

ve ark., 2007).

2.2.8. Kiiltiirle izolasyon:

Teorik olarak en gilivenilir tan1 yontemidir. Antibiyotik duyarlilik testinin
yapilmasini ve bakterinin 6zelliklerinin belirlenmesini saglar. Eger kiiltiir, alinan doku
uygun nakil ortaminda ve en kisa siirede ulastirilarak deneyimli bir laboratuarda
yapilirsa duyarlilifi %95°e erismektedir (Dunn ve ark., 1997). H. pylori kuruluga ve

cevre sicakligina duyarli olup oda sicakliginda canliligini ¢abuk kaybeder.

Gliserol igeren ortamlar mide biyopsi 6rneklerinin hem transportu hem de daha
uzun siire saklanmasina yardimer olmaktadir (Heep ve ark., 1999; Dunn ve ark.,1997).
Mide biyopsi oOrneklerinin tasinmasinda serum fizyolojik kullanighi olabilmektedir

(Kolayl ve ark., 2003) .

Mide biyopsi Ornekleri ekim Oncesinde homojenizasyon veya vorteksleme
islemine tabi tutulmalidir. Materyal, taze hazirlanmis besiyeri ortamina; at kani, at
serumu veya koyun kani ile zenginlestirilmis Skirrow-agar, beyin-kalp inflizyon agar,

cikotalams: agar, Brucella agar veya Columbia agar gibi besiyerlerine ekilir. Ekim
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yapilan besiyerleri orta derecede nem,%5-10 CO, igeren 37 °C’lik 1s1 ortaminda 5-7 giin

stire ile inkiibe edilmelidir (Versalovic ve ark., 2003).

Helikobakter tiirleri kanli agarda gri, yarisaydam, kiiciik koloniler yaparlar.
Gram boyamada gdézlemlenen morfolojileri ile kiiltiirden hazirlanmis Gram boyamadaki
goriintiileri arasinda farkliliklar olabilmektedir. Kiiltiirden izole edilen H. pylori suslar
genellikle tipik goriiniimlerinin yani sira diiz basiller seklinde de goriiliirken, doku
biyopsi 6rneklerinden yapilan boyamalarda genellikle tipik goriinlimleri olan helikal ve
daha kivrimli sekilde goriiniirler. H. pylori’nin kiiltirde varligt konvansiyonel
yontemlerle; mikroskobik morfolojisine ek olarak incelenecek, katalaz, oksidaz ve tireaz
aktivitelerinin varlig1 degerlendirilerek saptanir. H. pylori Kkiiltiiriine; enfeksiyonun
etiyolojik tanisinin yani sira antimikrobiyal ilaglara karsi direng profillerinin
belirlenmesi, virulans faktorlerinin saptanmasi, as1 ve antijen hazirlanmasi ve
epidemiyolojik calismalarda kullanmak amaciyla gereksinim duyulmaktadir (Aksoy ve

ark., 2003; De Korwin, 2003).

2.3. Tedavi:

H. pylori  insanlarda  gastritisin,  gastroduodenal ilserlerin,  gastrik
adenosarkomalarin ve MALT’m en Onemli sebebini olusturmaktadir. Uluslararasi
yonergeler ise H. pylori enfeksiyonlarinin tedavisinde standart {iglii tedavi protokoliinii

birinci sirada gostermektedir (Rimbara ve ark., 2011).

Graham ve ark. (2010) son zamanlarda gergeklestirilen birgok klinik arastirma
ve meta analizler standart tedavide eradikasyon oranin diistiigii ya da kabul edilemeyen
siirlarda (%80 veya daha az oranda) oldugunu belirtirken, Gatta ve ark. (2009)
tarafindan bunun bazi Avrupa iilkelerinde basar1 oranlari agisindan daha da diisiik
seviyelerde (%25-60 oranlarinda) oldugu ortaya konulmustur. Bununla beraber, 6zgiin
birincil tedavi ile birlikte sadece H. pylori’ye yonelik melez bir tedavi protokoliiniin

acilen olusturulmasi gerekmektedir (Hsu ve ark., 2011).
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Malfertheiner ve ark. (2012) yaptiklar1 IV. Florans Maastricht Konsensus
Raporunda H. pylori enfeksiyonun tedavisinde antibiyotik direnci gosteren lokal

bolgelerde yeni tedavi seceneklerinin ihtiyag¢ oldugu ortaya konulmustur.

H. pylori’ye kars1 diisiik klatromisin direnci olan bazi iilkelerde halen en iyi
tedavi seceneginin ii¢lii tedavi segenegi oldugunu, ancak bizmut igeren dortli tedavinin
ise klatromisine %20’den fazla diren¢ gosteren iilkelerde kullanimlarinin daha uygun
olacagi yine bu raporla bildirilmektedir. Art arda uygulanan tedavi protokolleri ile
eradikasyon oranint %90-94’lere ¢eken umut verici bir tedavi plani ortaya konulmaya

baslanmistir (Gisbert, 2010).

Antibiyotikler, luminal asiditeden etkilenmemeleri icin etkin bir asit inhibitorii
ile birlikte verilmektedir. Bundan dolay1 bu tedavide bes giinliik standart bir ikili bir
proton pompasi inhibitérii (PPI) ile amoksisillin, hemen ardindan yine bes giinliik bir
tcli yine bir PPI ile klatromisin ve metranidazol grubu antibiyotiklerin kullanimi
gereklidir. Yapilan bir amaca yonelik tedavi analizinde bu protokollerce uygulanan yeni
tedavide H. pylori iyilestirme oranin ortalama %93 oldugu ortaya konulmustur (Gatta
ve ark., 2009).

Birgok ¢alisma art arda uygulanan tedavi protokollerinin standart {i¢lii tedavilere
oranla daha yiiksek bir eradikasyon oranina sahip oldugunu da ortaya koymaktadir
(Tsay ve ark., 2011).

Kopek ve kedilerde goriilen gastrik Helicobacter spp.’ler insanlardaki H.
pylori’nin aksine daha biiyiik yapidadirlar (Neiger, 2000).

Prevalanslarinin aksine kdpek ve kedilerde Helicobacter spp. ile gastritisin ve
buna iligkin klinik bulgularina ait herhangi bir baglanti kurulamamistir. Leib ve ark.
(2007) 1ise kronik kusma belirtileri gosteren, gastritisli ve Helicobacter spp.’li
kopeklerde dahi gastroduedonoskopi sirasinda gastrik iilserlerin varlifina nadiren
rastladiklarini belirtmiglerdir. Buna ek olarak, insanlarda H. pylori enfeksiyonlarinda
goriilen gastrik asit sekresyonunda aksisteki bozulmanin kopeklerdeki Helicobacter spp.

enfeksiyonlarinda gézlenmedigi bildirilmektedir (Simpson ve ark., 1999).
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Bu sebeplerden dolay1 son yapilan bir ¢alisma gastrik Helicobacter spp. ile
enfekte olan kopeklerde asit supresyonun tedavideki etkinliginin aragtirmig ve
kopeklerde antibiyotik kombinasyonlarina ek, asit supresyonu icin kullanilan ilaglarin
tedavideki etkinliklerinin insanlardakinin aksine faydali olmadigini ortaya koymustur

(Leib ve ark., 2007).

Bahsi gegen calismada arastirmacilar sabah ve aksam olmak iizere toplam iki
hafta boyunca 15 mg/kg amoksisillin+ 10 mg/kg metranidazole+ 262 mg bizmut igeren
ticlii bir tedavi grubu, bu ii¢lii tedaviye 0,5 mg/kg dozda fomatidin ekleyerek insanlarda
uygulanan altin standart olan diger dortlii tedavi grubunu olusturmuslardir (Graham ve

ark., 2010).

Sonugta, arastirmacilar bu ¢alismanin dort hafta sonrasinda tiim gastrik
Helicobacter spp. ile enfekte kdpeklerde eradikasyon oranini %75, alt1 ay sonrasinda ise
yine ¢aligmadaki tiim kdpeklerde eradikasyon oranini %42,9 olarak saptamislardir (Leib

ve ark., 2007).

Insanlardaki bizmut iceren bilesiklerin duedenal iilserlerde kullanimlarinin ayni
zamanda H. pylori’ye kars1 topikal bakterisidiyal bir etki gdsterdigi ve bu 6zelliginden
dolayr imidazol grubu antibiyotiklere bakteriyel direncin gelismesini engelleyici

etkilerinin de oldugu ortaya konulmustur (Chiba, 2000).

Sonu¢ olarak kopeklerdeki gastrik Helicobacter spp. enfeksiyonlarinin
tedavisinde insanlardakinden farkli olarak bir asit supresyon takviyesinin gerekli
olmadigi ancak bizmut tiirevlerinin tedaviye dahil edilmesinin gerekliligi ortaya
konulmustur. Tiim bu bulgular esliginde dahi gilinlimiizde kopeklerdeki gastrik
Helicobacter spp. enfeksiyonlarinin tedavisinde kesin ve standart bir tedavi protokolii

oturtulamamis olup bu konuda ileri ¢alismalara ihtiya¢ duyulmaktadir.
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3.MATERYAL VE METOD:

Calismamizda yemeyi takiben kusma, istahsizlik ve abdominal palpasyonda
epigastrik agr1 sikayeti bulunan, 1 ay oncesine kadar antibiyotik ve 1 hafta dncesinden
aktif asit inhibitdrleri almamis, hasta kdpek (n=32) ve klinik muayenede hicbir hastalik
belirtisi olmayan, PZR ile C'*-UNT testlerinin sonucunda helikobakter negatif olan
saglikli kopek (n=41) gruplar olusturulmustur. Helikobakter gastritisli grup ise Aytug
ve ark. (2011), belirttigi sekilde tedavi edildikten sonra, C'*-UNT ve tam kan sayim
analizleri yapildi. Helikobakter gastritisli kopeklerin tedavi edilmesi sonucu tedavi
grubu (n=32) olarak yeni bir grup olusturuldu. Calismada toplam 73 (n=73) kopek
kullanildi. Calismada kullanilan kdpeklerin irklarina gére dagilimi Tablo 1 ve beslenme

sekillerine gore sayilar1 Tablo 2 ile gosterildi.

Tablo 1. Kopeklerin wrklarina gore dagilimi

Irklar Saghkh kopeklerin Hasta kopeklerin
wrklara gore dagilim wrklara gore dagihim
Melez Irk 34 22
Golden Retreiwer 4 8
Doberman - 1
Kangal - 1
German Shepherd 3 -
Toplam 41 32

Klinik muayenesinde saglikli olarak belirledigimiz 41 kopekten, 34’1 melez, 4’i
Golden Retreiwer ve 3’ ise German Shepherd ki olarak tesbit edildi. Saglikl

hayvanlarin 31’1 erkek ve 10 tanesi disi olarak belirlendi.
Hastalig1 tespit edilmis 32 kopekten 22°si melez 8’1 Golden Retreiwer ve diger iki

hasta kopeklerden biri Doberman bir digeri ise Kangal irki olarak tespit edilmistir. Klinik

olarak gastritisli oldugu belirlenen 32 kopekten, 15°1 erkek, 17°si disi olarak belirlendi.
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Tablo 2. Kopeklerin beslenme sekillerine gore sayilari.

Beslenme sekilleri Saghkh kopeklerin Hasta kopeklerin beslenme
beslenme sekillerine gore sayilar sekillerine gore sayilari

Ev Yemegi 20 18

Hem Ev Yemegi, 11 10

Hem Kuru Mama

Kuru Mama 10 4

Toplam 41 32

Gastritis On tanisiyla caligmaya alman 32 kopek numunelerin alinmasi
sonrasinda Aytug (2011)’nun belirttigi sekilde amoksisilin 20 mg/kg dozunda her 8
saatte bir, omeprazol 0,75 mg/kg 1 hafta siireyle uygulandi. Calismaya alinan tiim
hayvanlara C'*-UNT yapildiktan sonra gastroskopi uygulandi. Gastroskopi ile mide
mukozas1 muayene edilerek mide sivis1 ve mide mukozasindan smear alindi. Alinan
smear %0,9’luk serum fizyolojik icerisinde epandorf tiiplerde, mide sivis1 da epandorf
tiplerde sonrasinda c¢alisilmak iizere -18°C’de saklandi. Calismaya alman tim
kopeklerin eskal ve muayene bilgileri her hayvan icin agilmis protokollere islendi ve

alian tiim 6rnekler gruplara uygun olarak numaralandirildi.

3.1. Hematolojik Muayene:

Hasta (n=32) ve tedavi edilen grup (n=32) ile saglikli (n=41) gruptaki
kopeklerden vena jugularis yoluyla heparinli tiiplere 2 ml kan alindi. Heparinli tiiplere
alan kan ornekleri, Ondokuz Mayis Universitesi, Veteriner Fakiiltesi, I¢ Hastaliklari
Anabilim Dali Laboratuvarinda, Abacus Vet Junior marka cihazla ¢alisildi ve kan
sayimi sonuglart (WBC, LYM, MONO, GRA, %LYM, %MONO, %GRA, RBC, HGB,
HCT, MCV, MCH, MCHC, RDWec, PLT, PCT, MPV, PDWc) her hayvan i¢in ayr1 ayr1
kayit edildi.
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Yine ayni sekilde, hasta (n=32) ve tedavi edilen grup (n=32) ile saglikli (n=41)
gruptaki hayvanlardan vena jugularis yoluyla diiz tiiplere alinan kan numuneleri 5000
devir/5 dk. santrifiij edildikten sonra kandan ayrilan serum mikropipet yardimiyla
epandorf tliplere ayrildi. Elde edilen serumlar iire, kreatinin, Alanin amino transferaz
(ALT) ve Aspartat amino transferaz (AST) analizleri yapilmak iizere -18C° ‘de
saklandi. Idex Vet8008© marka otoanalizor ile belirtilen analizleri yapmak iizere
saklanan numuneler oda 1sisinda ¢ozdiiriildii. Calismaya alinmis kopeklere ait kan
serumlarinda lire, kreatinin ve total protein Idex Vet8008© marka otoanalizor cihazinda

calisildu.

3.2. C'"-Ure Nefes Testi:

Calisma amaciyla hasta ve saglikli olarak iki gruba ayrilan hayvanlar C'*~Ure
Nefes Testine (UNT) alindi. Teste alman hayvanlarin en az 6 saat a¢ olmasina, 1 ay
oncesine kadar antibiyotik ve 1 hafta Oncesinden aktif asit inhibitorleri almamis
olmasina dikkat edildi. Ayn1 zamanda, {igiincii grup olan tedavi grubuna ait hayvanlar
ise tedavi sonrasindaki Helikobakter varligmin tesbiti i¢in C'*-UNT alindi. Test i¢in
hayvanlara bol su ile birlikte herhangi bir 6n hazirlik gerektirmeyen, i¢imi kolay,
dokiilme riski bulunmayan, emniyetli bir kapsiil olan 1 mikro ciirie (uCi) dozunda, C'*~
tire kapsiili (HELICAP®) yutturuldu. Nefes toplayict kuru kartus sistemi analizérde
(Heliprobe Analyser Nosterkibion system 2223-A™) okutuldu ve sonuclar 250 saniye
icerisinde alind1 (Sekil 1). Elde edilen sonuglar Tablo 3’de belirtilen kriterlere gore
degerlendirildi. Birinci derecede yer alan Ornekler silipheli olarak kabul edilerek

Olctimler iki kez tekrarlandi.
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J

Ureaz kapsiilii midede iireaz (+) mikroorganizmalar tarafindan

"C0, + Ure’ye doniistiiriiliir

ﬂMCOz

Solunum havasinda bulunan '*CO,,

icersindeki C'* nefes kartinda toplanir

ﬂCM

Nefes kartlarinda toplanan C'*

Heliprobe Analyzer™ tarafindan sayilir

Sekil 1. Nefes toplayict kuru kartus sistemi ve alinan oOrneklerin analizdre aktarilmasini saglayan

Heliprobe Analyser.
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Tablo 3. Heliprobe Analyser ile alinan sonuglarin degerlendirilmesi.

Derecelendirme Enfeksiyon Varhgi d (cpm)
0 Enfeksiyon yok d <25 cpm
1 Stipheli 25 cpm <d < 50 cpm
2 Enfeksiyon var d>50 cpm

3.3. Gastroskopi Uygulamasi:

Gastroskopik muayene icin klinik olarak hasta ve saglikli grup kopekler bir giin
oncesinden a¢ birakildi. Kopeklerde H; reseptor blokorii kullanimi, antiasit tedavisi ve

antibiyotik kullanimlar1 bir hafta uygulanmadi ve son 3 saatte su alinim1 da engellendi.

Anesteziye uygun olduguna karar verilen kopeklere 1 ml/10 kg dozunda
Ksilazin Hidroklorit (Rompun-Bayer®) kas i¢i yolla uygulanarak preanestezisi saglandu.
Preanestezik ila¢ uygulamasindan 5-10 dakika sonra Ketamin hidrokloriir (Ketasol
%10™) 10 mg/ kg dozda kas ici yolla yapildi. Hayvan sol lateral pozisyonda yatirilarak
endoskopik muayeneye hazirlandi. Damar yolu agilarak sivi elektrolit destegi verildi.
Gastroskopik muayene i¢in klinik olarak hasta ve saglikli kopeklerin gastroskopik
muayene prosediiriine uygun olarak hazirliklart yapildi. Gastrik endoskopi ig¢in
Olympos® XQ20 model galisma kanalli, soguk 151k kaynakli, fleksibl endoskopi cihazi
kullanildi. Her hayvanin muayene dncesinde endoskop cihazi ¢alisma kanali ve ¢aligma

aparatlari ile birlikte sterilize edildi.

Farenksten baslayarak, 6zefagus ve antrumun sistematik muayeneleri yani sira
midenin muayenesi, angulustan antrum ve pilorik kanal boyunca yon verilerek bir biitiin
halinde incelenmesi seklinde muayene tamamlandi. Her hayvandan pilor bolgesi,

korpus bolgesi ve fundus bolgelerinden firga sitolojisi yontemiyle ayri ayri mukus ve
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biyopsi ornekleri ve mide sivilari alindi. Alinan numuneler epandorf tiiplere koyulmus

%0.09’luk serum fizyolojik i¢erisinde muhafaza edildi.

3.4. Diff-Quick ile Smear Muayenesi:

Lam {izerine siiriillen smear havada kurutulup metanolle fiske edildikten sonra
Diff-quick boya II ve I ile boyanarak 2 dakika icersinde Diff-quick boyama yapildiktan
sonra preparat havada kurutuldu. Daha sonra etken 400 biiyiitmeli mikroskopta S ya da
spiral seklinde (Sekil 2) preparat {izerinde arandi. Bulunan sonuglar protokole kayit

edildi.

3.5. DNA izolasyonu:

Biyopsi sonucu alinan 6rneklerden DNA ekstraksiyonu, spin kolon ile filtrasyon
prensibine dayanan ekstraksiyon kiti (Invitrogen DNA Extraction Kit) ile Ondokuz
Mayis Universitesi, Veteriner Fakiiltesi, Mikrobiyoloji Anabilim Dali laboratuvarinda,
gerceklestirildi. DNA ekstraksiyonu iiretici firmanin bildirdigi metoda gore yapildi ve
elde edilen DNA’larin konsantrasyonlar1 NanoDrop Spektrofotometre ile Olgiilerek 50

ng/ml olacak sekilde esitlendi.

3.6. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR):

Biyopsi orneklerinden Helikobakter’lerin belirlenmesi icin gergeklestirilen PZR
analizlerinde kullanilan primerler ve beklenen amplikon boyutlar1 Tablo 4’de
gosterilmistir. PZR analizlerinde Orneklerden oncelikle Helicobacter spp. varliginin
belirlenmesi icin Helikobakter cinsine 6zgli ve 16S rRNA genini hedef alan PZR
yapilmuistir.

PZR analizi Riley ve ark. (1996)’nin bildirdigi yonteme gore gerceklestirilmis ve
375 bp’lik bant goriilmesi pozitif olarak degerlendirilmistir. Cins spesifik PZR
sonucunda pozitif bulunan Orneklere ait DNA’lara tiir spesifik PZR yapilmistir. Bu

amagla . pylori’ye 6zgiin 16S rRNA geni (Riggio ve Lennon, 1999) , H. heilmannii’ye
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Ozglin ureB geni (Nieger ve ark., 1998), H. felis ve H. bizzozeronii’ye 6zgiin 16S rRNA
geni (De Groote ve ark., 2001) i¢in ayr1 ayr1 olmak iizere PZR uygulanmistir. Tiim PZR

analizleri ilgili literatiirde bildirilen yontem ve kosullarda gergeklestirilmistir.

Tablo 4. Helikobakterlerin belirlenmesi i¢in gergeklestirilen PZR analizlerinde kullanilan primerler,

oligoniikleotid dizis ve amplikon boyutlari.

Helikobakter Primer Oligoniikleotid dizisi Amplikon boyutu
tiirleri adi
Helicobacter HGSP1 TAT GAC GGG TAT CCG GC 375 bp
cins-spesifik HGSP2 ATT CCA CCT ACCTCT CCC A 375 bp
H. pylori HPRRI1 CGT TAG CTG CAT TAC TGG AGA 295 bp
HPRR2 GAG CGC GTA GGC GGG ATA GTC 295 bp
H. heilmanii HHUBI GGG CGA TAA AGT GCG CTT G 580 bp
HHUB2  CTG GTC AAT GAG AGC AGG 580 bp
H. felis, HSRR1 TGC GTA GGC GGG GTT GTA AG 434-373 bp

H. bizzozeronii

3.7. istatistiksel Yontem:

Calismada elde edilen veriler var (+) ve yok (-) tipinde elde edilen esikli
karakterdeki veri tipidir. Bu nedenle verilerin istatistik modellemesinde 6nce Binomiyal
karakterdeki verilerin veri yapisi ve dagilis sekli belirlenerek en uygun matematik
modelleme arastirilmistir. Kategorik veri analizinde 2 istatistiklerinden yararlanilmistir.
Arastirma konusu olan hipotezlerin test edilmesinde temel olarak %> analizi
kullanilmakla beraber frekans smiflarinin  degerlendirilmesinde Odd’s Ratio
hesaplamalarindan yararlanilmigtir. Odd’s Ratio degerleri istenen bir durumun karsit
duruma gore kac¢ kat farkli ya da degisken oldugunu gostermektedir. Burada 1’e
yaklagan degerler iki farkli durum arasinda farkin olmadigini gosterirken 1’den biiyiik
degerlerde incelenen olaymn lehine bir artisin oldugu seklinde yorumlanmistir.
Calismada incelenen olayin gozlenen tiim durumlar igindeki farkliligi Eklemeli Risk,
incelenen olaym kendi i¢indeki farkli diger durumdan farki ise Relatif Risk faktorii ile
incelenmistir. Sensivite analizi istenmeyen durumun gerceklesme olasiliginin

degerlendirilmesi amaciyla kullanilmaktadir. Spesivite analizi ise incelenen durumun
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basarili olma ya da tekrarlanmasi olasiligi olarak diisiiniilebilmektedir. Bu amagcla
calismada Sensitivite/Spesivite olasiliklar1 hesaplanmistir (Zhang ve ark., 1998;

Robbins ve ark., 2002; Viera ve ark., 2008).
4. BULGULAR:
4.1. Hematoloji ve Serum Biyokimyasi:

Calismaya aldigimiz kopeklerden saglikli (n=41), helikobakter gastritisli
kopeklerde (n=32) ve tedavi grubu kdpeklerde ( n=32 ), lokosit (WBC), eritrosit (RBC)
ve eritrosit dagilim genisliginde (RDWc) istatistiki olarak bir 6nem saptanmis
( P<=0,001 ), diger parametreler ise istatistiki olarak 6nemli degildir.

Saglikli kdpeklerde ve helikobakter gastritisli kopeklerde WBC sirasiyla 8,3+1,3

ve 15,34+6,67 ( p<=0.001 ), RBC sirastyla 6,08+1,17 ve 5,13+1,27 (P<=0,001), RDWc
ise strastyla 19,93+4,7 ve 25,6+3,55 ( P<=0.001 ) olarak saptanmistir (Tablo 5).
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Tablo 5. Calismaya alinan kdpeklerde hematolojik degerleri dagilimi ve 6nem derecesi.

Kan sayimi parametreleri ve Saghkh kopek Hasta kopek Tedavi grubu
Birimleri (n=41) (n=32) (n=32)

WBC (10°ul) 8,3+1,3" 15,34+6,67 * 7,6+2,4"°
LYM (10°ul) 2,42+1,64 ° 3,93+1,77° 3,42+1,36°
MONO ( 10°ul) 0,44+0,27° 0,5+0,35*° 0,49+0,1 ®
GRAN(10°ul) 8,2242,9° 8,243,6° 72+1,6°
LYM (%) 20,78+8,66 ° 20,92+13,82° 20,41+7,1°
MONO (%) 4,48+1,43° 3,93+2,19° 3,2240,9 ¢
GRAN (%) 68,46+23,96 ° 71,27+20,68 ° 66,21+14,6 *
RBC (10%ul) 6,08+1,17 5,13+1,27"° 5,7740,8 "
HGB (g/dl) 14,09+2,44 ° 13,34+4,28 ° 13,7142,94°
HCT (%) 39,58+4,92° 40,49+10,26 * 344262 °
MCV (fl) 66,84+6,47 65,96+9,88 * 64,21+9,88 *
MCH (pg) 26,27+12,77* 30,62+15,82° 28,1410 °
MCHC (g/dl) 36,31+8,82° 36,21+8,21 ° 36,949,2
RDWec (%) 19,93+4,7° 25,643,55° 21,242.4"
PLT (10°ul) 414,52+166,24 ° 405,24+191,26 * 366,3+117,2 2
PCT (%) 0,4240,12 * 0,38+0,19 ° 0,2240,16 *
MPV (fl) 9,46+1,39 ° 8,94+1,68* 8,44+1,2°
PDWe (%) 38,6+4,7 ° 39,06+4,72° 38,6443,2

* Farkli harf tagtyan gruplar kendi arasinda 6nemlidir. (P<=0,001)



Calismamizda, klinik olarak hasta kopeklerden (n=32) ve saglikli kopeklerden
(n=41) elde ettigimiz serum biyokimyasal degerler Tablo 6’da gosterilmistir. Bu iki
grup arasinda {ire, kreatinin, ALT ve AST serum enzimleri ile ilgili istatistiki agidan

herhangi bir 6nem saptanamamuistir (Tablo 6 ).

Tablo 6. Calismaya alinan kopeklerde Ure, Kreatinin, ALT ve AST degerleri

Serum Biyokimyasal Saghkh kopek Hasta kopek
Parametreler (n=41) (n=32)

Ure 39,22+8,32 43,17£12,8
Kreatinin 0,9+0,4 1£0,2
ALT 32,844,9 44,6+10,8
AST 37,449,9 52,3+12,73

4.2. C"* -Ure Nefes Testi:

Calismaya aldigimiz kopeklerden saglikli (n=41), hasta képeklerde (n=32) ve
tedavi grubu (n=32) olan kopeklerde iire nefes testi ile elde ettigimiz degerler Tablo 7
*de gosterilmistir. C'* izotopunun toplami olan d degeri, d1 (alt ped) ve d2’de (iist ped)
toplanan degerler saglikli ve hasta kopeklerde sirastyla 28,03+10,95¢pm ve 109+163cpm
(P<=0,001) olarak belirlenmistir. d1 ve d2 parametreleri i¢in gruplar arasi istatistiki bir

karsilastirma yapilmamistir.

Tablo 7. Calismada uygulanan C'*-UNT yéntemi ile elde edilen d, d1 ve d2 deger dagilimlari.

C" izotopunun Saghkh kopek Hasta kopek Tedavi grubu
degerleri (cpm) (n=41) (n=32) (n=32)

d1 15,03£7,54 108,7+492,27 21,2+10,2

d2 13+5,29 1+0,2 8,4+7,9

d 28,03+10,95° 109+163° 30,2+44,1°

* Farkli harf tagiyan gruplar kendi arasinda 6nemlidir. (P<=0,001)
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4.3. Gastroskopik Muayene:

Calismamizda yonteme uygun sekilde yapilan gastroskopik muayene ile hasta
hayvanlarin (n=32) tamaminda mide mukozasinda hiperemi ve 6dem (eritamatdz yangi)
gozlendi. Iki vakada ise iilser tesbit edildi.

4.4. Diff-Quick Boyama:

Hayvanlarin klinik muayene bulgularina gére Helikobakter gastritisli oldugu

diisiiniilen 32 kopekten diff quick boyama yontemi ile 22 hayvanda pozitiflik saptandi
(Sekil 2).

Sekil 2. Gastroskopik firgalama araciligiyla alinan mide mukoza ve sivisinin, Diff-quick boyama ydntemi
ile boyanarak elde edilen siiriintii numunelerinde Helikobakter’lerin 40X biiyiitmede mikroskobik

gOriintiisii (Oklar).
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4.5. PZR Analizi:

Klinik olarak hasta 32 kopekten 29 tanesi PZR ile Helicobacter spp. pozitif
bulunurken bunlardan 3 tanesi H. heillmanni tiri olarak belirlendi. H. felis ve H.

Bizzozeronii ise tespit edilmedi (Tablo 8). Tiir spesifik PZR elektroforez goriintiileri

Sekil 3 ve 4’de gosterilmistir.

Sekil 3. Cins spesifik PZR sonucu. M: marker; 1, 3, 4 ve 8 no’lu 6rnekler pozitif, digerleri negatif

Sekil 4. H. pylori spesifik PZR sonucu. M: marker; 1-8 no’lu 6rnekler negatif, 9 no’lu 6rnek pozitif
kontrol DNA, 10 no’lu 6rnek Helikobakter cins spesifik PZR kontrolii.
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Tablo 8. Enfekte kopeklerde helikobakter tiirlerinin dagilima.

Helikobakter tiirleri Hasta hayvan sayis1 (n)

Helicobacter spp. (+) 29

H. pylori (+)

H. heillmanni (+)

H. felis (+)

H. bizzozeronii (+) -

4.6. PZR Analizi, C'*-UNT ve Diff Quick Boyama Yontemlerinin Karsilastirilmasi:

Tablo 9°daki verilere gore, Odd’s Ratio analizinin yanlis teshis koymadaki riski
degerlendiren Eklemeli Risk analizinde, kullanilan yontem olarak klinik bulguyu altin
standart olarak baz aldigimizda, klinik bulguya gore teshis koyma, Diff Quick Boyama
yonteminden 18,51 kat, PZR’dan 600 kat ve C"-UNT’den ise 1204 kat daha az
giivenlidir.  Helikobakter  teshisinde kullanilan  yontemleri kendi arasinda
degerlendirdigimizde; Diff-quick yontemi ile teshis yontemi, PZR ile teshis
yonteminden 32,41 (18,51 /600) kat ve C"-UNT’den 65,05 (18,51 /1204) kat, PZR ile
teshis yontemi C'*-UNT ile teshis yonteminden 2 (600/1204) kat daha az giivenli bir

yontem olarak bulunmustur.
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Tablo 9. Calismada uygulanan tani yontemlerin Frekans (%), Odd’s Ratio’s , y%4-; ve P deger dagilimlari.

Odds Ratio’s
.. Eklemeli P
(1} 1 1 2
Yontem Frekans (%) Risk Relatif Risk Ysa=1 Degeri
Helikobakter Helikobakter Helikobakter Helikobakter
O] G O] G

Klinik
Bulgu 41 (60.27) 32 (39.73) - - - - -
Diff-quick 5, 9 5¢) 22 (30.14) 1851  5.4640.04 1.88+0.01  23.13  0.001
Boyama
PZR 44 (60.27) 29 (39.73) 600 28.34+0.02 4.1240.03 64.88  0.001
C“-UNT  42(57.53) 31 (42.47) 1204 29.52+0.04 4.2840.01 61.33  0.001

Odd’s Ratio analizinin Relatif Risk analizinde, yine klinik bulguyu altin standart
olarak aldigimizda Helikobakter boyama yontemindeki relatif risk (yanilma pay1 ya da
hata yapma olasilig1) kendi arasinda 2,9 (5,46/1,88) kat daha fazla giivenilirken, PZR ile
teshis koymada relatif risk 6.88 (28,34/4,12) kat daha giivenilir ve C'* -UNT ise kendi
arasinda 6,9 (29,52/4,28) kat daha giivenilir olarak ¢alismamizda belirlenmistir.

Tablo 9’da goriildiigii lizere y*q=1 oldugunda klinik bulgu 23,13 ve P degeri
onemlilik arz etmektedir (P<=0,001). Aym sekilde PZR ve C'* -UNT’de bu deger
sirasiyla 64,88 ve 61,33 olarak bulunmustur ve ayni sekilde P degeri 6nemlilik arz

etmektedir (P<=0,001).

40



Tablo 10. Caligmada uygulanan yontemlerin Frekans ( n ), Sensitivite, Spesivite ve Q degeri dagilimlari.

Sensitivite Spesivite Q degeri
Yontem Frekans (n) P (1-Spesivite)
(%) (%)
(%)
Helikobakter Helikobakter
) )
Klinik Bulgu 41 32 ) ) )
Diff-quick Boyama 51 22 59,38 92,68 7,32
PZR 44 29 93,75 97,56 6,25
42 31 96,55 97,73 3,45

C".UNT

Tablo 10°da yer alan sensitivite ve spesivite analizinde; hasta olmayan bir
hayvam belirleme hassasiyeti (gercek tani) olan sensivite analizinde C'*-UNT yontemi
ile Helikobakter teshisi %96,55 ile en duyarl teshis yontemi olarak bulunurken, bunu
PZR 9%93,75 ve Helikobakter boyama yontemi %59,38 takip etmistir. Spesivite
analizinde, C'*-UNT Helikobakter teshis yontemi ile %97,73 oran ile en iyi oran olarak
bulunurken, PZR ve Diff-quick boyamada bu oran sirastyla %97,56 ve %92,68 olarak

bulunmustur.

Q degeri ise, (1-Spesivite) degeri olarak ve hasta olan bir hayvanin dogru teshis
edilememesi yani yanlis teshis riskini tanimlamaktadir. Bir sayr degeri olarak baz
alindiginda, analizlerde bir sayisina yakin olan degerlerde yanlis teshis koyma riski
azalmaktadir. Buna gore C'*-UNT yontemi 3,45°lik degeri ile yanhs teshis koyma
riskinde PZR ve Diff-quick boyama yontemlerine gére en giivenilir yontem olarak
goriilmektedir. PZR yoOntemi ise 6,25’lik degeri ile Diff-quick boyama yontemindeki
7,32’lik degere gore bire daha yakin oldugundan PZR yontemi, Diff-quick boyama

yontemine gore daha giivenilir bir yontem olarak goriilmektedir.
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Klinik bulguya gore teshis koyma standart olarak kabul edildiginde, Tablo 9 ve
10°daki frekans say1 ve oranlarina gore (hasta ve hasta olmayan hayvanlarin say1 ve
oranlar1 klinik bulguya gore hasta olmayanlarin sayist 41 (%60,27) hasta olan
hayvanlarin sayis1 32 (%39,73) hayvan oldugu goriilmektedir. C'*-UNT tan1 yntemi
bu orana en yakin deger olan 42 (%60,20) hasta olmayan hayvanla ve 31 (%39,80)

hasta olan hayvanla diger yontemlere gore daha fazla duyarlilik gostermektedir.

Yani C'*-UNT tan1 yontemi ile 1 hayvan hasta olarak degerlendirilip (saghkl
gruptan hasta gruba katilmis) yanliglikla tedavi edilmistir. Bu oran PZR’da 3 hayvan
(44, %57,73) saglikli ve (29, %42,47) hasta olan hayvan olarak belirlenmistir. Yani
PZR ile teshiste 3 hayvanda yanlis pozitiflik elde edilmistir. Helikobakter boyama teshis
yontemiyle ise 51 (%69,86) saglikli ve 22 (%18,51) hasta olan hayvan belirlenmistir.
Helikobakter boyama yontemi ile klinik bulgusu Helikobakter gastritisi gosteren 32,
PZR ile 29 ve C"*-UNT ile 31 hayvandan ancak 22 tanesi belirlenebilmistir. Tablo 9 ve

Tablo 10’daki biitiin veriler, istatistik agidan 6nem arz etmektedir.
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5.TARTISMA:

Hayvanlarin midelerinde spiral yapidaki mikroorganizmalar ilk kez 19. yiizyil
sonlarinda Rappin ve ark. (1881) tarafindan bulunmustur. Daha sonralari, Bizzozero
tarafindan 1893 yilinda, gastrik bezlerde ve kanallarda inhibisyon yapabilen bir tiir
bakteri bulmustur. Salomon ise bu yapidaki mikroorganizmalart kedi ve ratlarin

midelerinde bulmustur (Giines, 2008).

Kampilobakter olarak siniflandirilan spiral sekilli bu mikroorganizmalar 1998
yilinda Owen tarafindan Helicobacter olarak tanimlanmigtir. Marshall ve Warren
(Humphryes ve ark., 1988) tarafindan 1983 yilinda insan mide mukozasinda H.pylori
izole edilmistir. Yine 1984 yilinda Langenberg (Leunk ve ark., 1988) tarafindan bu
mikroorganizmalarin {ireaz salgiladigi ortaya konulmustur. Kopeklerde helikobakter
enfeksiyonlarin tespitinde, fiziksel muayene, radyografi, gastroskopi ve histopatoloji
metotlar1 kullanilmasina karsin tutarli sonuglar bulunamadigindan, ¢cogu kez biyopsi
almiminin gerekli oldugu bildirilmistir (Glines, 2008; Giizelbektas, 2004; Simpson,
2005).

Helikobakter enfeksiyonunu tanimlamada invaziv girisim (endoskopi)
gerektiren hizl lireaz testi, histoloji, kiiltiir, PZR’ye dayanan testler ve mide dokusunun
faz kontrast mikroskopisi gibi incelemeler ve invaziv olmayan seroloji, 13C ve 14C
UNT, Helikobakter diski antijen testi (HpSA) gibi ¢esitli ydntemlerden
yararlanilmaktadir (Gramley ve ark., 1999).

Helikobakter tiirlerinin etken oldugu enfeksiyonlarin tanisinda kullanilan non-
invaziv yontemlerinin basinda UNT ve serolojik testler gelmektedir. Ayrica, disk1, agiz
ici sekresyonlar1 gibi 6rneklerden molekiiler yontemler kullanilarak da Helikobakter

varlig1 arastirilabilmektedir (Kabir, 2004).
Helikobakter enfeksiyonlarinin tanisinda non-invaziv testlerden biri olarak kabul

edilen iire nefes testi, endoskopi yapilmaksizin Helikobakter enfeksiyonunun direkt

taranmasint miimkiin kilmakta hem tedavi edilmemis hastalarda aktif enfeksiyonun
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baslangi¢ tanisinda hem de tedaviden sonraki donemlerde bile tedavinin etkinligini
takipte kullanilabilen duyarliligi ve 6zgiilliigii oldukca yiiksek bir testtir (Graham ve
ark., 2002).

Helikobakter enfeksiyonlarinin tanisinda kullanilan ve bakteriye o6zgli 16S
ribozomal RNA’nin amplifiye edilmesine dayanan Polimeraz Zincir Reaksiyonu
yontemi ise yaygin sekilde kullanilmaktadir (Altindis, 2003). Diger taraftan ise hastalik
etkeni mikroorganizmanin taninmasinda kullanilan en yaygin molekiiler yontem olarak

kabul edilmektedir (Lim ve ark., 2003).

Endoskopi islemine gereksinim duyulan invaziv tan1 yontemleri arasinda
histolojik inceleme, bakteriyolojik kiiltiir, PCR ve hizli iireaz testi sayilabilir. Her iki
grup tanit yonteminin her birinin uygulama, hasta se¢imi, sonu¢ alma siiresi ve
maliyetleri agisindan avantaj ve dezavantajlari bulunmaktadir. Mikrobiyolojik kiiltiir,
ozellikle ilag direncinin yiiksek oldugu durumlarda antimikrobiyal diren¢ paternlerinin

gosterilmesi amaciyla tercih nedeni olabilmektedir (Huynh, 2005).

Gisbert ve ark. (2005), yaptiklar1 caligmada biyopsi temelli metotlarin
Helikobakter tayini i¢in kullanilan teshis yontemleri i¢inde invaziv 6zelliginin fazla
oldugu ve bununla birlikte, biyopsi esnasinda alinan 6rnekleri {ist mide bdliimiinde
kanamalara neden olabilmesi agisindan biyopsi temelli metodlarin yiiksek oranlarda
yanlis pozitiflige neden olabildigini belirtilmistir. Chisholm ve ark. (2003), Giines
(2008), calismalarinda, tan1 yontemleri icinde mikroskobik metotlarin yeterince hassas
olmamasi, ortamda bulunan bakteri sayisinin az olmasindan ileri geldigini

bildirmektedir.

Helikobakter enfeksiyonlart kopek 1irklar1i  agisindan  incelendiginde,
calismamizda hastalik ile kdpek 1rklart acisindan bir 6nem arz etmedigi goriilmektedir.
Kirma kopeklerin ve sokak kopeklerinin bu hastaliktan daha ¢ok muzdarip olduklari,
evde bakilan safkan kopeklerin ise bu hastalifa daha az yakalandiklari sonucuna

ulasilmaktadir (Tablo 1). Calismamizdaki 32 klinik olarak helikobakter enfeksiyonlu
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kopekten 18’°sinin ev yemegi yedigi, 10’ unun hem ev yemegi hem kuru mama yedigi,

4’liniin ise sadece kuru mama yedigi goriilmektedir (Tablo 2).

Kopeklere ev yemegi vermenin, onlarin beslenme sekillerine uymamasindan
dolayi mide hastaliklarina  karsi  yatkinliklarimi  arttiracagr  ¢alismamizda
gorebilmekteyiz. Ayni sekilde ticari mamalarin kdpek mide asit kompozisyonunu
bozmamasindan dolay1 kopek beslenmesinde oldugu kadar mide hastaliklarinin

onlenmesinde de 6nemli bir yeri oldugunu da diisiinmekteyiz.

Calismamizda tam kan sayimi analizlerinde, saglikli kopeklerden alinan
orneklerde l0kosit ortalama deger agisindan 8,311,3)(103“1 olurken, helikobakter
gastritisi saptanan kopeklerden alinan 16kosit ortalama deger 15,34+6,67x10°ul
olmaktadir (P<=0,001). Tam kan sayimi analizlerinde saglikli kopeklerdeki eritrositin
ortalama degeri 6,08+1,17x10°ul civarinda seyrederken, helikobakter gastritisi saptanan
kopeklerdeki bu ortalama deger 5,13+1,27 X106],L1 olarak saptanmistir (P<=0,001). Bu
durum, eritrosit dagilim genisliginde ise saglikli kopeklerde 19,93+4,70(%)
degerlerinde bulunmusken, Helikobakter gastritisi saptanan kopeklerde 25,6+3,55(%)
degerlerinde bulunmustur (Tablo 5).

Bununla birlikte Noyan ve ark. (2013), helikobakter enfeksiyonunun insanlarda
hematolojik degerler {izerindeki etkilerini arastirdigi calismalarinda, , benzer sekilde
yapilan tam kan sayimi analizlerindeki 16kosit ortalama degerinde artis belirlenmis, ayni
sekilde Choi ve ark. (2006) 40 6rnekte yaptiklar ¢aligmada ise kopeklerde Helikobakter
varliginda 16kosit ortalama deger artis1 oldugu belirtilmistir.

Jennifer ve ark. (2011), 34 kedi ve kopek iizerinde yaptiklart bir calismada
vitamin B12 ve demir eksikligine bagl olarak helikobakter tiirlerinin eritrosit sayisinda

azalmaya ve eritrosit dagilim genisliginde artisa neden olabilecegini belirtmislerdir.
Saglikli kopeklerden elde ettigimiz serum biyokimyasal ortalama degerlerden

tire 39,22+8,32 mg/dl, kreatinin 0,9+0,4 mg/dl, ALT 32,8+4,9 u/l, AST 37,4+9,9 v/l

degerlerini alirken, Helikobakter gastritisli koOpeklerden elde ettigimiz serum
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biyokimyasal degerlerden tire 43.17+12,8 mg/dl, kreatinin 1+0,2 mg/dl, ALT 44,6+10,8
u/l, AST 52,3+12,73 u/l degerlerinde olmasi ¢alismada kullanilan iire, kreatinin, ALT,
AST serum enzim degerleri ile ilgili istatistiki acidan herhangi bir Onem

saptanamamustir (Tablo 6).

Tablo 9°daki verilere gore, Odd’s Ratio analizinin yanlis teshis koymadaki riski
degerlendiren Relatif Risk analizinde, kullanilan yontem olarak klinik bulguyu baz
aldigimizda klinik bulguya gore teshis koymada C'*-UNT yontemi ile buldugumuz
Relatif Risk ortalama deger analiz sonucu ise 29,5240,04 ve 4,28+0,01 oranlarinda
bulunmasina karsin; Lee ve ark. (1996), (n=32) 6rnekten yaptiklar1 ¢alismada Relatif

Risk analiz oranlar1 Odd’s Ratio ortalamasi olarak 36 ve 5 oranlarinda bulunmustur.

Calismamizda PZR yontemi ile buldugumuz Relatif Risk ortalama deger olarak
28,3440,02 ve 4,12+0,03 bulunmus, Hwang ve ark. (2002) , (n=23) 6rnekten yaptiklar

calismada ise bu ortalama degeri 19,3 ve 6,118 oranlarinda bulmuslardir.

Son olarak helikobakter Diff quick boyama yontemi Odd’s Ratio analizindeki
Relatif Risk ortalama degerleri ¢aligmamizda 1,88+0,01 ve 5,46+0,04 oranlarinda
bulunmasina karsin; Eslick ve ark. (1999), tarafindan yapilan ¢alismada helikobakter

tiirleri arastirilan 42 6rnekte 1,68 ve 2,46 oranlarinda bildirmistir.

Kullandigimiz C'*-UNT, PZR ve Diff quick teshis yontemlerinden Odd’s Ratio
analizindeki Relatif Risk analiz sonuglariyla diger arastirmacilarin analiz sonuglarinin
ortalama degerleri paralellik gostermektedir. Tablo 9°da gorildiigii lizere %=1
oldugunda klinik bulgu 23,13 ve P degeri 6nemlilik arz etmektedir (P<=0,001). Aym
sekilde PZR ve C'"-UNT’de bu deger sirasiyla 64,88 ve 61,33 olarak bulunup aym
sekilde P degeri 6nemlilik arz etmektedir (P<=0.001).

Calismaya aldigimiz kopeklerden saglikli (n=41), helikobakter gastritisli
kopeklerde (n=32) C'*-UNT ve tedavi grubu (n=32) ile elde ettigimiz degerler Tablo 7
*de gosterildi. d1 (alt ped) ve d2 (iist ped) toplanan C'* izotopunun toplami olan d degeri
saglikli ve helikobakter gastritisli kopeklerde sirasiyla 28,03+10,95¢cpm ve 209+£163cpm
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(P<=0,001) olarak belirlendi. Elde ettigimiz bu sonuglar, Jonaitis ark. (2007), (n=108)
ornekte yaptiklar1 calismada spiral bakteri varliginin tespiti i¢in 35,02£5,15¢pm ve
220+82cpm (P<=0,001) olarak bildirmislerdir. Calismamizda elde ettigimiz degerler ile
Jonaitis ark. (2007), bildirdigi degerler paralellik arz etmektedir.

Tablo 8’ de goriildiigii gibi ¢alismamizda tiir spesifik PZR analizleri yapilmis ve
klinik olarak hasta olan 32 kopekten, 29 tanesinde Helicobacter spp. 3 tanesinde .H
heillmani tiirii tespit edilmistir. Hwang ve ark. (2002), yaptiklar1 calismada Helicobacter
spp. olarak tespit edilen 21 kopegin yaninda, Helicobacter heillmannii tiiriine sahip 2

kopek bildirilmistir.

Bunun yaninda, O’Rourke ve ark. (2004), ( n=26) yaptiklar1 ¢caligmada hem kedi
hem de kopek mide mukozasindan aldiklar1 6rneklerden tespit ettikleri Helicobacter spp.
disinda H. felis’i de her iki karnivorun midelerinde tespit etmistir. Ayn1 zamanda Eaton
ve ark. (1996), ( n=54 ) 6rnekte yaptiklar1 ¢alismalarinda hasta olan képeklerden alinan

mide mukoza 6rneklerinden de H. felis tespit etmistir.

H. pylori’nin kopeklerde tasiyict formda olmadigt ve bu yiizden yapilan
arastirmalarin ¢ogunda kopeklerin midelerinde rastlanilmadigina kanaat getirilmistir

(Giines ve ark., 2008; Hermanns ve ark., 1995; Neiger ve ark., 1999).

Buczolits ve ark. (2003), (n=54) yaptiklar1 ¢alismalarda, kdpeklerin midesindeki
ortamin, H. pylori’nin kokoid forma doniistiirmesi yiiziinden kiiltiiriiniin miimkiin
olmadig1r belirtilmistir. Biz de tiir spesifik PZR ile yaptigimiz calismamizda,

arastirmacilarin ¢aligmalarina paralel olarak H. pylori’ye rastlamadik.

Andersen ve ark. (1998), Oztiirk ve ark. (2003), calismalarinda H. pylori’nin
gastrik mukozada yamali dagilim gostermesi ve histolojik muayenenin yiiksek oranda
patolog deneyimine bagli olmasi gibi nedenlerden dolay1 biyopsiye dayali testlerin
dogrulugunu etkileyebilecegi belirtilmislerdir. Bu ylizden biyopsiye dayali testler
cogunlukla altin standart kabul edildiginden dolay1, serolojik testler veya C'* -UNT ile
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yanlig pozitif oldugu diisiiniilen test sonuglari, gergekte; histolojik inceleme sonuglari ile

ortaya konamayan H. pylori enfeksiyonlarini1 gostermektedir.

Bu caligsmada spiral bakteri varliginin teshisinde kullanilan C"-UNT ve PZR
gibi yontemlerinin yaninda Diff-quick boyama yontemi kullanilmistir. Gastroskopik
muayene sirasinda fircalama yontemiyle elde edilen orneklerden Diff-quick boyama
yapilmis ve elde edilen bulgular 1s181nda spiral bakteri varliginin teshisi i¢in bagvurulan

bu yontemin duyarliligi calismamizda %59,38 olarak saptanmustir.

Bu calismaya paralellik gostermesi acisindan 6nem arz edebilecek ¢aligmalarda,
Castiglioni ve ark. (2012), Diff-quick boyama yontemindeki duyarliligi boyama i¢in
alman (n=27) 6rnegin yeri acisindan farkliliklar gosterdigini ve Helikobakter boyama

yonteminin duyarliligin1 %52 ile % 85 arasinda seyredebildigini belirtmistir.

Bununla beraber, Tzeng ve ark. (2005), (n=47) yaptiklar1 calismalarda spiral
bakteri varliginin helikobakter boyama yontemiyle belirlenmesinde ve duyarlilik
acisindan kayda deger bir diizeyde olabilmesi i¢in kullanilan fir¢alama yoOntemiyle
aliman Orneklerin midenin prepilorik antrum bdlgesinden olmasi teshis duyarlilig
acisindan onem arz etmektedir. Mikroskobik incelemelerde tipik bakteriler goriiliir.
Ancak burada dikkat edilmesi gereken konu, etkenin genellikle yaygin degil de fokal
sekilde iiredigi i¢cin, mide biyopsisi ve mide sivisit Orneklerinde saptanamamasi, her

zaman i¢in negatif olarak degerlendirilmemeli ve dogrulanmalidir (Sandik¢1, 1996).

Siit6 ve ark. (2000), (n=51) calismalarinda midenin rastgele bolgesinde aldiklari
numunelerin C'* -UNT gore yanlis pozitiflikler verdigini, Tzeng ve ark. (2005), (n=47)
ise PZR ile yanlis pozitifliklerin Oniine gegmek i¢in numunelerin midenin prepilorik
antrum bolgesinden alinmasi gerektigini ¢alismalarinda belirtmiglerdir. Biz de
calismamizda Helikobakter gastiritisi semptomlar1 gdsteren kopeklerin teshisinde
kullandigimiz PZR analizi i¢in yanlis pozitiflikleri engellemek i¢in (Tzeng ve ark.,
2005) yaptiklar1 ¢alismaya benzer bir sekilde midenin preplorik antrum bdlgesinden

numuneleri aldik.
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Caligmamizda hasta oldugu belirlenen (n=32) hayvanlar tedavi grubuna alinip, 1
hafta siireyle amoksisilin 20 mg/kg ve omeprazol 0,75 mg/kg esliginde tedavi yontemi
kullanildi. Antiasit ve antimikrobiyel ajanlar esliginde kullandigimiz bu tedavi
protokolii tedavi grubundan aldigimiz UNT ve tam kan sayimi analizlerini gdzdniine

aldigimizda etkin bir yontem olarak gosterilebilmektedir.

Helikobakter enfeksiyonlarinin tedavisinde asit supresyonu ile birlikte
antimikrobiyel tedavi protokolii birinci sirada gosterilmektedir (Graham, 2010).
Bununla birlikte, Gatta ve ark., 2009 yilinda 12 Ornekte yaptiklari g¢alismada
antibiyotiklerin, luminal asiditeden etkilenmemeleri i¢in etkin bir asit inhibitori ile
birlikte verilmesi gerektigini ve bundan dolay1 bu tedavide bes giinliik standart bir ikili
bir proton pompasi inhibitorii (PPI) ile amoksisillin, hemen ardindan yine bes giinliik bir
tcli yine bir PPI ile klatromisin ve metranidazol grubu antibiyotiklerin kullanimi

gerekliligini 6ne stirmiistiir.

Sonug olarak kullanilan tedavi analizinde bu protokollerce uygulanan yeni tedavi
yontemiyle ¢alismamizdaki tedavi protokoliinde paralellik gdstermis, iyilestirme oranin
ortalama %93 oldugu ortaya konulmustur. Simpson ve ark. (1999), (n=78) ile Leib ve
ark. (2007), (n=75) yaptiklar1 ¢aligmalarda insanlarda Helikobakter enfeksiyonlarinda
goriilen gastrik asit sekresyonundaki aksisteki bozulmanin kdpeklerdeki Helikobakter
enfeksiyonlarinda goézlenmedigi bildirilmektedir. Bununla birlikte ¢alismamizda
kullandigimiz tedavi protokoliinden farkli olarak Helicobacter spp. olan kopeklerde asit
supresyonun tedavideki etkinliginin  arastirmis ve kopeklerde antibiyotik
kombinasyonlarina ek, asit supresyonu i¢in kullanilan ilaglarin tedavideki etkinliklerinin
insanlardakinin aksine faydali olmadigint ve bizmut tiirevlerinin tedaviye dahil

edilmesinin gerekliligi ortaya koymustur.

Calismamizda kullandigimiz képeklerde (n=73), helikobakter pozitifliginin elde
edilmesinde PZR yontemi ile buldugumuz %93,75liikk duyarliliginin yaninda, Eaton ve
ark. (1996), 54 kopekte kullandigt PZR yontemi ile Helicobacter spp. ve H. felis

bulmus ve calismasindaki PZR duyarliligini ise %90 oraninda bulmustur.
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De Groote ve ark. (2001) ise 21 kopekte kullandig1 PZR ile tiir bazinda H. felis,
H. salomonis ve H. bizzozeronii tlrlerini 3 kopekte tespit etmis, PZR’1in Helikobakter

teshisindeki duyarlilik oranini ise %95 olarak bulmustur.

Helikobakter teshisinde C'*-UNT yontemiyle kopeklerde yaptigimiz bu
calismada elde edilen %96,55 oranindaki duyarliliginin yaninda, Kubota ve ark. (2013),
(n=38) kopekte yaptig1 calismada iire nefes testinin Helikobakter teshisindeki
duyarliligint %89 oraninda bulmustur. Bunun yanisira Atli ve ark (2012), Helikobakter
teshisinde C'*-UNT y6ntemini (n=128) insanda arastirmis ve insanlardaki iire nefes testi

duyarliligini % 91,4 olarak bulmustur.

Calismamizda elde ettigimiz %96,55’lik oranin diger arastirmacilarin elde
ettiklerinden daha yiiksek olmasinin nedeninin bizim ¢aligmamizda endotrakeal tiip ile
diger akciger havasini kuru kartuglara aktarmamiz oldugunu diistinmekteyiz. Oysaki
Kubota ve ark. (2013), (n=46) yaptiklarni ¢alismada bunu maske yardimiyla
yapmiglardir. Diger taraftan insanlarda kullanilan yonteme gore direk spontan olarak
hayvanin kullanilan kit igerisine solutturmasi daha zor oldugundan ve c¢alismanin
hassasiyetini azaltacagindan dolayi, c¢alismamizda kullandigimiz endotrakeal tiip
araciligiyla direk kuru kartus igerisine aktarilmasi ¢alismamizdaki bu hassasiyeti

arttirmaktadir.

Helikobakter tayini i¢in alinan numunelerden 2 6rnekte; C'*-UNT testi pozitif
olarak elde edilmistir ve PZR’da bu numunelerin negatif sonucu ile karsilasilmigtir. Bu
durum ise endoskopi araciligiyla PZR i¢in alinan numunelerin belirttigi sekilde midenin
prepilorik antrum bolgesinden alinmamasi sonucunda olustugu diisiiniilmektedir (Tzeng
ve ark., 2005). Aynmi sekilde Peura ve ark. (1996), 128 ornekte bildirdigi sekilde
orofarinks, mide ve ince barsaklarin iist boliimiinde {iireaz iireten H. pylori dist
bakterilerin liremesi de yanlis pozitif iire nefes testi sonuglarina katkida bulunabilegini
bildirmektedirler. C'*-UNT ile elde edilen bu yanlis pozitifligi ragmen Zotta ve ark.
(2008), yaptiklar1 ¢alismaya gore, Streptococcus thermophilus, H. pylori ile mide

mukozasinda bulunmakta ve ayni florada bulunabilmesine karsin H. pylori’nin iireaz
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aktivitesinin baskin olmasi1 ve yogunlugun florada en yaygin halde bulunmasi iire nefes

testi sonuglart agisindan pozitifligi arttirmaktadir.

C"-UNT, H. pylori enfeksiyonu teshisinde yiiksek oranda dogruluk tasidig:
calismamizda belirlenmis olup (Tablo.10), calismamiza paralel olarak, Raju ve ark.
(1994), yaptiklar1 ¢alismalarda elde ettikleri verilerle H. pylori enfeksiyonu teshisinde
kullanilan yéntemlerden biri olan C'*-UNT’nin diger teshis yontemleri karsisinda
pozitif sonu¢ verme oraninin yiiksek oldugu belirtilmistir. Hasta olmayan bir hayvani
belirleme yani spiral bakteri aktivitesinin olup olmadigin1 ortaya koymak i¢in yapilan
analizlerde, C'* UNT yo6ntemi ile teshis %96,55, PZR yontemi %93,75 ve Helikobakter
boyama yontemi ile teshis ise %59,38 oranlarinda duyarli bulundu (Tablo 10).

Karnivorlarda Helicobacter spp. tayini i¢in kullanilan non-invaziv yontemlerin
basinda gelen C'*-UNT, tiir tayininden once spiral bakteri varligimin belirlenmesinde bu
calismada elde edilen iire nefes testi duyarlilik orani c¢alismamizda %96,55 olarak
bulunmustur. Bununla birlikte, Wong ve ark. (2001), (n=68) yaptiklar1 ¢alismada bu
oran %94,5, Vaira ve ark. (2007), (n=85) yaptiklari ¢alismalarda ise %95-97 arasindaki
oranlarda seyretmektedir. Calisgmamizda epigastrik agri ve kusma gibi gastritis
semptomlar1 gosteren kdpeklerdeki spiral bakteri varliginin teshisinde kullanilan iire
nefes testi, PZR ve Diff quick boyama yontemleri kendi aralarinda degerlendirildiginde,
iire nefes testi helikobakter boyama yontemine gore 65 kat daha giivenli olmasi, PZR
analiz yontemine gore ise 2 kat daha gilivenli olmasi ve non-invaziv yontem olmasi
teshis i¢in kullanilan yontemler arasinda tercihen uygunlugu arttirmaktadir (Tablo 9).
Buna benzer sekilde, (Jonaitis ve ark., 2007; Kopanski ve ark., 2002) yaptiklar
calismalarda iire nefes testinin Helikobakter tayini i¢in kullanilan diger yontemlere gore

duyarlilig: yiiksek, non-invaziv oldugu bildirilmektedir.
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6. SONUC VE ONERILER:

K&peklerdeki spiral bakteri varliginin teshisinde kullanilan UNT, PZR ve Diff-
quick boyama yontemleri kendi aralarinda degerlendirildiginde, C'* UNT, Diff-quick
boyama yontemine gore 65 kat daha giivenli olmasi, PZR analiz yontemine goére ise 2
kat daha giivenli olmas1 ve non-invaziv yontem olmasi teshis i¢in kullanilan yontemler
arasinda tercihen uygunlugu arttirmaktadir. Beseri olarak hazirlanan C'* Helikobakter
iire nefes kuru kartus sistemine ait kartuslar anesteziye alinarak entiibe edilen
kopeklerde entiibasyon tiipliniin ucuna seloteyp ile baglanmasi ve sonrasinda 20 dakika
bu kartusun i¢ine solutturulmasi sonucunda kdpeklerde Helikobakter’in varligi %96,55
sensitivite ve %97,73 spesifite oraninda duyarlilik ve 6zgiilliik ile calismamizda tespit
edildi. Non-invaziv olan bu yontem serbest veteriner kliniklerinde bile giivenle ve
kolaylikla yapilabilir. Likit Helikobakter tayin kitleri ile yapilamayan Helikobakter
tayini C'* Helikobakter iire nefes kuru kartus sisteminde kullandigimiz bu yontem ile
kolaylikla yapilabilir. Bu sayede kopeklerde helikobakter enfeksiyonu teshisi igin
kullanilan diger pahali, uygulamasi zor ve laboratuar sartlarinin gerekli oldugu
yontemler yerine, invaziv olmayan bir test ile hastaligin yiliksek oranda dogru tesbiti
saglanabilecegi belirlenmistir. Hem kopeklerden hem de onlarin sahiplerinden C'
Helikobakter UNT kuru kartus sistemi ile yapilacak arastirmalar ile giiniimiizde stres
hastalig1 olarak bilinen helikobakter hastaliginin epidemiyolojisi hakkinda ayrintili

bilgilere ulasilabilir.
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Resim 1: C"* Ure Nefes Testinde kullanilan Helicap kapsiil

Resim 2: Endotrakeal tiip yardimiyla nefes toplayict kuru kartus sistemi



Resim 3: Gastroskopi {initesi

Resim 4: Gastroskopi ile fir¢a biyopsisi ve mide biyopsisi ekipmanlari



Resim 5: C'* Ure Nefes Testinin endotrakeal tiip yardimiyla nefes toplayici kuru kartus

sistemi ile gerceklestirilmesi

Resim 6 : C"* Ure Nefes Testinin nefes toplayic1 kuru kartus sistemi ile uygulamasi esnasinda

kartustaki turuncu rengin sariya donene kadar kartus igine solutturulmasi



Resim 7: Gastroskopi {initesi kurulduktan sonra hayvan sedasyon halindeyken uygulamanin gergeklestirilmesi
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