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OZET

Sokak Kedilerinin Salya ve Dental Plak Orneklerinden Gastrik

Helikobakterlerin Kiiltiirel Yontemler ve PCR ile Arastirilmasi

Gastrik Helikobakter tiirleri insanlar ve ¢esitli hayvanlarin gastrointestinal
sisteminden izole edilen ve 6zellikle insan midesinde ¢esitli yangisal degisikliklere
sebep olabilen Gram negatif ve helikal goriiniimlii bakterilerdir. Bu tez ¢alismasinda
Kars Yoresi’nde yasayan sokak Kkedilerinden alinan salya ve dental plak
orneklerinden Gastrik Helikobakterlerin kiiltiirel yontemler ve PCR ile arastirilmasi
amag¢ edinilmistir. Bu amagla 100 sokak kedisinden alinan 100 salya ve 100 dental
plak 6rnegi degerlendirilmistir. Kiiltiirel yoklamalar sonucunda salya 6rneklerinin 10
(%10)’undan, dental plak 6rneklerinin 5 (%5)’inden Helicobacter spp. izolasyon ve
identifikasyonu gergeklestirilmistir. izolatlarin tiimii PCR ile H. heilmannii olarak
tespit edilmistir. Salya ve dental plak 6rnekleri alinan 100 sokak kedisinin 65
(%65)’inde cins spesifik PCR ile Helicobacter spp. tespiti yapilmistir. Cins spesifik
PCR ile pozitif bulunan 50 salya 6rneginin 19 (%38)’u, 20 dental plak 6rneginin 10
(%50)’u tireaz B genini hedef alan primerler kullanilarak yapilan tiir spesifik PCR
sonucu Helicobacter heilmannii olarak tespit edilirken, Helicobacter pylori ve
Helicobacter felis belirlenememistir. Sonu¢ olarak, mevcut ¢alismada sokak
kedilerinin salya ve dental plak 6rneklerinde Gastrik Helikobakter tiirlerinin belirli
oranlarda izole edilmesi ve PCR ile belirlenmesi aragtirmalarda noninvazif yolla ve
kolay elde edilen 6rneklerin de tani amaciyla kullanilabilecegini, bu hayvanlarin
cesitli sekret ve ekskretleriyle etkenlerin insanlara bulagmasinda rol oynayabilecegini

diistindiirmektedir.

Anahtar sozciikler: Sokak kedisi, salya, dental plak, Gastrik Helikobakter,
kiiltir, PCR



ABSTRACT

Investigations of Gastric Helicobacters from Saliva and Dental Plaque of Stray
Cats by Cultural Methods and PCR

Gastric Helicobacters are Gram negative and helical shaped bacteria that
isolated from gastrointestinal systems of humans and various animals and
particularly can cause various inflammatory differences in stomach of human. In this
study it was aimed that investigation of Gastric Helicobacters from saliva and dental
plaque samples taken from stray cats that live in Kars district by cultural methods
and PCR. For this purpose 100 saliva and 100 dental plague samples taken from 100
stray cats were evaluated. At the result of cultural examinations Helicobacter spp.
Was isolated and identified from 10 (10%) saliva and 5 (5%) dental plaque samples.
All of the isolates were identified as Helicobacter heilmannii. Helicobacter spp. was
determined by genus-specific PCR in 65 (65%) of 100 stray cats from which were
collected saliva and dental plague samples. While 19 (38%) of 50 saliva samples and
10 (50%) of 20 dental plaque samples determined as positive by genus-specific PCR
were typing as Helicobacter heilmannii by species-specific PCR using of primers
that target urease B gene, Helicobacter pylori and Helicobacter felis couldn’t be
determined. In conclusion, in this study, isolation of Gastric Helicobacter species at
certain rates in saliva and dental plague samples of stray cats and their determination
by PCR bring to mind that samples obtained easily and by non-invasive way can be
used for diagnostic purposes in researches as well, may play a role in transmission of

agents by various secretions and excreta of these animals.

Key words: Stray cat, saliva, dental plaque, Gastric Helicobacters, culture,
PCR
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GIRIS ve AMAC

Gastrik Helikobaktertiirleri insanlar dahil ¢esitli hayvanlarda gastro intestinal
bolgeyi infekte eden ve midede gesitli yangisal degisikliklere sebep olabilen Gram
negatif, sporsuz ve helikal goriiniimlii bakterilerdir. Insanlarda yiiriitiilen arastirmalar
gelismekte olan toplumlarda Gastrik Helikobakterlerden Helicobacter pylori’nin
yaklagik %70 - %90 prevalansa sahip oldugunu gosterirken (Hunt ve ark. 2010,
2012), bu oranin gelismis toplumlarda daha diisiikk oldugu bildirilmistir (Fritz ve ark.
2006). H. pylori 1982 yilinda Marshall ve Warren tarafindan invitro kosullarda
tiretilen ilk Gastrik Helikobakter tiirii olup insan mide biyopsi 6rneginden kiiltiire
edilmistir (Jamilohun ve Otegbayo 2016). Gastrik Helikobakterlerden H. pylori’nin
insan midesinde meydana getirdigi yangisal degisiklikler acisindan Onemi
anlasildiktan sonra Gastrik Helikobakterlerin diger tiirleri insan disindaki
primatlardan ve ¢esitli hayvanlardan da ¢alisilmis, izole ve identifiye edilebilmistir
(Alm ve ark. 1999).

Helicobacter pylori disinda Helicobacter heilmannii ve Helicobacter felis
insanlar1 da infekte eden iki Gastrik Helikobakter tiirii olup (Ciasholm ve Owen
2003) bu bakteri tiirlerinden H. felis ve H. heilmannii 6ncelikle kedilerin midesinden
izole edilmis ve daha sonralar1 bu bakteri tiirlerinin insanlari da infekte edebildigi
rapor edilmistir (Andersen ve ark. 1999). Insanlarin Gastrik Helikobakter tiirlerinden
encok H. pylori tarafindan infekte edildigi, H. felis’in ise insan midesinde
kolonizasyon oraninin ¢ok diisiikk oldugu (%3) bildirilmistir (Yakoob ve ark. 2012).
H. heilmannii ig¢in ise bu oranin ¢ok daha diisiik oldugu (%0.2 ile 2.4) rapor
edilmistir (Anderson ve ark. 1999).

Diinya Saglik Orgiitii (WHO) Gastrik Helikobakter tiirlerinden, H. pylori’nin
insanlarda; peptik iilser, kronik gastritis, Mukoza Iliskili Lenfoid Doku (MALT)
lenfoma ve mide kanserinden birincil derecede sorumlu oldugunu bildirmektedir
(Yilmaz 2004). Ayrica Uluslar Arast Kanser Arastirmalari Ajanst (IARC) ise 1994

yilinda 11 iilkenin deneyimli kanser uzmanlarinin katildigi bir toplantida eldeki



verileri degerlendirerek H. pylori’nin insan midesi igin karsinojen oldugu sonucuna

karar vermislerdir (Uyanik ve Aktas 2007).

Insanlarda H. pylori’nin ortaya konmasinin ardindan hayvanlardaki varlig1 ve
bunlarin zoonotik potansiyeli iizerinde fazla c¢alisiilmamig, ancak Makak cinsi
maymundan H. pylori izole edildikten sonra Gastrik Helikobakter tiirlerinin
hayvanlar1 da infekte edebildigi anlasilmis (Shuto ve ark. 1993) ve giiniimiize kadar
bu ¢alismalar hiz kazanmistir. Gastrik Helikobakterlerden insan midesinde kolonize
olabilen, H. pylori, H. felis ve H. heilmannii’nin, klinik belirti géstermeyen kedilerin
midesinde de kolonize olabildigi bilimsel makaleler ile ortaya konmustur (Perkins ve
ark. 1996).

Cesitli canlilarda Gastrik Helikobakterlerin arastiriimasi genellikle mide
biyopsi ornekleri lizerine yuritilmiis olup (Hammer ve ark. 2002), bu bakterilerin
invazif karakterlerinin diisiikliigii nedeniyle kan 6rneklerinden izolasyonun ¢ok nadir
oldugu belirtilmis, diski 6rneklerinden ise PCR yontemiyle bakterilerin varliklari
rapor edilmesine ragmen kiiltiire edilemedigi belirtilmistir (Mishra ve Ark. 2008).
Gastrik Helikobakterlerin mide biyopsi ornekleri disinda ¢esitli hayvanlarin salya ve
dental plaklarindan izolasyonu ve molekiiler tiplendirilmesi {izerine arastirmalar da
yapilmistir (Falsafi veark 2007, Pattiyathanee ve ark. 2009). Ancak gerek mide
biyopsi orneklerinden gerek salya ya da dental plaklardan bu bakteri tiirlerinin
kiiltiirlintin zor oldugu, tasinma kosul ve zamanina dikkat edilmesi gerektigi
bildirilmistir (Sagnak ve Ozgiir 2011). Gastrik Helikobakterlerin tanisinda invazif,
invazif olmayan girisimlerin yani sira molekiiler teknikler uygulanmis olup bu
yontemlerden antibiyotik duyarlilik testlerine olanak vermesi ve bu bakterilere karsi
uygulanacak asi1 galismalarina imkan saglamasi nedeniyle kiiltiiriin en giivenilir

oldugu bildirilmistir (Balcilar 2009).

Yapilan literatlir taramasinda, kedilerin agiz bosluguna ait Orneklerde
Helicobacter spp. varliginin arastirilmasma iliskin yurdumuzda yiiriitiilmiis bir
calismaya rastlanmamistir. Ulkemizde ilk kez planlanan bu tez ¢alismasinda Kars

Yoresi'nde yasayan sokak kedilerinden alinan salya ve dental plak drneklerinden



Gastrik Helikobakterlerin kiiltiirel yontemler ve PCR ile arastirilmasi amag
edinilmistir. Orneklerle yapilacak kiiltiirel ve PCR calismalari sonucu sokak
kedilerinin agiz boslugunda Gastrik Helikobakterlerin varlig: ile zoonotik karakterli
oldugu tartisilan H. pylori, H. felis ve H. heilmannii’nin tir diizeyinde
identifikasyonu saglanacaktir. Ayrica Kars yoresinde yasayan sokak kedilerinde
Gastrik Helikobakterlerin agiz boslugunda kolonizasyon orant ve prevalansi

belirlenerek olas1 oral-oral bulas yolu tartisilacaktir.



1. GENEL BIiLGIiLER

1.1. Tarihge

Gastrik Helikobakterler insan ve g¢esitli hayvan tiirlerinin sindirim
sistemlerinde bulunabilen ve midede yangisal degisikliklere neden olabilen, spiral
veya kokoid formda mikroorganizmalardir (Meining ve ark 1998). insanlik tarihinin
en eski refakatgisi oldugu diisiiniilen Gastrik Helikobakterlerin ilk farkina varilmasi
1875’lerde  Alman anatomistler tarafindan gergeklestirilmis, mide mukus
tabakalarinda spiral bakterilere rastlanmig, ancak bu bakterilerin in vitro ortamda
tiretilmesi basarilamadigindan bu bakteriler hakkindaki bilgiler sinirli kalmigtir
(Lynch 2016).

Gastrik Helikobakterler, 19. yiizyihin baslarindan beri insan midesinin
salgilarinda daha Onceden goriilmiis olmasina ragmen midede meydana gelen
yangisal degisikliklerle olan iliskileri 1982 yilinda anlasilabilmistir (Weyden ve ark.
2005). Gastrik Helikobakterler insanlarin mide mukozasinda kolonize olan, peptik
tilser, gastrit ve gastrik kanserle iligskilendirilen bakterilerdir (Toyoda ve ark. 2014).
Bilim insanlar1, H. pylori’nin peptik iilserden sorumlu oldugunu kesfettikleri zaman
insan midesinin mikrobiyolojisi ve patolojisi daha iyi anlasilabilmistir. Daha onceleri
mide ortaminin asidik olmasi nedeniyle steril kabul edilerek gastrit ve mide iilserinin
midedeki asir1 asit salgilanmasiyla alakali oldugu diistiniilmekte ve bunun tedavisinin
midedeki asit salgisinin indirgenmesiyle diizeltilebilecegi savunulmaktaydi (Meuler
2011). Bu bakterilerin dnemine dikkat ¢eken diger bilgiler 1970°1i yillarin sonlarina
dogru Avustralya’li bir patolog olan Robin Warren tarafindan verilmis ve bakteri (H.
pylori) ilk kez 1982 yilinda Warren ve Marsall tarafindan iiretilebilmistir. Uretilen bu
spiral bakterilerin, ¢ok daha uzun zaman 6nce italyan bir patolojist olan Giulio
Bizzozero tarafindan kopeklerin midesinde de belirlenmis oldugunun farkina

varilmistir (Park ve ark. 2003, Marshall 2005).

Daha once Polonya’li klinik arastirmaci Dr. W. Jaworski insan mide

stvisindan bu bakterileri tanimlamig olsa da sonraki yillarda bir¢ok aragtirmaci da



insan midesinde spiral bakterilerin varligin1 belirlemis (Konturek 2003), ancak bu
bakterilerin cerrahide kullanilan ekipmanlar tarafindan bulastigin1 diistinmiislerdir.
1970’lerin baslangicinda fiber optik endoskopinin kullanilmasiyla arastirmacilar
insan midesinde Gram negatif basil bakterileri rapor etmis ve iilserli hastalarin
%80’inde goriildiigiinii belirtmislerdir (Meuler 2011).

Gastrik Helikobakterlerden invitro kosullarda Marshall ve Warren tarafindan
ilk dretileni H. pylori’dir. Bu bakteriye ait ilk bulgular Marshall ve Warren
tarafindan 1984 yilinda “Lancet” dergisinde yaymlanmistir (Marshall ve Warren
1984). Warren ve Marhall bu alandaki ¢alismalarindan dolayr 2005 yilinda Nobel
odiiliinii almislardir. Ik baslarda H. pylori yapisal olarak Campylobacter jejuni’ye
benzediginden dolay1 C. pylori olarak adlandirilmig ve Campylobacter cinsine dahil
edilmistir. Daha sonra yapilan molekiiler ¢alismalarla bu bakterinin Campylobacter
cinsine ait olmadig1 ortaya konulmus ve helikal yapisindan dolayr bu bakteri
“Helicobacter” olarak adlandirilip yeni bir cins igersinde ele alinmistir (Balcilar
2009).

1.2. Siiflandirma ve Morfoloji

Helicobacter tiirleri insan ve ¢ogu hayvan tiirlerinin mide, barsak ve nadir de
olsa karacigerinde kolonize olabilen mikroorganizmalardir (Maurer ve ark. 2005).
Helikobakterler genellikle enterohepatik ve gastrik olmak iizere iki grup altinda
sinflandirilirlar. Gastrik Helikobakterler, insan, kedi, kdpek, buzagi, ¢ita, maymun,
dag gelincigi, balina ve yunus baliklarinin midelerinde kolonize olurken
Enterohepatik Helikobakterlerin ise ¢ogunlukla, fare, rat ve hamsterlerin intestinal
mukozasi ile karacigerlerinde kolonize oldugu belirtilmistir (Coldham ve ark. 2011,
Fox ve ark. 1994).

Helikobakterler ayr1 cins altinda siniflandirildigindan beri gerek enterohepatik
ve gerekse gastrik yaklagik 23 tiirii belirlenmis ancak bazi tiir isimleri heniiz
gegerlilik kazanmamustir. Gastrik Helikobakter tiirlerinin bulundukari hayvan tiiri,

yerlestikleri organ ve olusturdugu hastaliklar Tablo 1’de gosterilmistir.



Tablo 1. Gastrik Helicobacter tiirlerinin bulunduklar1 hayvan tiirii, yerlestikleri organ ve

olugturduklar hastaliklar (Bento-Miranda ve Figueiredo 2014).

Gastrik Helikobakter Bulunduklari Canh Yerlestigi Olusturdugu
Tiirleri Tiirii Organ Hastaliklar
H. pylori Insan, Kedi Mide Gastritis, Peptik- Duodenal
; Ulser
H. felis Kedi, Kopek, Insan Mide Gastritis
H. heilmannii Kedi, Kopek, Insan, Mide Gastritis
Primat, Tilki, Vasak
H. mustelae Dag Gelincigi, Sansar Mide Gastritis
H. acinonyx Cita Mide Gastritis
H. nemestrinae Makak Mide Kommensal
H. suis Domuz ve insan dist Mide Gastritis
primatlar
H. bizzozernii Kedi, Kopek, Tilki, Mide Gastritis
Vasak
H. salomonis Kedi, Kopek, Tavsan Mide Gastritis

1.2.1. Helicobacter pylori

Gram- negatif, S sekilli veya kavisli basil goriiniimlii, 0.5-0.9 um eninde 2-4
um boyunda olan bakterilerdir. Kanli agarda yapilan kiiltirde spiral sekilli H.
pylori’nin diiz basil formunda daha az goriildiigii rapor edilmistir. Hiicreler, bazi
kiiltiirlerden hazirlanan preperatlarda hareketsiz gorlinmesine ragmen aktif
hareketlidir. H. pylori’nin kiiltiir ve in vivo kosullarda, V, kivrimli ya da U seklinde
goriildiigii de rapor edilmistir. H. pylori’nin kanli agarda yapilan ilk kiiltiiriinde
37°C’de genellikle 3-5 giinde 1-2 mm c¢apinda yari saydam seffaf ya da gri
goriiniimlii koloniler goriiliir. Kanli agarda gri koloniler ¢evresinde hafif hemoliz
olustururlar. H. pylori 2.0 um eninde 4.0 um boyunda, 4-5 adet flagellaya sahip olup
flagella bakterinin bir kutbunda toplanmistir (Jiang ve ark. 1996).

Daha eski kiiltiirlerde, H. pylori morfolojik olarak basil formdan kokoid
forma dontigerek kiiltiire edilebilme 6zelligini biiyiik 6lglide kaybeder. H. pylori’nin
bu dormant formu c¢evresel etkilere ve sicakliga karsi gevresel adaptasyonda

olusturdugu bir tepkidir (Owen 1998).



Tablo 2. Gastrik Helikobakter tiirlerinin morfolojik yapisi1 (Owen 1998).

Tiirler  Hiicre Periplazmik Flagella Flagella Flagellar
Boyutu (um) fibril sayisi Konumu Kihf
H. pylori 2.0-4.0 - 4-5 Polar +
H. acinonyx 2.0-5.0 - 2-5 Polar +
H. mustelae 2.0-5.0 - 4-8 Peritrik +
H. nemetsrinae 2.0-5.0 - 4-8 Polar Kesinlegsmemis
H. suis 1.5-5.2 - >6 Bipolar +
H. heilmannii 3.5-7.5 - 12 Bipolar +
H. felis 5.0-7.5 A 14-20 Bipolar +
H. bizzozernii 5.0-10.0 - 10-20 Bipolar +

1.2.2. Helicobacter heilmannii

Insanlarda kronik gastrite neden olan H. heilmannii ilk olarak
“Gastropirillum hominis” olarak isimlendirilmis ve bircok kaynakta kiiltiire
edilemedigi rapor edilsede az sayida bilimsel makalede kiiltiire edilebildigi rapor
edilmistir. H. heilmannii morfolojik olarak helikal yapiya sahip, 3.5-7.5 pm
uzunlugunda ve 0.9 pm ¢apindadir. 28 nanometre ¢apinda 12 adet flagelleya sahip
olup flagella bipolar konumlanmistir (Manno ve ark. 2005). H. heilmannii’nin kanl
agar besi yerinde koloni morfolojisi yoniinden tipik H. pylori ile ayni oldugu
belirtilmistir (Fawcett ve ark 1999).



Sekil 1. H. heilmannii elektron mikroskop goriintiisii (Norris ve ark. 1999).

1.2.3. Helicobacter felis

Helikal bigimli bu Gastrik Helikobakter tiirii kedi, kopek ve insanlarin
midelerinde kolonize olabilmektedir. H. felis kompleks bir helikal yapiya sahip olup
her bir hiicre iki kutbunda 14-20 adet flagellaya sahiptir. Hiicre yapisinin bir ¢ift
periplazmik fibrille sarili sekliyle karakterize oldugu bildirilmistir. H. pylori’den
daha az ya da daha fazla helikal bir yapiya sahiptir. Morfolojik olarak H.
heilmannii’ye benzese de periplazmik fibril yapisiyla H. heilmannii’ den ayrilir
(Owen 1998). Gastrik Helikobakter tiirlerinin morfolojik yapisi Tablo 2’de ve H.
felis, H. pylori ve H. heilmanii’nin elektron mikroskobik goriintiisii Sekil 1 ve Sekil

2’ de gosterilmistir.



Sekil 2. a H. pylorii b. H. felisin elektron  mikroskobu  gériintiisii

(www.endoscopiaveterinaria.com.br).

1.3.1. Gastrik Helikobakterlerin Epidemiyolojisi

Helicobacter pylori’nin diinya insan niifusunun yaklasik yarisini infekte ettigi
ancak bu oranin cografya, sosyo-ekonomik faktorler, iilkelerin gelismislik durumu,
yas ve etnisiteye gore degiskenlik gosterdigi bildirilmistir (Malaty ve Graham 1994,
Hunt ve ark. 2011). Genel olarak H. pylori’nin gelismis tilkelerdeki prevalansinin
gelismekte olan iilkelerdeki prevalansina oranla daha diisiik oldugu, 6rnegin Cin’de
yasayan insanlarda Avusturalya’da yasayan insanlara nazaran prevalansin daha
yiksek oldugu belirtilmistir (Mitchel 2001). Gastrik Helikobakterlerden H. pylori
insanda kolonize olabilen en yaygin patojen olarak ifade edilmekle birlikte diger
Gastrik Helikobakterlerin de insanlarda gastrik hastaliklara yol agabildigi 6zellikle
H. heilmannii’nin zoonotik karakter tasidigi ve dogal olarak kedi ve kopeklerin
midesinde kolonize olabildigi vurgulanmistir (Joosten ve ark. 2016). Avrupa’nin
giiney {ilkelerinde H. pylori prevalansinin kuzey ve dogu iilkelerine oranla daha
diisiik oldugu rapor edilmistir. Hollanda’da Avrupali olmayan gé¢menler ¢aligmaya
dahil edilmeyerek 1500 farkli bolgelerden olan ve rastgele secilmis kan vericisine ait

orneklerde H. pylori infeksiyonunun prevalansi ve CagA antijen varlig1 arastirilmig


http://www.endoscopiaveterinaria.com.br/

ve degerlerin sirasiyla %32 ve %28 oldugu tespit edilmistir. Dogu Avrupa ile
Tiirkiye arasinda da benzer bir durumun oldugu ve H. pylori infeksiyonunun
prevalansinin {ilkemizde hayli yiiksek bulundugu (%82.5) bilinmektedir. H.
pylori’nin kedilerin midesinde de kolonize olabildigi ancak bulunma oranmin diger

Gastrik Helikobakterlere oranla ¢ok diisiik oldugu bildirilmistir (Goh ve ark. 2011).

Gastrik Helikobakter tiirleri igerisinde en ¢ok H. pylori insan midesinde
kolonize olarak gastrit, kronik {ilser ve mide kanserine sebep olabilen yaygin
patojenlerden biridir (Alm ve ark. 1999, Josteen ve ark. 2016, Simpson ve ark. 2000,
Fallone ve ark. 2016). Son zamanlarda yapilan ¢alismalarda H. pylori disinda diger
Gastrik Helikobakter tiirlerinin de insanlar1 infekte edebildigi ve H. pylori’ye benzer
sekilde hastaliklara yol agabildigi bildirilmis (Haesebrouck ve ark. 2009), 6zellikle
H. felis ve H. heillmannii’nin kedi, kopek ve insanlarin midesinden izole ve
identifiye edilmesiyle bu tiirlerin zoonotik olup olmadig1 ¢esitli bilimsel makalelerde
tartigtlmistir (Okiyama ve ark 2005, Fox 2002). H. felis’in infeksiyon insidansinin
genel olarak insanlarda diisik olmasina ragmen, Avrupa’lilarda PCR yontemi
kullanilarak yapilan bir ¢alismada bu oranin %8.9 oraninda oldugu bildirilmistir
(Fritz ve ark. 2006). Rasmussen ve ark. (2012), 62 yetiskin dispepsili hastanin (27
erkek 35 kadin) salya, dental plak ve mide antral biyopsi orneklerinin histolojik
olarak ve PCR ile degerlendirilmesi sonucu, histolojik muayene ile hastalarin
%72.6’sinin Kronik gastritli, %27.4’tiniin normal gastrik mukozaya sahip oldugu
belirlenirken, PCR ile 62 dental plak 6rneginin 29’u, salya 6rneklerinin ise 26’sinin
H. pylori pozitif bulundugunu ve H. pylori nin oral boslukta kolonize olabilecegini
belirtmis, mide ile ilgili rahatsizliklarla H. pylori’nin oral boslukta kolonize olmasi
arasinda bir iligki olabilecegini vurgulamiglardir. Midenin kronik Helikobakter
infeksiyonlarinin gastro-duadenal hastaliklarin gelismesinde biiyiik bir risk teskil
ettigi anlagilmistir. Cin’in kirsal kesiminde 5-6 yas arasindaki ¢ocuklarda yapilan
calismada H. pylori ile infeksiyon orani yaklasik %70 bulunmus ve infeksiyonun
cogunlukla bu yas arasi meydana geldigi rapor edilmistir. Gelismis iilkelerde,
yetigkin insanlarda yillik serokonversiyon oranmin gelismemis iilkelere oranla daha
az gerceklestigi ve yaklasik %0.2-1.0 oraninda oldugu rapor edilmistir (Brown
2000).
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Gastrik  Helikobakterlerin  ¢esitli hayvanlarin  gastrik mukozasindaki
kolonizasyonu siklikla arastirilmig, H. pylori’nin aksine H. heilmannii’nin dogal
olarak kedi ve kopeklerin midelerinde daha fazla kolonize oldugu bildirilmistir. Mide
biyopsi Orneklerinden yapilan ¢alismalarda H. heilmannii’nin klinik belirti gésteren
kedi ve kdpeklerde bulunma oranmin %90-100 arasinda oldugu belirtilirken, klinik
belirti gostermeyen kedilerde bu oranin %57-100 arasinda oldugu bildirilmistir
(Handt ve ark. 1994). Gastrik Helikobakter tiirlerinden H. heilmannii’nin insanlarda
cesitli gastrik hastalik tiplerinden sorumlu oldugu ancak insan mide biyopsilerinden
yapilan caligmalarda, insan midesinde %0.2-2.4 oranlar1 arasinda bulundugu rapor
edilmistir (Van den Bulck ve ark. 2005). Kedi veya kopek besleyen 12-39 yas arasi
dispepsili 250 hastadan alinan biyopsi 6rneklerinin PCR ile degerlendirilmesi sonucu
hastalarin  167°sinde Gastrik Helikobakter DNA’simin varligi rapor edilmistir
(Yakoob ve ark. 2012).

Saglikli kedilerin mide biyopsi 6rneklerinden yapilan ¢aligmalarda H. felis’in
bulunma oranmin ¢ok diisiik oldugu (%1-2) bildirilmistir (Norris ve ark. 1999).
Isvigre’de yapilan bir calismada kedilerin mide biyopsi &reklerinde Gastrik
Helikobakter tiirlerinden sadece H. heilmannii’nin identifiye edildigi bildirilmistir
(Nieger ve Simpson 2000). Gastrik Helikobakter tiirlerinin arastirildigi diger bir
caligma ise USA’da gergeklestirilmistir. Bu amagla 36 kedi midesinden alinan
biyopsi orneklerinin PCR yontemi ile arastirilmasi sonucu 6rneklerden 18/36 H.
heilmannii, 6/36 H. felis, 2/36 H. bizzozeronii identifiye edildigi geri kalan 10
kediden ise Kklasifiye edilemeyen Gastrik Helikobakter tiirlerinin belirlendigi
bildirilmistir (Nieger ve Simpson 2006).

Sagliklikli kedilerin mide biyopsi drneklerinden 16S rRNA genini hedef alan
primerler kullanilarak yapilan PCR bulgularinda Gastrik Helikobakterlerin bulunma
oraninin %41-100 oldugu, klinik belirti gosteren kedilerde ise bu oranin %57-100
oldugu belirtilmistir (Khosnegah ve ark. 2008).
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1.3.2. Gastrik Helikobakterlerin Bulasma Yollari

Gastrik Helikobakter tiirlerinin bulagma yollar1 heniiz tam olarak
anlasilamamakla beraber (van Duynhoven ve de Jonge 2001), en yaygin kabul géren
bulagma yollari, oral-oral, fekal-oral ve gastrik-oral yol olarak ortaya konmaktadir.
Ancak son zamanlarda giderek artan sayida bilimsel makalede H. pylori’ nin, gida ve
evcil hayvanlar gibi dis gevreden de izolasyonu-identifikasyonu rapor edilmektedir.
Baz1 epidemiyolojik ¢alismalar H. pylori’nin kaynagmin igme sulari olup olmadigini
veya igme sulariyla olan iligkisini tartigmistir (Guimaraes ve ark. 2014, Adams ve ark
2003).

Birgok c¢alismada bu bakterilerin baglica bulagma yollarinin ¢evresel
kaynaklardan daha ¢ok bireyler arasi oldugu diisiiniilmektedir. Ebeveynler arasi
bulasmanin daha sik oldugu rapor edilmekle beraber ayni evde yasayan yakin
akrabalar arasinda bulasmanin oldugu da rapor edilmistir (Leonardo ve ark. 2014).
Osaki ve ark. (2015), yaptiklari bir c¢alismada ¢ocuklu ii¢ aileden alinan digki
orneklerinin PCR yontemiyle arastirtlmasu sonucu H. pylori’nin aile i¢i ve anneden
¢ocuga bulasma oranmin enaz {igte iki oraninda oldugunu belirtmislerdir. Urita ve
ark. (2013), Japonya’da geleneksel aile yapisiyla yasayan 838 ¢ocuk iizerinde yaptigi
arastirmada H. pylori varliginin 101 ¢ocukta pozitif oldugunu (%12.1) belirtilmisler
ve bulagmanin ¢ocuklarin anne ve bilyiik annelerinden kaynaklandigin1 ancak baba
ya da biiylik babalarindan bulasmanin olmadigini ifade etmislerdir. Bulagsmanin
sebebinin ¢ocuklarin ebeynleri uzaktayken giinlik bakimimin biiyiik anneleri
tarafindan {istlenilmesi ve cocuklarin yemeklerini kontrol amaciyla ayni kasigi

kullanmasi lizerinde vurgu yapilmustir.

Gastrik Helikobakter tiirlerinin farkli hayvan tiirlerine karsi degisik affinite
gosterdikleri belirtilmis olup H. pylori’nin, kedi ve insanlarin midelerinde, H.
felis’in, kedi, kopek ve insanlarin midelerinde, H. heilmannii’nin ise kedi, kopek,
insan, tilki ve vasaklarin midelerinde kolonize olabildigi ¢esitli bilimsel makalelerde

gosterilmis olup bu tiirlerin zoonotik risk teskil edebilecegi de tartisilmistir (Jalava ve
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ark. 2001). Ayrica Helicobacter accinonyx’in ¢italarda, Helicobacter mustelae’nin

gelinciklerde gastrit ve gastrik {ilsere yol ag¢tig1 bildirilmistir (Simpson ve ark. 2000).

Bazi bilimsel c¢alismalarda diskidan H. pylori’nin kiltire edildigi
belirtilmesine ragmen bir¢ok arastirmada ise digkidan kiiltiiriin olduk¢a gii¢ oldugu,
PCR teknigi ile dahi digkidan Helikobakter tiirlerinin identifikasyonunun her zaman
basaril1 olamadigi ve bunun sebebinin digkida PCR’1 etkileyen inhibitorlerin varlig
olabilecegi belirtilmistir. Gastrik Helikobakter tiirlerinin az sayida da olsa diskidan
kiiltir, PCR ve diger tekniklerle varligimmin ortaya konmasmin fekal-oral bulasi
muhtemel kilabilecegi tizerine vurgu yapilmistir (Megraud ve Broutet 2000). Griibel
ve ark. (1997), 100 sinek {izerinde yaptig1 deneysel ¢alismada sineklerin eksternal
yiizeyinden H. pylori kiiltiire ettiklerini belirtmis, sineklerin H. pylori’nin vektori
olabileceginin ve bunun muhtemel fekal-oral bulasi destekledigi iizerinde
durmusglardir. Ancak Ossato ve ark. (1998), ise H. pylori ile infekte insanlarin
diskisina kondugu bilinen 40 grup sinekten yapilan izolasyon caligmasi sonucunda
higbir sinekten H. pylori kiiltiire edilemedigini bu nedenle sineklerin H. pylori
bulasinda bir vektor ya da infeksiyon kaynagi olamayacagini bildirmislerdir. Gasrtrik
Helikobakterlerin fekal-oral bulas yolunun halen tartisilmakta oldugu ancak salya ya
da dental plak Orneklerinden Gastrik Helikobakterlerin kiiltiire edilebilmesinin
muhtemel oral-oral bulas yolunu destekledigi bildirilmistir (Megraud ve Broutet
2000).

1.4.1. Virulans Faktorleri

Gastrik Helikobakterler c¢esitli hayvanlarin midelerine kolonize olmakta
yiiksek bir yetenege sahiptir. Bu bakterilerin gasrit, kronik gastrit, mide kanseri ve
tilser gibi bir¢ok hastaliga yol agtig1 bilimsel ¢alismalarla ortaya konmustur (Beckert
ve ark. 2011). Gastrik Helikobakterlerin virulans faktorleri; kolonizasyon faktorleri

ve doku hasarina yol agan faktorler olmak iizere iki gruba ayrilir (Kara 2008).
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1.4.1.1. Kolonizasyondan Sorumlu Faktorler
Gastrik Helikobakterlerin kolonizasyondan sorumlu faktorleri; flagella, lireaz ve

adhezyondan sorumlu faktorler olarak siniflandirilmaktadir (Balcilar 2009).

1.4.1.1.1. Flagella

Gastrik Helikobakter tiirlerinde flagella varligi kolonizasyonda onemli bir
yere sahiptir. Bu bakteriler kivrimli morfolojisi ve flagella yardimiyla midenin
mukus tabakasinda kolayca hareket edebilmektedir. H. pylori hareket ve mide
mukozasinda siirekli kolonize olmasini saglayan flaA ve flaB genleri tarafindan

kodlanan iki flagellin proteinine sahiptir (Cellini ve Donelli 2016).

Hayvan modellerinde yapilan farkli deneysel ¢aligmalar, Gastrik Helikobakter
tiirlerinin flagellar motilitesinin midenin mukozasindaki kolonizasyonu i¢in énemli
oldugunu goéstermistir. H. pylori’nin, iire, aminoasit ve bikarbonata kars1 hareketine
ilaveten diisiik pH’tan uzaklasmasinin da midede kolonize olabilmesi igin 6nemli
oldugu bilinmektedir. Flagella hareketinin pH derecesine duyarli oldugu ve pH’in
4.1’in altinda oldugu durumlarda flagellar hareketin durdugu belirtilmistir (O’Toole
ve Lane 2000).

1.4.1.1.2. Ureaz

Gastrik Helikobakter tiirlerinin iireaz aktivitesi onemli bir virulans faktoridiir.
Midede kolonize olabilmek ve iireyi amonyaga doniistlirebilmek i¢in iki subiiniteden
oOlusan (iireaz A ve iireaz B) bir gen familyasina sahiptir. Aside direngli olmayan
Gastrik Helikobakterler sahip olduklari lireaz enzimi sayesinde iireyi pargalayarak
amonyak olustururlar ve olusan notr ortam ¢esitli hayvanlarin midesinde yasamasina
olanak saglar. Gastrik Helikobakterlerin iireaz aktivitesi Sekil 3’te gosterilmistir.
Ureaz aktivitesi sonucu agiga ¢ikan amonyak mide mukozasindaki hiicreler arasi
baglar1 kopararak mide mukozasinin hasar gormesine sebep olur. Gastrik
Helikobakterlerin iireaz ekpresyonu ve enzim aktivitesi, ¢evresel pH ve kofaktor

olarak kullanilan nikele bagli karmasik bir yapiya sahiptir (Belzer ve ark. 2005).
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CO2(NH2)2+ H20 - NH3+ HCO2NH2 - NH3 + (02

Sekil 3. Gastrik Helikobakterlerin iireaz aktivitesi

Gastrik Helikobakter tiirlerinden H. pylori kuvvetli bir {ireaz aktivitesine
sahiptir ve iireaz lretiminin bakterinin sahip oldugu iireaz ihtiva eden proteinlerin
%10’undan fazla oldugu tahmin edilmektedir. Aktif iireaz, alti UreA, alt1 UreB ve
kofaktoér olarak oniki Ni*® iyonu icerir. 27-kDa ve 62-kDa iireaz subiiniteleri
sirastyla UreA ve UreB genleri tarafindan kodlanir ve bunlart UrelEFG operon
kodlayic1 yardimer proteinler izler. UreEFGH yardimeir proteinleri iire
aktivasyonuyla iliskiliyken Urel proteinleri asit aktivasyonu ve iire transportuyla
iliskilidir (van Vliet ve ark. 2002). Gastrik Helikobakterlerin iireaz aktivitesi Sekil

3’te gosterilmistir.

1.4.1.1.3. Adhezyon Saglayic1 Faktorler

Gastrik Helikobakterler diger bir¢ok patojen gibi hiicre ya da dokuya 6zgii
tropizm gosterir. Bu bakterilerden H. pylori mide mukozasina tutunabilmek igin en
az 5 farkli adhezin kullanir. Bu adhezinlerden HpsSA, dis membran proteinleri ve
flagella kilifindan identifiye edilmistir. Son yapilan arastirmalarda H. pylori’nin dis
membran yapisinda adhezyon faaliyetinden sorumlu 20 farkl: lipoproteinin identifiye
edildigi belirtilmistir. Dig membran proteinlerinde yer alan Lewis doku- kan grubu
antijenleri ve bu antijenlere yakin olan diger antijenlerin de adhezin olarak rol

alabildigi belirtilmistir (Tomb ve ark. 1997).

1.4.1.2. Doku Hasarindan Sorumlu Faktorler

Helicobacter pylori’nin insan midesinde kolonize olabildigi ve midede ¢esitli
doku hasarlarina yol acabildigi yapilan bilimsel arastirmalarda gosterilmekle beraber
Gastrik Helikobakterlerin diger tiirlerinin de hem insan hem de ¢esitli hayvanlarin
midelerinde kolonize olabildigi, gastrit, iilser, peptik ve doudenal tilser ve MALT
lenfomaya neden olabildigi belirtilmistir. Gastrik Helikobakterlerin doku hasarindan

sorumlu birgok virulans faktorii bulunmaktadir. Doku hasarindan sorumlu virulans
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faktorlerin en 6nemlileri; tiyoredoksin, gen A iliskili sitotoksin (CagA), vakuolize
edici sitotoksin (VacA) gibi toksinler ve dis yangi proteini (0ipA) ve epitel indiiklii
protein (iceA)’dir (Torkan ve Shahreza 2016).

1.4.1.2.1. Gen A Tliskili Sitotoksin (CagA)

Gen A iligkili sitotoksin (CagA), patojenik ada genleri tarafindan kodlanan bir
proteindir (Censini ve ark. 1996). CagA patojenik ada geninin son segmenti
tarafindan kodlanan ve 120-140 kDA biiyiikliiglinde olup en iyi bilinen virulans
faktorlerden birisidir. H. pylori suslarinin yaklasik %70’inde CagA proteininin
tiretildigi ancak bu oranin cografik bolegelere gore degiskenlik gosterdigi
bildirilmistir. Japonya, Kuzey Kore ve Cin gibi Dogu Asya iilkelerinde bu oranin
%90-95 oldugu bildirilirken, Ingiltere, Avusturalya ve A.B.D.’de bu oranin %40
larda oldugu bildirilmistir. CagA konaker hiicresine salindiginda hiicrelerin baglanma
yerlerindeki proteinlerin fosforilasyonuna neden olur. CagA proteininin varligi gesitli
hastalik formlariyla iligkilendirimektedir. H. pylori ile enfekte olmus mide kanserli
hastalardan izole edilen H. pylori suslarinin %50°sinden fazlasinin CagA proteini
ihtiva ettikleri bildirilmistir. Mogolistan gerbillerinde yapilan in vivo ¢aligmalarda 12
haftada gastrik kanserin gelistigi de bildirilmistir (Jones ve ark. 2010).

1.4.1.2.2. Lipopolisakkaritler

Lipopolisakkaritler (LPS), Gram negatif bakterilerin patojenitesinden sorumlu
dis membranin majér komponentlerindendir. Endotoksin olarak gii¢lii bir
enflamatuar indiikleyici oldugu bildirilmistir. Gastrik Helikobakterlerde LPS’lerin
endotoksin aktivitesi diger Gram-negatif bakterilerden ¢ok daha diisiiktlir. Diger
Gram negatif bakterilere benzer sekilde Gastrik Helikobakterlerin LPS’leri, lipit A,
oligosakkarit ve O-polisakkarit olmak iizere ii¢ bolgeden olusur. Zayif endotoksik

aktivite lipit A oraninin kimyasal yapisindan kaynaklanir (Yokota ve ark.2011).

Helicobacter pylorinin igerdigi Lewis antijenleri insan hiicreleri tarafindan

tiretilen glikan yapiyi taklit eder (Appelmelk ve ark. 1996) Lewis antijenlerinin insan
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dendritik hiicreleriyle etkilesimi bakterinin kamuflajin1 saglayarak konak midesinde
yagamasina olanak saglar. H. pylori’nin LPS’leri immiin sistemden kagista ve ¢apraz
reaksiyon veren antikorlarin iiretimiyle otoimmiinitenin baslatilmasinda rol oynarlar.
LPS’lerde ki O-polisakkaritlerde Lewis-x ve Lewis-y antijen varliginin, daha gii¢lii

mide yangisal hastaliklariyla iliskili oldugu belirtilmistir (Hug ve ark. 2010).

1.4.1.2.3. Lokosit Aktive Edici Faktorler

Gastrik  Helikobakter tiirlerinden H. pylori infeksiyonu insan mide
mukozasinda nétrofil ve monositleri indiikler. Bakterinin hiicre duvarinda LPS’
haricinde bulunan subkemotaktik protein ve immunolojik aktif porinler sayesinde
monosit ve noétrofiller aktive olurlar (Saritas 2009). H. pylori nétrofil aktive edici
proteininin (HP-NAP) gercekte nétrofilleri aktive edici bir protein olarak identifiye
edilmis olmas1 yani sira son ¢alismalarda bakteri DNA’sin1 hasardan koruyucu bir rol

de tistlendigi rapor edilmistir (Fu 2014).

1.4.1.2.4. Vakuolize Edici Sitotoksin (VacA)

VacA sitotoksini H. pylori’de VacA geni tarafindan ftiretilen, konakg1 epitel
hiicrelerinde vakuolizasyon ve hiicre Oliimlerine neden olan Onemli virulans
faktorlerden biridir. VacA toksini tireten H. pylori suslariyla gastrit olusumu arasinda
korrelasyon oldugu bildirilmistir. VacA’nin immunsupresif aktivitesi B ve T-

hiicrelerinin aktivasyon ve proliferasyonunu inhibe eder (Kim ve ark. 2007).

Yapilan ¢alismalarda H. pylori’nin tiim suslarinin VacA genine sahip ve agik
okuma alanlarinin (open reading frame, ORF) bozulmamis oldugu gosterilmistir. H.
pylori suslarinin ¢gogunda yapilan filogenetik ¢alismalarda VacA allellerinin cografik
bolgelere gore degiskenlik gosterdigi bildirilmistir (Gangwer ve ark. 2010). VacA
gastrtik epitel hiicre kiiltlirtine eklendiginde hiicre otofajini indiikledigi ancak bu
olgunun membran kanallarin formuna bagl oldugu bildirilmistir. VacA toksini epitel
hiicre kiiltiiriine eklendiginde, klorid, iire, bikarbonat gibi anyonlarin ve diger kiiciik

molekiillerin ekstraseliiler boslukta saliniminin gozlendigi ve plazma membran
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permeabilitesini arttirdig1 belirtilmistir. VacA toksini iizerine yapilan hayvansal
deneylerde, VacA toksininin kolonizasyon igin gerekli olmadigi halde mutant H.
pylori suslariin domuz ve farelerin de midesinde kolonize olabildigi belirtilmistir.
VacA’nin insan midesinde {ilserasyonu yiikselttigi ve hastalik siddetini artirdigi

belirtilmistir (Foegedingve ark. 2016).

Gastrik Helikobakterlerde virulans faktorleri tiirlere gore degisebildigi gibi
ayn tiiriin farkli suslarinda da degiskenlik gosterebilir. H. heilmannii’nin farkli
suslarinda yapilan deneysel arastirmalarda, diger Gastrik Helikobakterlerde bulunan
gibi bir VacA’nin olmadigi ancak VacA’ya benzer yapilart barindirdigi ve bunun da
Gastrik Helikobakter tiirlerinin mide mukozasinda meydana getirdigi farkli hastalik
siddetini agikladig: belirtilmistir (Joosten ve ark. 2016).

1.4.1.2.5. Tiyoredoksin

Tiyoredoksin diisiik molekiiler kiitleli bir protein olup ¢esitli doku ve canli
tirlerinde bulunur. Memelilerde Tiyoredoksin’nin, Trx1, Trx2 ve spTrx olmak tizere
ti¢ farkli formunun tanimlandigr bildirilmistir (Hashemy 2011). Gastrik
Helikobekterler (H. pylori ve H. felis) sahip oldugu thioredoxin enzimi sayesinde
proteinlerdeki disiilfit baglar1 kopararak denatiire eder. Tiyoredoksin sayesinde H.
pylori, mukus tabakasi i¢ersindeki musinleri ve konakta sekrete edilen spesifik ve
nonspesifik Ig’leri (IgA, IgG ve IgM) denatiire ederek immun savunmadan
korunurlar. Yapilan bilimsel arastirmalarda, Tiyoredoksinl’in (Trx1) cesitli
enflamatuar sartlar1 indiikledigini ve sitoprotektif bir yapr gosterdigi belirtilmistir.
Fareler lizerinde yapilan c¢alismalarda Trx1’in asirt expresyonu sonucu H. felis’in,
oksidatif stres ve notrofillerin kemotaksisini inhibe ederek gastriti indikledigi
belirtilmistir (Kawasaki 2005).

1.4. Biyokimyasal Ozellikleri

Ik olarak H. pylori’nin kiiltiire edilmesiyle, bu bakterinin gesitli enzimatik

faaliyetleri arastilmis ve bu faaliyetler daha sonra Gastrik Helikobakterlerin tanisinda
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kullanilmistir. Gastrik Helikobakterler karbonhidratlar1 oksidatif ve fermantatif yolla
par¢alayamaz. indol formasyonu ve nitrat rediiksiyonu negatiftir (Polat ve Koksoy
2015). Gastrik Helikobakterler gii¢lii bir tlireaz, oksidaz ve katalaz aktivitesine sahip
olup; tireaz, oksidaz ve Kkatalaz pozitiftir. Alkalen fosfataz, asit fosfataz ve
glutamiltrans peptidaz faaliyetleri pozitif olan H. pylori’nin esteraz, fosfohidrolaz ve
l6sinarilamidaz aktivitesine gore 4 farkli biyotipin oldugu belirtilmistir (Ang-

Kiiciiker ve Ozmutlu 1992).

1.5. Kiiltiirel Ozellikleri ve Antibiyotik Duyarhhklari

Gastrik Helikobakterler uygunsuz ¢evre kosullarina duyarli olup oda
sicakliginda canliligini ¢abuk kaybederler (Tomb ve ark. 1997). Bu nedenle Gastrik
Helikobakterlerin ¢evrenin uygunsuz kosullarindan korunmas: ve kiiltiirlerinin
yapilabilmesi i¢in en kisa zamanda laboratuvara ulastirilmas: ve hizla ekimlerinin
yapilmas: gerekmektedir. Gastrik Helikobakter tiirlerinin kiiltiire edilmesinin iki
biiylik avantaji vardir. Birincisi antimikrobiyal duyarlilik testlerine olanak vermesi,
ikincisi kiiltiire edilen tiirlerin detayli bir sekilde tiirlerin tanimlanmasina olanak
vermesidir (Miftahussurur ve Yamaoka 2016). Gastrik Helikobakter tiirleri invitro
kosullarda ¢ok yavas iireyen, mikroaerofilik bakterilerdir. ilk kiiltiirde optimum
gelisime ulagmalar1 ortalama 5-7 giin siirebilir. Sonraki pasajlarda optimal gelisim 1-
2 giinde gerceklesir (Thomas ve Blanchard 2006). Ilk kiiltiirlerinde oksijene
Campylobacter tiirlerinden daha az toleranshidir, gelisimleri igin %3 ile %7 arasinda
oksijene ihtiya¢ duyarlar. H. pylori mikroaerobik kit iceren ya da standart
mikroaerobik kosullarda iireyebilmektedir. Bircok ¢alismada Gastrik Helikobakterler
icin ireme ortamlarinda %2 ile %5 arasinda oksijen kullanilmistir. Gastrik
Helikobakter tiirlerinin farkli besi yerlerinde farkli sekilde gelisme gosterdigi ancak
farkli atmosfer kosullarinda tiremesiyle ilgili sistematik bir calismanin olmadigi
bildirilmistir (Mobley ve ark 2001). H. pylori’nin kiiltiirii igin ticari olarak satilan
selektif veya nonselektif besi yerlerinin kullanilabilecegi ve ¢oklu besiyerinin
kullanilmasinin sensitiviteyi arttirabilecegi belirtilmistir. Tim Gastrik Helikobakter
tiirlerinin baglangigta %7 defibrine at kanli Colombia agarda iiredikleri bildirilmistir.

Gastrik Helikobakterlerin kiiltiirii i¢in, ¢ikolata agar, Brucella Agar, Skirrow Agar,
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Columbia Agar, Brain Heart Infusion Agar kullanilmis ancak Gastrik
Helikobakterlerin en iyi %5 eskitilmis defibrine at kan1 katkili agarda 36-37 °C’de 3-
5 giinde tiredikleri belirtilmistir (Anderson ve ark. 1999).

Gastrik  Helikobakterler  Eritromisin,  Klaritromisin,  Metronidazol,
Penisillinler, Sefalosporinler, Streptomisin, Rifabutin, Tetrasiklin, Kanamisin,
Kloramfenikol, Siprofloksasin, Levofloksasin, Bizmut tuzlar1 ve Rifampisin’e
duyarli Trimethoprim, Vankomisin, Cefsulodin, Amfoterisin B ve Nalidiksik aside
direnglidir. Arastirmacilar kiiltiir ortaminda Gastrik Helikobakterler disinda farkli
mikroorganizmalarin ortamda iiremesini engellemek amaciyla bu antibiyotikleri

farkli karisim ve oranlarda kullanmiglardir (Mc Nulty ve ark. 1989).

1.6. Gastrik Helikobakterlere Karsi immun Yamit

Helicobacter pylori’nin konak¢i immun yanitindan kagma mekanizmalarina
sahip olmasina ragmen, infeksiyon boyunca immun aktivasyonu devam eder. Kronik
H. pylori infeksiyonuna karsi gastrodoudenal yanit; plazma hiicreleri, lenfositler (T
ve B hiicreleri), notrofiller, mast hiicreleri ve dentritik hiicreler tarafindan karakterize

edilir (Crabtree 1996).

Helicobacter pylori infeksiyonu IgA, IgM ve IgG izotiplerini igeren lokal ve
sistemik antikorlarin olusmasina sebep olur. H. pylori infeksiyonu, plimorfoniikleer
ve mononiikleer hiicrelerin inflamatuar reaksiyonuna yol agar ve gastrik mukozasi
enfekte hastalarda, proinflamatuar sitokinlerin; IL-1 (interlokin-1), IL-8, tiimor
nekrozis faktor alfa (TNF-o) seviyelerinin artmasina sebep olur. H. pylori’ye ait
proteinler midenin lamina propiyasinda calisilmis ve varligi gosterilmis olmasina
ragmen, H. pylori noninvazif bir patojendir ve birincil olarak ekstraseliiler mukus
tabakasinda varligim devam ettirir (Chu ve ark. 2000). ilk basta H. pylori
infeksiyonuna kars1 olusturulan konak immun yanit genellikle polimorf yanittir. H.
pylori’nin akut infeksiyonu insanlarda ¢ok nadir rastlanmasina ragmen bazi bilimsel
makalelerde gii¢lii bir nétrofil yanita sebep oldugu bilidirilmis ve hem seliiler hem de

humoral immun yanit1 indiikledigi ¢esitli bilimsel makalelerde ortaya konulmustur
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(Bodger ve Crabtree 1998). H. pylori kolonize oldugu konakta dogal ve kazanilmis
immun yanit mekanizmalarini indiikler ve ayn1 zamanda infeksiyon sonucu konakta
0zgiil antikor olusumu, makrofaj, lenfosit infiltrasyonu ve gastrik mukozaya notrofil

salimimi1 meydana gelir (Demiray ve Bekmen 2008).

Helicobacter pylori’ye karsi dogal immun yanitin olusmasinda ve mukozanin
ylizeyinde temas halinde olan bakteriye karsi sinyallerin liretiminde makrofajlar
onemli bir rol oynarlar. Makrofaj ve monositler, H. pylori gibi patojenlere karsi
immun yanitin olusturulmasinda dentritik hiicrelerle beraber onemli koordinator
gorevinde rol alirlar. Makrofajlarm H. pylori ya da H. pylori komponentleriyle
etkilesimi sonucu ¢esitli sitokin ve kemokinlerin sekrete edilmesi gergeklesir. H.
pylori 'nin makrofajlar tarafindan fagosite edilmesi proteinkinaz C (PKC) ihtiva eden
fagozomlarla lokalizasyonuna baglidir (Algood ve Cover 2006). PKC solunumsal
patlama (respiratory burst) ve fogozom lizozom fiizyonunda rol oynar. H. pylori’nin
in vivo ya da in vitro fagositoz mekanizmasi tarafindan tam olarak kontrol
edilemedigi ve Oldiirme isleminin yalnmizca nétrofillerin ¢ok miktarda oldugu

durumlarda gergeklesebildigi belirtilmistir (Demiray ve Bekmen 2007).

Mast hiicreleri sitoplazmalarinda ¢ok sayida graniil bulunduran ve kemik iligi
tarafindan {dretilip genelde alerjik durumda meydana gelen immun yanitta rol
oynarlar (KC ve Amatya 2011). Yapilan deneysel g¢alismalarda tim H. pylori
suglarinin ve ¢esitli kompenentlerinin mast hiicrelerini aktive ettigi bildirilmistir. H.
pylori nin mast hiicrelerini aktive eden faktorlerden birisinin VacA oldugu
bildirilmistir. VacA mast hiicrelerinin kemotaksisini indiikleyebilir ve IL-1, TNF, IL-
6, IL-13, IL-10 gibi proinflamatuar sitokinleri indiikledigi belirtilmistir
(Montemmuro ve ark. 2002).

Dentritik hiicreler, gastrointestinal mukozay1 da kapsayan dokularda yayginca
bulunan antijen sunan hiicrelerin bir grubudur. MALT i¢indeki immatur dentritik
hiicreler fogositiktir ve antijenleri yakalama konusunda 6zellesmislerdir. Dentritik
hiicreler primer immun yanitta antijen sunan hiicreler olarak tanimlanmistir (Mitchell

ve ark. 2007). H. pylori dentritik hiicrelerin sitokin ekspresyonunu (IL-6, IL-8, I1L-10,
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IL-12) stimiile eder (Guiney ve ark. 2003). Dentritik hiicrelerin tek katli epitelial
tabakada in vitro ve intestinal bariyerde in vivo ortamda bakterileri direkt olarak
yakaladigi bilinmekte ancak bu olaymn H. pylori igin heniiz kanitlanamadigi
belirtilmistir. Dentrik hiicrelerin T hiicrelerine antijen sunumu yaninda T hiicrelerinin
aktivasyonu artirict bir rolii de vardir. H. pylori dentritik hiicrelerin Toll Benzeri
Reseptor (TLR, Toll Like Receptor) leri yoluyla etkileserek sitokinlerin tiretimine
yol acar (Moyat ve Velin 2014).

Farelerde yapilan deneysel ¢alismalarda H. pylori’nin konakta olusturdugu
immun yanitin H. felis ve H. heilmanni ile benzer oldugu belirtilmistir (Cinque ve
ark. 2006). Konakta olusan immun yanita ragmen H. pylori’nin, VacA ve
lipopolisakkaritler yardimiyla immun yanittan kagabildigi belirtilmistir (Kao ve ark.

2010).

1.8.1. Gastrik Helikobakterler ile Iliskilendirilen Hastaliklar

Insanlar, herhangi bir semptomatik belirti gostermeksizin H. pylori’yi erken
cocukluk donemlerinden itibaren yasamlarinin son yillarina kadar tasiyabilirler
(Amieva ve EI-Omar 2008). H. pylori infeksiyonlari insanlarda asemptomatik
kolonizasyon, mide kanseri ve MALT lenfomaya kadar ¢esitli hastaliklara sebep
olabilir (Ttnger 2008). H. heilmannii ve H. felis de insanlarda benzer hastaliklarla
iliskilendirilmektedir (Priestnall ve ark. 2004, Trebesius ve ark. 2001). Norris ve ark.
(1999), 15 sahipli saglikli kediden alinan mide biyopsi 6rnekleriyle PCR yontemi
kullanarak yaptiklar1 caligmada 15 kedinin sadece 1’inde hafif gastrit belirtisi
saptandigini1 ancak 15 saglikli kediden alinan mide biyopsi 6rneklerinden 7 ornekte
H. heilmannii’nin pozitif oldugunu belirtmis ve saglikli kedilerin herhangi bir klinik
belirti géstermeden H. heilmannii ile kolonize olabilecegini vurgulamislardir. Ulgen
ve ark. (2016), yaptiklar1 bir ¢alismada spiral bakterilerin kolonize oldugu 40
kopekten (22 semptomatik, 18 asemptomtik) almman mide biyopsi &rneklerinin
histolojik yontemler ve PCR ile degerlendirilmesi sonucu 38 kdpekte gastrit belirtisi

gozlenirken, 34 kopekte H. heilmannii Tip 11 tespit edildigini, Helicobacter tiirlerinin

22



kolonize oldugu kopeklerde klinik belirtilerle Helicobacter tiirleri arasinda bir

iligkinin olmadiginin saptandigini belirtmiglerdir.

1.8.1.1. Akut infeksiyon

Helicobacter  pylori’nin  insanlarda  akut infeksiyonun  genellikle
asemptomatik oldugu bildirilmis ancak yapilan bazi ¢alismalarda H. pylori’nin akut
infeksiyonunda gastrik mukozal doku yapisinda degisiklige yol acabildigi ve lokal,

sistemik humoral immun yanita neden oldugu vurgulanmistir (Sobala ve ark. 1991).

1.8.1.2. Dispepsi

Fonksiyonel dispepsi mide ve abdomenin {ist bolgesinde meydana gelen agri
olarak tanimlanmaktadir. Ulser dispepsinin nedenlerinden biri olarak tanimlanmakla
beraber dispepsili hastalarin ¢ogunda gastrik hasar meydana gelmedigi belirtilmistir.
H. pylori infeksiyonlarinin nadiren dispepsiye yol agtigi bildirilmistir (Tasterman ve
Morris 2014). H. pylori disindaki diger Gastrik Helikobakterlerden H. felis ve H.
heilmannii’nin de dispepsi sendromlarina yol acgtigi belirtilmistir (Yakoob ve ark.
2012).

1.8.1.3. Kronik Gastrit

Gastrik  Helikobakterlerle kolonizasyon devamli oldugunda gastrit
rahatsizhigiyla asit sekresyonu arasinda bir korelesyon goriilir. Bu korrelasyon
bakterilerin midenin asit sekresyonunu rediikte etmesi ve mide enflamasyonuyla
iligkilidir. H. pylori genelde korpus bolgesine kiyasla asit sekresyonunun kismen az
oldugu midenin antrum bdlgesine yerlesir. Antral gastritis deudenal {ilserin
gelismesine neden olabilirken, korpusta fazla asit sekresyonu sonucu metaplazi ve
adenokarsinoma gelisebilir (Kusrters ve ark. 2006) ancak malignant formun baglica
H. pylori tarafindan meydana geldigi ve diger Gastrik Helikobakter tiirlerinin
malignant formlara yol agcmasimin ¢ok nadir goriildiigii belirtilmistir (Vukojevic ve

ark. 2011).
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1.8.1.4. Peptik Ulser

Gastrik veya doudenal iilser genellikle peptik iilser tiirtine dahil edilir
(Kusters ve ark 2006). Hem gastrik hemde doudenal tlserin H. pylori ile yakin bir
iliskisi oldugu belirtilmis ve doudenal iilser gozlenen hastalarin %95’inde, gastrik
tilser gozlenen hastalarin ise %85’inde H. pylori infeksiyonunun varligi
belirlenmistir (Kuipers ve ark. 1995). H. pylori’ye benzer sekilde diger Gastrik
Helikobakter tiirlerinin de peptik tlserle iliskili oldugu bir¢ok makalede belirtilmistir
(Goji ve ark. 2015).

1.8.1.5. Gastrik Adenokarsinoma

Gastrik adenokarsinoma diffliz ve intestinal tip olmak iizere iki tipe ayrilir. H.
pylori’nin gastrik adenokarsinoma ve MALT lenfomaya sebep oldugu kabul
edilmektedir. Midede gastritis ile baslayan ¢esitli patolojik degisimler gastrik atropi,
intestinal metaplazi, displazi ve sonugta intestinal tip kansere yol agabilir. Bu siirecin
bir¢ok yil alabilecegi belirtilmekle beraber bireyin yas, sigara kullanimi1 ve genetik
yatkinligiyla da alakali oldugu belirtilmistir (Kuipers 1999). Gatrik kanserin

olusmasina yolagan histolojik kademeler Sekil 1°de gosterilmistir.

normal mukoza — kronik aktif gastrit — atropi

—+ intestinal metaplazi — displazi — gastrik kanser

Sekil 4. Gastrik kanserin olusmasina yol agan histolojik kademeler (Kupiers 1999).

Maymunlarda yapilan ¢aligmalarda H. heilmannii’nin disiik dereceli gastrite
yol actig1 ve zamanla MALT lenfomaya sebep oldugu belirtilmis (Nakamura ve ark.
2014), H. felis ile farelerde yapilan deneysel ¢alismalarda H. felis’in de gastrik
kanseri indiikledigi ¢esitli bilimsel makalelerde gosterilmistir (Hughton ve ark.
2004).

24



1.8.1.6. Mide Ozofagus Reflii Hastahig

Helicobacter pylori ile enfekte bireylerde mide 6zofagus reflii hastaligi
arasinda bir korrelasyonun olmadig1 gosterilmis, ayrica Mide Ozofagus Reflii
Hastaligi’'nin (Gastroesophageal Reflux Disease, GERD) H. pylori ile infekte
bireylerde infekte olmayan bireylere nazaran daha az goriildiigii belirtilmistir (Perez-
Perez ve ark. 2004).

1.8.1.7. Kolorektal Kanser

Helicobacter pylori ile infekte bireylerde kolorektal kanserin gelisimi
arastirilmis ancak net olarak bir iliski ortaya konulamadigi bildirilmistir. Buna
ragmen H. pylori’nin kolerektal kanser gelismesinde etkisi oldugunu bildiren

makaleler de mevcuttur (Burnet-Hartman ve ark. 2008).

1.8.1.8. Sindirim Sistemi Disindaki Hastahklar

Helicobacter pylori sindirim sitemi disindaki ¢esitli hastaliklarla da
iligkilendirilmektedir. H. pylori’nin iligkilendirildigi hastaliklar arasinda; koroner
kalp hastaligi, baz1 dermatolojik hastaliklar (rosa, idiyopatik iirtiker hastaligi gibi),
otoimmun tiroid hastaligi, trombositopenik purpura, demir eksikligi anemisi ve

migren sayilabilir (Kusters ve ark. 2006).

1.9. Gastrik Helikobakterlerin Tanisinda Kullanilan Yoéntemler

Gastrik Helikobakterelerin identifikasyonunda kullanilan yontemler invazif
ve non invazif olmak tizere iki grup altinda toplanmaktadir ancak herbir yontemin
kendine Ozgii avataj ve dezavantajlar1 vardir (Logan ve Walker 2001). Gastrik
Helikobakterlerin tanisinda kullanilan molekiiler ve ELISA gibi teknikler ise hem
invaziv hemde noninvaziv teknikler adi altinda siniflandirilabilmektedir. Bu testler
yalnizca H. pylori’nin degil H. pylori disindaki diger Gastrik Helikobakterlerin de

tanimlanmasinda kullanilmaktadir (Bento-Miranda ve Figueiredo 2014). Mide
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biyopsi 6rneklerinden yapilan ¢alismalarin endoskopi girisimi gerektirmesi nedeniyle
invazif islem gerektirmeyen yontemlere olan ihtiyacin gittikge arttigi bildirilmektedir

(Gispert ve Pjares 2004).

1.9.1. Histolojik Yontemler

Gastrik Helikobakter infeksiyonuyla ilgili histolojik muayeneler mukozada
meydana gelen c¢esitli inflamasyonlarla ilgili 6nemli bilgiler verir. Birgok bilimsel
calismada, midenin hem korpus hem de antrum bélgesinden Ornek alinmasi
onerilmektedir (Logan ve Walker 2001). Biyopsi Orneklerinden Gastrik
Helikobakterlerin arastirilmasi i¢in hematoksilen eozin boyama genellikle kafi
gelmekle beraber, olumlu sonug¢ alinmadiginda, Wartin-Starry, Giemsa, Toluidine
Blue, Mc Mullen gibi 6zel boyalar kullanilabilir. Histolojik kesitlerde Gastrik
Helikobakterler, mukus tabakasinda ki epiteliyal ylizeyde ve gastrik glandlarda
kavisli ya da spiral basiller seklinde gozlenebilir. Histopatolojik yontem bazi
patolojistler tarafindan H. pylori’ nin tanisinda altin standart olarak kabul edilse de
boyama yontemi, gastrik biyopsi Orneklerinin hacmi, patolojistin deneyimi goz
Oniline alinarak birgok makalede elverigli olarak kabul edilmemektedir (Chey ve
Wong 2007).

1.9.2. Kiiltiir

Gastrik Helikobakter tiirlerinin arastirilmasinda en spesifik yontem olarak
kiltir kabul edilmektedir. Sensivitesi c¢esitli calismalarda farklilik arzetmekle
beraber sensitivitenin optimal kosullar altinda%90’dan yiiksek oldugu bildirilmistir.
Kiltiir yonteminin uzun zaman almasi, bu bakterilerin bazi suslarinin invitro
kosullarda iiretilememesi gibi kosullar g6z oniine alindiginda kullanigh olmadigi da
bildirilmistir. Kiiltiir yonteminin en biiyiik avantaji duyarlilik testine olanak vermesi
nedeniyle tedavide kullanilacak antibiyotigin belirlenebilmesine imkan tanimasidir.
Ozellikle antibiyotik tedavisinin basirisiz olmas1 durumunda hangi tedavi rejiminin

secilecegi konusunda bilgi vermesi, asi ¢alismalart ve virulans faktorlerinin
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arastirilmasit acisindan kiiltiir yonteminin Son derece onemli oldugu bildirilmistir

(Glupczynski 1998).

Hatali sonu¢ olasiligini minimuma indirmek i¢in biyopsi Orneklerinden
yapilacak kiiltiir ¢aligmasinin midenin hem antrum hemde korpus bdlgesinden 6rnek
alinmasi tavsiye edilmektedir. Kiiltiir yontemi i¢in 6nemli rol oynayan bir diger
faktor orneklerin laboratuvara getirilirken taginacagi solusyondur. Gliserol igeren
ortamlar, supplement ilave edilmis Brain Heart Infusion (BHI), %20 gliserol igeren
Brucella broth veya %20 gliserol iceren cysteine-albimi broth tagima solusyonu
olarak kullanilabilir. Son zamanlarda yapilan bilimsel ¢alismalarda fizyolojik tuzlu
suynun da tasima i¢in gayet kullanighi oldugu rapor edilmistir (Soltezs ve ark. 1992).
Yapilan bilimsel ¢alismalarda Gastrik Helikobakterlerin mide biyopsi Ornekleri
disinda, salya ve dental plaklardan da kiiltiire edilebildigi rapor bildirilmistir (Perkins
ve ark. 1996).

Alinan 6rnekler defibrine eskitilmis at kani i¢eren ¢ikolata agar, brucella agar
veya colombia agar besiyerlerine ekilebilir. Ekim yapilan ortam orta derecede nemli
ve %5-10 CO; igermeli ve ortam sicakligi 37 'C olmalidir (Sturegard ve ark. 1998).
Ortamda Helikobakter digindaki floranin iiremesini engellemek igin vankomisin,
trimetoprim, amfoterisin B, nalidiksik asit gibi Gastrik Helikobakterlerin direngli
oldugu antibiyotikler farkli oran ve kombinasyonlarda katilarak kullanilmaktadir

(Somily ve Morshed 2015).
1.9.3. Hizh Ureaz Testi

Helicobacter pylori’nin iireaz aktivitesi uzun zamandan beri bilinmektedir.
Gastrik tireazin ilk baglarda memeli midesini asitli ortamdan korumak amaciyla mide
tarafindan salgilandigina inaniliyordu. Bilinen ilk iire nefes testi 1951 yilinda BC-iire
kullanilarak kurbaga midesinin iireaz aktivitesini 6l¢gmek amaciyla kullanilmustir.
Ureaz enziminin H. pylori tarafindan midenin asidik ortamimdan korunmak amaciyla
tiretildigi bugiin birgok bilimsel makale tarafindan kabul edilmektedir (Uotani ve
Graham 2002).
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Hizli iireaz testi, H. pylori infeksiyonlarini arastirmak amaciyla en yaygin
kullanilan mide biyopsi temelli yontemlerden biridir. Basit, kullanisli, hizli ve ucuz
olmast kullanim sikligin1 arttirmakla beraber kanamali {ilser hastalarinda
sensitivitenin azaldigi bildirilmistir (www.allinahealth.org). Hizli iireaz testinin
reaksiyon hizi ortam sicakligina bagli olup 38 °C’de ya da 21 °C’de oda sicakliginda
uygulanmasi gerektigi belirtilmistir. Dogru sonuglar, gastrik hastaliklar, olast atropik
degisimler ve bakteri yogunlugu gibi olasiliklara da bagl olup test yanlis negatif
sonug verebilmektedir. Ureaz aktivitesi olan diger bakterilerin varlig1 yanls pozitif
sonuglara yolagabilmektedir. Hizli ireaz testinin iyi bir tarama testi oldugu
belirtilmis ancak Gastrik helikobakterlerin arastirilmasinda gergek altin standartin

sadece kiiltiirel yontem oldugu belirtilmistir (Uotani ve Graham 2002).

1.9.4. Serolojik Testler

Gastrik Helikobakterlere karsi olusan antikorlari belirleyen serolojik testler,
kolay ve ucuz olmalari nedeniyle yaygin olarak tercih edilmektedir. H. pylori
infeksiyonu lokal mukozal ve sistemik immun yanita sebep olur (Logan ve Walker
2001). H. pylori infeksiyonuna karsi IgG antikorlarinin artist ELISA yOntemiyle
tetkik edilebilir. Asya ve Avrupa’da infeksiyon olusturan suslarin farkliliklari
nedeniyle lokal antijenlerden hazirlanmis kitlerin tercih edilmesi Onerilmektedir.
Serolojik testlerin duyarliligi %88-95, 6zgiilliigii %86-95°tir. Ozgiil IgM antikorlar:
infeksiyonun 18. giiniinden itibaren yiikselir ve kisa siirede kaybolurlar, IgG ve IgA
antikorlar1 ise 60. giinden sonra genellikle birlikte yiikselmeye baslar ve infeksiyon
tedavi edilmedikce yiiksek kalirlar. IgG pozitif hastalarin tiimiinde IgA yanitinin
olusmadigi, vakalarin %5’inde ise IgG yaniti olmadan sadece IgA yanitinin
olabilecegi gosterilmistir (wWww.diizen.com.tr). Tedaviyi izleyen 1gG ve IgA
diizeyleri diiser. IgG diizeyi hi¢cbir zaman tamamen negatiflesmez. Tedaviye yanitin
degerlendirilmesinde, tedavi 6ncesi ve tedavi bitiminden itibaren {i¢-alt1 ay sonra iki

donemde titrasyonun karsilagtirilmas: gereklidir (Y1lmaz 2004).

Salya, idrar ve parmaktan alinan kanda H. pylori antikorlarin1 saptayan testler

de mevcut olup bu testlerin duyarlilik ve 6zgiilliiklerinin diisiik oldugu bildirilmistir.
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Salyada H. pylori antikorlarmi saptayan testlerin sensitivite ve spesifitesinin
ELISA’dan daha diisiik oldugu ve yaklasik %45 oldugu bildirilmis ancak 6zellikle
cocuk vyastaki hastalarda damar yolunun agilmasindan kaginilmasit gereken

durumlarda uygulanabilir olduklar1 bildirilmistir (Vaira ve ark. 2000).
1.9.5. Ure Solunum Testi

Helicobacter pylori'nin tireyi hidroliz etme ozelligine dayanan test ola lire
solunum testi (urea breath test, UBT), isaretlenmis karbon atomu kullanilarak yapilir.
Bu amagcla yarilanma 6mrii uzun *C radyoizotopu veya stabil **C nonradioaktif
izotop kullanilir. Test B¢ veya *C isaretli iirenin H. pylori tarafindan iiretilen iireaz
enzimi ile pargalanmasi sonucu agiga ¢ikan CO,'nin ekspiryum havasinda saptanmasi
esasina dayanir (Sénmez 2002). Ure solunum testi hem H. pylori infeksiyonlarmin
arastirilmasinda hemde tedavi sonrasi eradikasyon ¢alismalarinda kullanilabilen basit
noninvazif bir testtir. Duyarlilik ve Ozgiilliginin %90’in {izerinde oldugu
bildirilmistir (Gisbert ve Pajers 2004).

Karbon 13 ile isaretli iire kullanimi radyoaktif olmadigi i¢in kadin ve
cocuklarda giivenli bir sekilde kullanildigindan popularitesinin giderek arttig
belirtilmis (Savarino ve ark. 1999) ancak kiitle spektrofotometre gerektirdigi i¢in
pahali ve test dncesi hastaya yiiksek miktarda (**C UBT” de kullanilandan 30.000 kat
daha fazla) soguk iire iceren test yemeginin verilmesi *C UBT’nin dezavantaji
oldugu vurgulanmistir. Bazi makalelerde *C ile isaretli iirenin radyoaktif oldugu,
cocuk ve hamilelikte kullamlmamas: gerektigi belirtilmisse de (Balcilar 2009) **C ile
isaretli lirenin radyoaktivitesinin giinlilk dogal yoldan alinan radyoaktif madde
dozundan ¢ok daha az oldugu ancak UBT’nin iireaz iireten diger bakteriler ekarte

edilemediginde yanlis pozitif sonuglar verebilecegi belirtilmistir (Selgukcan 2008).
1.9.6. Gaitada Antijen Testi

Gaita antijen testi (H. pylori Stool Antigen Test, HpSA), aktif infeksiyonun

belirlenmesinde kullanilan noninvazif bir testtir (Chisolm ve ark. 2004). Gaita antijen
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testleri antijen-antikor iligskisi esasmna dayalidir. Test igin kullanilacak gaita
numuneleri oda sicakliginda 24 saat ya da +4°C’de dondurulmadan 72 saat muhafaza
edilebilir. Tedavi 6ncesi ve tedavi sonrasi eredikasyon basarisinin takibi amaciyla da

kullanilabilecegi belirtilmistir (Garza-Gonzalez ve ark. 2014).

Helicobacter pylori igin  gaitadan antijen  tespiti ELISA ve
immmunkromatografik (ICA) yontem ile yapilmaktadir. ELISA temelli HpSA testi
birincil tanida kullanildig1 gibi eradikasyon sonrasi terapi ¢alismasinda da kullanilir.
ICA temelli testler 6zel ekipman gerektirmedikleri i¢in genellikle gelismekte olan
iilkelerde kullanilir. Gaita Orneklerinin kivami, sulu olmasi, sicaklik ve Orneklerin
alinmasindan sonra gecen zamanin test sonuglarini etkiledigi gibi testlerin sensitivite
ve spesifitesinin her bir bolge ve hasta icin de degiskenlik gosterebilecegi

belirtilmistir (Shimoyama 2013).

Biiyiikbaba-Boral ve ark. (2004), yaptiklar1 ¢alismada H. pylori siipheli 50
hastanin 18 (%36)’inde HpSA ELISA ile antijen belirlemis, bu hastalarinin tiimiiniin
Simple H. pylori immiinokart test ile de pozitif sonug verdigini belirtilirken, HpSA
ELISA ile negatif sonug veren 32 hastanin 23t Simple H. pylori immiinokart test ile
pozitif sonu¢ verdigini bu nedenle bu testin duyarliliginin yiikksek ancak

Ozgilliigliniin diisiik oldugunu bildirmislerdir.

1.9.7. Molekiiler Yontemler

Molekiiler temelli tanm1 yontemleri son zamanlarda mikrobiyoloji
laboratuvarlarinda siklikla kullaniimakta ve énemleri giderek artmaktadir. infeksiyon
hastaliklarinin tanisi ile epidemiyolojik arastirmalarda ve tedavi sonrasi antibiyotik
etkinliginin ~ belirlenmesinde  siklikla  basvurulan  yontemlerdir. Molekiiler
yontemlerden giiniimiizde en yaygin kullanilanin PCR oldugu bilinmekedir (Yang ve
Rothman 2004).

PCR yontemi ozellikle kiiltiirii zor ya da kiiltiir gerektirmeyen bakterilerin

arastirtlmasinda mikrobiyoloji laboratuvarlarinda kullanilan geleneksel yontemlerden
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daha hizli ve daha hassas sonuglar vermektedir (Rahman ve ark. 2013). PCR,
polimeraz enzimi ve DNA sentezi i¢in diger uygun maddelerin ortamda bulumasi
durumunda DNA nin karst siralarini sentezleyebilme o6zelliginden faydalanilarak
olusturulan bir reaksiyondur. PCR reaksiyonu, arastirilacak ornekteki DNA nin iki
zincirinin yiliksek 1s1 ile birbirinden ayrilmasi (denaturasyon), sentetik niikleotitlerin
hedef DNA’ya baglanmasi (hibridizasyon), zincirin uzamasi (amplifikasyon) ve bu
sikluslarin tekrarindan olusur (Innis ve ark. 1990). PCR yonteminin hizli ayni
zamanda oldukg¢a spesifik olusu en Onemli avantajlarindandir. PCR yontemi
mikroorganizmalarin saptanmasinda en hassas teknik olarak g6z oniine alinmaktadir
(Glupczynski 1998). Mide biyopsi ornekleri disinda salya, dis plagi, gaita vs. gibi
orneklerden de Gastrik Helikobakterlerin arastirllmasina olanak vermektedir.
PCR’nin diger noninvaziv testlerle kiyaslandiginda sensitivite ve spesifitesinin
%95’in iizerinde oldugu bildirilmis, tedavi sonrasi bakteri miktarmin ¢ok diisiik
olmasi durumunda bile diger testlere gore tanida biiyiikk bir avantaja sahip oldugu
bildirilmistir (Lage ve ark. 1995). PCR temelli yapilan molekiiler ¢alismalarda
Helicobacter spp. identifikasyonunda genellikle 16S rRNA gen temelli yontemler
kullanilmaktadir (Ghill ve ark. 2009). Gastrik Helikobakterlerin tiir tayininde ise
cogunluklar tiireaz aktivitesinde sorumlu iireaz B geni temelli yOntemler

kullanilmaktadir ( Neiger ve ark. 1998).

1.10. Tedavi, Korunma ve Kontrol

Gastrik Helikobakter infeksiyonu genellikle organizmalarin %80 oraninda
uzaklastirilmasiyla sonu¢lanmaktadir. Tedavinin basarili olmast hem fiziki kosullara
hem de hastanin tedaviye uymasina baghdir. Evrensel olarak uygulanan ve en
basarili tedavinin i¢lii antibiyotik kombinasyonukullanimi oldugu ancak tedavi
siresinin 10 ya da 14 giin siireli olmasi lizerine tartigmanin halen siirdiigi
belirtilmistir (Bytzer ve O’Morain 2005). H. pylori tedavisi i¢in kullanilan terapotik
icerigin amaci bakterinin kolonize oldugu midede bakteriyi eradike etmektir. H.
pylori infeksiyonunun eradikasyonu, tedavi sonrasi dort hafta ya da daha uzun siirede

bakteri i¢in yapilan testin negatif sonu¢ vermesi olarak tanimlanmistir (Harris 2001).
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Helicobacter pylori infeksiyonunun tedavisinde birgok yontem kullanilmakla
beraber optimal tedavi heniiz tam olarak tanimlanamamis ancak tek tiir antibiyotik
iceren tedavinin H. pylori’yi eradike edemedigi bildirilmistir. H. pylori
infeksiyonunu tedavisinde genellikle Klaritromisin, amoksisilin, metronidazol,
tetrasiklin ve florokinolonlar kombine edilerek kullanilir. Kullanilan antibiyotik
kombinasyonlar1 genellikle bizmut tuzu, proton pompa inhibitori (PPI) gibi bir
antisekretuar ajanla beraber kullanilir (Garza-Gonzalez ve ark. 2014). H. pylori
infeksiyonunda kullanilan farklt PPI’lerin birbirlerine {istiinliiklerinin olmadig:
belirtilmis ancak giinde iki kez PPI kullanimimin tek kullanima gore daha efektif
oldugu ve hastalarin %5’inin yan etkiler dolayisiyla tedaviye devam etmedikleri
bildirilmistir (Kasapoglu ve Tiirkay 2008). Farkli antibiyotik kombinasyonlarina
ragmen hastalarin 6nemli bir boliimiinde eradikasyon calismalarinin basarisizlikla
sonuglandig1r bildirilmis ve bunun sebebinin farkli nedenlerden kaynaklandig:

belirtilmistir (Me’Graud ve Lamoulitte 2003).

Helicobacter pylori’nin tedavi i¢in kullanilan antibiyotiklere karsi direng
gostermesinin baslica nedenlerinin, diisiik mide pH’s1, direngli mutantlarin segilimi,
erken reinfeksiyon, bakteri miktarinin yiiksek olmasi, konagm mukozal
immunitesinin zayiflamasi1 ve H. pylori’nin dormant formda bulunabilmesi olarak
belirtilmistir (Me Graud ve Lamoulitte 2003). Son yillarda yapilan arastirmalara gore
H. pylori’nin antibiyotik direng profilinde bir artis oldugu belirtilmistir. H. pylori’nin
tedavisinde kullanilan antibakteriyel ajanlara karsi (nitroimidazol, metronidazol,
tinidazol vs.) bakterinin hizli bir direng gosterdigi belirtilmistir. Hong Kong’da
yapilan bilimsel galigmalarda H. pylori’nin 6n tedavisinde kullanilan metronidazole
kars1 direncin %50 oraninda oldugu, klaritromisine karsi ise bu direncin %10 ve
tizerinde oldugu bildirilmistir (Misiewicz ve ark. 1997). Fransa’da klaritromisine
karst H. pylori direncinin %10-15 oraninda oldugu, metronidazol direncinin ise
%30’lara kadar ulastigi bildirlmistir (Varannes 2008). Kullanilan en etkili tedavi
rejimlerine ragmen hastalarin %90 ninda basar1 sagalandig1 ancak %10’ unda yapilan
testlerde H. pylori’nin pozitif oldugu belirtilmistir. Tedavinin basarisiz olmasi
durumunda farkli stratejiler gelistirilmis, bu stratejilerin ya kullanilan antibiyotiklerin

daha uzun siire kullanilmasi ya da daha Onceden kullanilan antibiyotiklerin
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kullanilmasindan kac¢inilan tedavi rejimlerinin uygulanmasi olarak belirtilmistir
(Huang ve Hunt 1999). H. pylori’nin antibiyotik direncinin diinya ¢apinda artis
gosterdigi ve cografik lokasyonlara gore degiskenlik gosterdigi, genel olarak bu
direng oraninin gelismekte olan {ilkelerde gelismis iilkelere nazaran daha yiiksek

oldugu bildirilmistir (Binh ve ark. 2013).

Helicobacter heilmannii’nin tedavisiyle ilgili yapilan c¢alismalarda,
infeksiyonla alakali patolojik ve Kklinik belirti gosteren hastalar segilmis, H.
pylori’nin tedavisinde kullanilan ii¢lii antibiyotik rejiminin H. heilmannii infeksiyonu
tedavisi i¢in de uygulanmasinin basarili oldugu belirtilmistir (Bento-Miranda ve
Figueiredo 2014). H. pylori ve H. felis ile deneysel olarak infekte edilmis farelerde
yapilan calismalarda tedavi amaciyla probiyotikler denenmis ve probiyotiklerin
Helikobakterlerden kaynaklanan gastrik inflamasyonu azalttigi bildirilmistir
(Lesbros-Pantoflickova ve ark. 2007). Probiyotiklerin (Lactobacillus ve
Bifidobacterium) antimikrobiyal direngle miicadelede yarar saglayabilecegi
belirtilmis ancak yapilan bilimsel ¢alismalarda H. pylori infeksiyonu tedavisinde

kullanilmasinin nihai bir ¢6ziim olmadigi belirtilmistir (Abadi 2016).

Son yillarda H. pylori infeksiyonundan korunma amaciyla as1 ¢alismalari hiz
kazanmig olup bu calismalarda deney icin farkli hayvan modelleri kullanilmistir.
Farkli hayvan modelleri kullanilarak yapilan kolonizasyonu rediikte etmek amach
immunizasyon stratejileri denenmis ve bu denemelerin kiiciik bir kismimnin ise
koruma amacli oldugu bildirimistir. Bu asilar farkli antijenler ve bir destekleyici
maddeden kompoze edilmislerdir. insanlarda denenen immunizasyon amagl asilarin
olumlu bir sonu¢ vermedigi bildirilmistir (Anderl ve Markus 2014). Cesitli hayvan
modellerinde denenen kolonizasyonu simirlama amagli asi ¢aligmalarinin olumlu
sonug verdigi ancak insanlarda istenilen diizeyde bir basar1 saglamadig1 bildirilmistir
(Agarwal 2008). H. pylori infeksiyonunda basvurulan tedavi rejimleri Tablo 3’te

gosterilmistir.
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Tablo 3. H. pylori infeksiyonunda uygulanan tedavi stratejileri (Urgesi ve ark 2012).

Tedavi stratejisi Uygulanist

1. Basamak Tedavi

Standart ticlii tedavi PPI, klaritromisin ve amoksisilin (7—14 giin)
Eszamanli tedavi PPI, Kklaritromisin, amoksisilin ve metronidazol (7—
10 giin)
Hibrid tedavi 7 giin PPI ve amoksisilin, 7 giin PPI, amoksisilin,

klaritromisin ve metronidazol.
Bizmut igeren dortli tedavi PPI, bizmut, tetrasiklin ve metronidazol (10-14 giin).

2. Basamak Tedavi
Levofloksasin temelli tiglii tedavi PPI, levofloksasin ve amoksisilin (10 giin) ya da PP,
bizmut, tetrasiklin ve metronidazol (10-14 giin).
Ardisik tedavi 5 glin PPI ile ikili tedavi ve amoksisilin ve 5 giin
PPI, klaritromisin, metronidazol iceren tglii tedavi.

3. Basamak Tedavi

Kiiltiire dayali tedavi PPI, bizmut ve iki antibiyotik (10 gin) ve
antimikrobiyal duyarlilik testleriyle segilen iki
antibiyotik.

Levofloksasin temelli dortlii tedavi PPI, bizmut, levofloksasin ve amoksisilin 10 giin

PPI: protein pomoa inhibitorii

Ast ve antibiyotik kullanimmin H. pylori infeksiyonlarmm tedavi ve
eradikasyonunda yeterli olmadigi H. pylori infeksiyonuyla miicadelede hijyenik
kosullar, sosyo ekonomik diizey ve yasam kosullarinin da biiyiik bir rol oynadigi

belirtilmistir (Kusters ve ark. 2006).
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2. MATERYAL VE METOT

2.1. Materyal
Bu ¢alismada materyal olarak Kars Yoresi’nde yasayan 100 sokak kedisinden

alian 100 salya ve 100 dental plak 6rnegi kullanildu.

2.1.1. Sokak Kedilerinin Yakalanmasinda Kullamlan Materyaller

Kedi kapami: Sokak kedilerini yakalayarak ornek alabilmek amaciyla
tarafimizca dizayn edilen tuzak kafes asagida ifade edilen sekilde yapildi. Oncelikle
27 cm x 30 cm X 70 cm boyutlarinda kesilen tahta ¢italardan 27 cm % 30 cm x 70 cm
ebatlarinda dikdortgen prizma olusturuldu. Olusturulan diktortgen prizmanin 27cm X
30cm olan bir ylizeyi kapi i¢in agik birakilarak bu ylizeyin 30 cm olan her iki ¢itaya
kanal acild1 ve asagi-yukar1 kaydirakli bir pozisyonda agilacak sekilde bir kapi
olusturuldu. Kap1 disinda kalan yiizeyler kiimes teliyle sarilarak citalara monte
edildi. 29 cm x 26 cm boyutunda dikdortgen seklinde tahta malzemeden olusturulan
kapmin 26 cm’lik boyutun ortasindan, 29 cm’lik boyutun 28. cm’sinde bir delik
acildi. Kafesin igine yerlestirilen mukavva malzemeden basamak konularak bu
basamak orta ylizeyden iple baglandi. Basamaga bagl ip bir kaleme baglanarak
kalem kapiya agilan delige gegirildi. Daha sonra basamak iizerine et konarak,
kedilerin bu eti yeme sirasinda mekanizmanin ¢alismasi suretiyle kediler yakalandi.

Kedileri yakalamak i¢in yapilan kapan Resim 1°de gdsterilmistir.

Resim 1. Kedi kapan1 ve kisimlari.
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Mavi renkli yagh sprey boya: Ornek alian kedilerin tekrar 6rnekleme dahil
olmasinin Onlenmesi amaciyla sirt lizerleri mavi renkli yagli sprey boya ile

boyanarak isaretlenmesinde kullanildi.

File: Kafeste tuzaklanan kedilerin ele gegirilmesi ve zapti raptt amaciyla
kullanildi.

2.1.2. Orneklerin Ahnmasinda Kullamilan Materyaller

Yakalanan ve zapti rapt altina aliman kedilerden salya ve dental plak
orneklerinin alinmasi ve laboratuvara ulastirilmasinda steril sivap ve igerisinde 1 ml
steril fizyolojik tuzlu su (%0,9 g/L NaCl) bulunan steril vida kapakli cam tiip
kullanildi.

2.1.3. Orneklerden Helikobakter izolasyon ve identifikasyonu Amaciyla

Kullanilan Materyaller

Rutin Kullanilan Alet ve Ekipmanlar: Kedilerden alinan salya ve dental
plak orneklerinden Helikobakter izolasyonu ve identifikasyonu amaciyla Kafkas
Universitesi Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali’nda bulunan tiim alet
ve ekipmandan yararlanilmigtir.

Besiyerleri

Blood Agar Base No: 2 (Oxoid, CM0271)

gram/litre
e Proteaoz pepton 15
e Maya ekstrakti 5
e Sodyum klorid 5
e Karaciger digesti 2,5
e Agar 12
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Orneklerden Helicobacter izolasyonu amaciyla temel besiyeri olarak

kullanilmistir.

Cikolata Agar

Hazirlamisi: 40 gr besiyeri (Blood Agar Base No0:2) 1000 ml distile su
igerisinde ¢oziindiiriilerek homojenize edildi. Hazirlanan besi yeri otoklavda
121°C’de 15 dakika siireyle sterilize edildikten sonra 70°C’ye kadar sogumasinin
ardindan %S5 eskitilmis defibrine at kani katildi. Hazirlanan besi yerinden her bir
petri kabma yaklasik 12,5 ml dokiildii (Xu ve ark. 2010). Hazirlanan besiyeri

katilastiktan sonra kullanilmak iizere +4 'C’de muhafaza edildi.

Kanh Agar

Hazirlamisi: 40 gr besiyeri (Blood Agar Base No0:2) 1000 ml distile su
igersine katilarak ¢6zdiiriildiic ve homojenize edildi. Otoklavda 121 °C’de 15 dk.
stireyle sterilize edildikten sonra 45- 50°C’ye kadar sogumasi beklendi ve %5 steril
defibrine koyun kani ilave edildi. Hazirlanan besiyerine selektiviteyi saglamak igin
2,5 pg/mL amfoterisin B, 20ug/mL trimetoprim ve 6ug/ml vankomisin ilave edildi.
Herbir petri kutusuna yaklasik 12.5 ml olacak sekilde petri kutularina paylastirildi.

Besiyerleri katilastiktan sonra kullanilmak iizere +4 'C’de sakland.

Besiyerine Katilan Antibiyotikler ve Kimyasal Formiilleri

e Amfoterisin B (Sigma A 2942): C47H73NO17
e Trimetoprim (Sigma 738-70-5): C14H18N403
e Vankomisin (Sigma 75423): C66H75CL2N9024

Besiyerlerinde = Helikobakterler — disinda  olusabilecek  iiremeleri

siirlandirmak amaciyla bilinen oranlarda karistirilarak kullanilmistir.
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%20 Gliserinli Brucella Broth (Oxoid, CM 0169)

gram/litre
¢ Enzimatik kazein hidrolizati 10.0
e Peptik hayvan dokusu 6ziitii 10.0
e Maya ekstrakti 2.0
e Dekstroz 1.0
e Sodyum klorid 5.0
e Sodyum bisiilfid 0.1
e pH 7.0+4/-0.2

Hazirlamisi: Besiyerinden 14.05 g tartildi ve 400 ml distile su igerisinde
¢ozdiiriildiikten sonra 100 ml gliserin (Sigma-Aldrich, 15524) eklendi. Otoklavda
121°C’de 1 atm basingta 15 dk sterilize edildi. Kullanilincaya kadar + 4 °C’de

muhafaza edildi. Izole edilen suslarin saklanmasinda yararlanild.

Biyokimyasal Testlerde Kullamlan Materyaller

Urea broth (Merck 1.08483)

gram/litre
e Maya ekstrakti 0.1
o KHyPO, 9.1
e NaHPO, 9.5
e Urea 20.0
e Fenol kirmizisi 0.01

Hazirlamisi: Dehidre besiyeri 38 gr/L olacak sekilde hafifce 1sitilarak distile su
icersinde eritildi. Membran filtre ile sterilize edilerek steril tiiplere 3’er mL gelecek
sekilde dagitildi. Besiyeri, izole edilen suslarin iireaz aktivitesinin test edilmesinde

kullanildi.
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Oksidaz aywraci: Oksidaz testinde ticari test soliisyonu (CB6615 ChemBio)
kullanildi.

Hidrojen peroksit (H,O,): Katalaz testinde %3’liik Hidrojen peroksit
(Sigma, H1009) soliisyonu kullanilda.

PCR’de Kullamilan Ara¢-Gere¢ ve Cihazlar

Vorteksmikser

e Pikofijj

e Santrifiij (Eppendorf 5417R)

e Dijital 1s1 blok (VWR)

e Hassas terazi (Ohaus)

e Otomatik pipet (1-10 ul) Gilson

e Otomatik pipet (2-20 ul) Gilson

e Otomatik pipet (10-100 ul) Gilson
e Otomatik pipet (20-200 ul) Gilson
e Otomatik pipet (100-1000 ul)

e Giivenlik kabini (Nuve LN 120)

e MJ mini personal termal cycler (Biorad)

e UV Transilluminator

Polimeraz Zincir Reaksiyon (PCR) Reaktifleri

e Tag DNA Polymerase Seti (Sigma D1806)

e Tag DNA polymerase enzyme (Sigma 5 units/ul)

e 10xPCR Buffer: 100 mM Tris-HCI, pH 8.3, 500 mM KCI, 15 mM MgCl, ve
%0.01jelatin

e dNTP Mix: 10 mM dATP, 10 mM dCTP, 10 mM dGTP, 10 mM TTP (Sigma,
D7295)

o RNase/RNase free water (Sigma, W1754)
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Mineral yag (Sigma, M8662)

Kullanilan Primerler

PCR’da kullanilan cins spesifik ve tiir spesifik primerler

Biomers,

(Germany)’ten temin edildi. Primerler tiretici firmanin tarifi dogrultusunda DNase ve

RNase’dan arindirilmis  suyla seyreltilerek 100 pm/ul

konsantre

haliyle

kullanilincaya kadar -20°C’de muhafaza edildi. Amplifikasyon agamasinda 20 pm/ul

olacak sekilde seyreltilerek kullanildi. PCR’da kullanilan primerler ve primerlerin

dizilimi Tablo 4’te gosterilmistir.

Tablo 4. Cins ve tiir spesifik PCR’da kullamlan primerler ve dizilimleri.

Bant Hedeflenen
Cins spesifik primerler biiyiiklii gen bolgesi
gii (bp)
Helikobakter F 5’- GCT ACG ATC C-3°
Helikobakter R 5°-GAT TTT ACC CCT ACA-3 400 16S rRNA
Tiir spesifik primerler
H. pylori F 5’-GGA ATT CCA GAT CTA AAA AGA TTA GCA GAA AAG-3’
- 1,707
H. pylori R 5’-GGA ATT CGT CGA CCT AGA AAATGC TAAGTT G-3’
H. felis F 5-ATG AAA CTA ACG CCT A AAGAACTAG-3
1,150 3 ;
H. felis R 5-GGA GAG ATA AAG TGA ATA TGC GT-3’ Ureaz B geni
H. heilmannii F | 5°-GGG CGA TAA AGT GCG CTT G-3°
580

H. heilmannii R

5’CGT GTC AAT GAG AGC AGG-3’

40




Standart Suslar

Calismada, standart suslar (H. pylori, H. felis, H. heilmannii) olarak, daha
onceki ¢alismalarda izole ve identifiye edilmis ve Kafkas Universitesi Veteriner
Fakiiltesi sus koleksiyonundan temin edilen tanimlanmis Helikobakter tiirleri
kullanildi. Bu bakteri tiirleri PCR’da pozitif kontrol olarak kullanildi. Negatif kontrol
olarak PCR su (free DNase, free RNase) kullanildu.

Elektroforez Asamasinda Kullamilan Kimyasallar

5xTris-Borik Asit EDTA (TBE)

e Tris bazi 54 g/L
e Borik asit 27.5 g/L
e EDTA 20 ml/L (0.5 M, pH 8.0)

Yukarda belirtilen oranlarda tartilan kimyasallar 980 ml distile su igersinde
¢ozdiiriilerek iizerine 0.5M EDTA solusyonu ilave edilerek 1 litreye tamamlandi.
Solusyonun pH’s1 8.3’e ayarlanarak elektroforez agamasinda 1/5 oraninda distile su
ile seyreltilerek kullanildi.

Agaroz (Prona, Biomax)

PCR amplikonlarinin elektroforez islemine tabi tutulmasi amaciyla agaroz jel

(%]1.5 agaroz) kullanild1.

100 bp Plus DNA Ladder (Bioline, 0.5 pg/ul, 50 pg)

Elektroforez isleminden sonra olusan bantlarin biiyiikliiglinii karsilagtirmak

amaciyla 1ul DNA ladder kullanildi.
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6x Loading Dye Soliisyonu (Fermentas 6x DNA Loading Dye, 1ml)

Her bir amplikon i¢in 1 pl Loading Dye soliisyonu eklendi.

SafeView Nucleic Acid Stain (NBS-SV1, NBS Biologicals, 1ml)

Agaroz katilmis 60 ml 1xTBE solusyonuna 1.2 pl, elektroforez tankinda ki 400

ml 1xTBE solusyonuna ise 16 pl Safe view nucleic acid stain boyasi eklendi.

2.2. Metot

2.2.1. Sokak Kedilerini Yakalama Y ontemi

Kapan, basamagma et konularak sokak Kkedilerinin gorildigi yerlere
tuzaklandi. Kediler kapanla yakalaninca kapanin kapi boliimiine file gegirilerek
kedilerin fileye alimi gergeklestirildi. Kediler fileye girince filenin agzi burularak
kedilerin zapti rapt altina alinmasini takiben ornekler alindi. Aymi kediden tekrar
ornek almayi 6nlemek amaciyla yakalanan kediler mavi renkli yagh sprey boya ile
isaretlendi. Kedilerin yakalanmasi, fileye aktarimi ve zapti rapt altina alinig1 Resim 2,

3, ve 4’te gosterilmigtir.

20/09/2015 044

Resim 2. Sokak kedilerinin kapanla yakalanmasi.
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24/0872015_12:27 PM

Resim 3. Yakalanan kedilerin fileye aktarimi.

Resim 4. Kedilerin zapt1 rapt altina alinmasi.

2.2.2. Orneklerin Ahinmasi

Yakalanan kedilerin agzi agilarak steril sivap yardimiyla dislerden siiriintii
yoluyla alinan dis plag: ve i¢ yanak bdlgesinden alinan salya 6rnekleri daha dnceden
otoklavda sterilize edilmis ve igerisinde 0.9 gr/L NaCl, ig¢eren vida kapakli cam
tiiplerere aktarildi (Ghil ve ark. 2009). Ornekler kisa siire icerisinde Kafkas
Universitesi Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali1 laboratuvarina
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getirilerek degerlendirildi. Sokak kedilerinden alinan salya ve dental plak 6rnekleri

sayisi, kedilerin cinsiyeti, orneklem tarihi ve yeri Tablo 5’te gosterilmistir.
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Tablo 5. Yakalanan kedilerin cinsiyeti, 5rneklem tarihi ve yakalandig: yer.

Ornek no. ve tiirii Ornegin alim Cinsiyet
zamani
1.SveD 05.08.2015 Disi Merkez Mah.
2.SveD 11.08.2015 Erkek Merkez Mah.
3.SveD 11.08.2015 Disi Merkez Mah.
4.SveD 12.08.2015 Erkek Merkez Mah.
5.SveD 15.08.2015 Disi Merkez Mah.
6.SveD 18.08.2015 Erkek Merkez Mah.
7.SveD 18.08.2015 Disi Merkez Mah.
8.SveD 18.08.2015 Disi Merkez Mah.
9.SveD 19.08.2015 Erkek Istasyon Mah.
10.SveD 24.08.2015 Erkek Istasyon Mah.
11.Sve D 24.08.2015 Disi Istasyon Mah.
12.SveD 24.08.2015 Erkek Istasyon Mah.
13.Sve D 24.08.2015 Erkek Istasyon Mah.
14.Sve D 25.08.2015 Erkek Istasyon Mah.
15.SveD 25.08.2015 Disi Istasyon Mah.
16.Sve D 25.08.2015 Disi Istasyon Mah.
17.SveD 25.08.2015 Disi Istasyon Mah.
18.Sve D 27.08.2015 Disi Biilbiil Mah.
19.Sve D 27.08.2015 Erkek Biilbiil Mah.
20.SveD 27.08.2015 Erkek Biilbiil Mah.
21.SveD 27.08.2015 Disi Biilbiil Mah.
22.SveD 29.082015 Disi Biilbiil Mah.
23.SveD 29.08.2015 Erkek Biilbiil Mah.
24.Sve D 29.08.2015 Erkek Biilbiil Mah.
25.Sve D 29.08.2015 Disi Biilbiil Mah.
26.SveD 29.08.2015 Disi Biilbiil Mah.
27.Sve D 30.08.2015 Disi Kale i¢i Mah.
28.SveD 30.08.2015 Erkek Kale I¢i Mah.
29.SveD 30.08.2015 Disi Kale i¢i Mah.
30.SveD 30.08.2015 Disi Kale I¢i Mah.
31.SveD 30.08.2015 Disi Kale i¢ci Mah.
32.SveD 01.09.2015 Erkek Kale I¢i Mah.
33.SveD 01.09.2015 Erkek Kale i¢ci Mah.
34.SveD 01.09.2015 Disi Kale I¢i Mah.
35.SveD 01.09.2015 Erkek Yusufpasa Mah.
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Tablo 5’in devamu.

Ornek no. ve tiirii Ornegin alim Cinsiyet
zamani

36. Sve D 01. 09. 2015 Erkek Yusufpaga Mah.
37.SveD 01.09.2015 Disi Yusufpasa Mah.
38.SveD 01.09.2015 Disi Yusufpasa Mah.
39.SveD 01.09.2015 Disi Yusufpasa Mah.
40.Sve D 02.09.2015 Disi Yeni Mah.
41.SveD 02.0920.15 Erkek Yeni Mah.
42.SveD 02.09.2015 Erkek Yeni Mah.
43.Sve D 02.09.2015 Disi Yeni Mah.
44, Sve D 04.09.2015 Disi Pasacayir Mah.
45.Sve D 04.09.2015 Disi Pasacayir Mah.
46.Sve D 04.09.2015 Disi Pasacayir Mah.
47.Sve D 05.09.2015 Erkek Pasagayir Mah.
48.Sve D 05.09.2015 Disi Pasagayir Mah.
49.Sve D 05.09.20.15 Erkek Pasacayir Mah.
50.SveD 05.09.2015 Disi Pasagayir Mah.
51.SveD 05.09.2015 Disi Pasacgayir Mah.
52.Sve D 08.09.2015 Disi Ortakap1 Mah.
53.Sve D 09.09.2015 Erkek Ortakap1 Mah.
54.Sve D 09.09.2015 Disi Ortakap1 Mah.
55.Sve D 10.09.2015 Disi Ortakap1 Mah.
56.Sve D 10.09.2015 Erkek Ortakap1 Mah.
57.SveD 10.09.2015 Disi Ortakap1 Mah.
58.Sve D 10.09.2015 Disi Ortakap1 Mah.
59.Sve D 11.09.2015 Disi Sehitler Mah.
60. Sve D 11.09.2015 Disi Sehitler Mah.
61.SveD 11.09.2015 Disi Sehitler Mah.
62.Sve D 11.09.2015 Disi Sehitler Mah.
63.Sve D 11.09.2015 Disi Sehitler Mah.
64.Sve D 12.09.2015 Erkek Halitpasa Mah.
65.Sve D 12.09.2015 Erkek Halitpasa Mah.
66. S ve D 12.09.2015 Disi Halitpasa Mabh.
67.SveD 12.09.2015 Disi Halitpaga Mabh.
68.Sve D 12.09.2015 Disi Halitpasa Mah.
69.Sve D 13.09.2015 Disi Yenigehir Mah.
70.Sve D 13.09.2015 Disi Yenisehir Mah.
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Tablo 5’in devamu.

Ornek no. ve tiirii Ornegin alim Cinsiyet
zamani

71.SveD 13.09.2015 Disi Yenigehir Mah.
72.Sve D 13.09.2015 Erkek Yenisehir Mah.
73.SveD 13.09.2015 Disi Yenisehir Mah.
74.Sve D 16.09.2015 Erkek Sukap1 Mah.
75.SveD 16.09.2015 Disi Sukap1 Mah.
76.Sve D 16.09.2015 Disi Sukap1 Mah.
77.SveD 17.09.2015 Disi Sukap1 Mah.
78.Sve D 17.09.2015 Disi Sukap1 Mah.
79.Sve D 17.09.2015 Disi Sukap1 Mah.
80.Sve D 17.09.2015 Disi Sukap1 Mah.
81.SveD 20.09.2015 Disi Atattirk Mah.
82.Sve D 20.09.2015 Disi Atatiirk Mah.
83.SveD 20.09.2015 Erkek Atatiirk Mah.
84.SveD 20.09.2015 Erkek Atatiirk Mah.
85.Sve D 20.09.2015 Disi Atatiirk Mah.
86.Sve D 21.09.2015 Disi Atattiirk Mah.
87.SveD 21.09.2015 Disi Atatiirk Mah.
88.Sve D 21.09.2015 Disi Atatiirk Mah.
89.Sve D 21.09.2015 Disi Atatiirk Mah.
90.Sve D 21.09.2015 Disi Atatiirk Mah.
91.SveD 21.09.2015 Disi Atatiirk Mah.
92.SveD 21.09.2015 Disi Cumhuriyet Mah.
93.SveD 21.09.2015 Disi Cumbhuriyet Mah.
94.SveD 21.09.2015 Disi Cumhuriyet Mah.
95.SveD 21.09.2015 Disi Cumhuriyet Mah.
96.Sve D 21.09.2015 Disi Hafizpasa Mah.
97.Sve D 21.09.2015 Disi Hafizpasa Mah.
98.Sve D 21.09.2015 Disi Hafizpasa Mah.
99.SveD 21.09.2015 Disi Hafizpasa Mah.
100. Sve D 21.09.2015 Disi Hafizpasa Mah.

S: Salya 6rnegi D: Dental plak 6rnegi.
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2.2.3. Orneklerden Helicobacter spp. izolasyonu ve Identifikasyonu

Steril sivapla alinan ve igerisinde steril fizyolojik tuzlu su bulunan vida
kapakli cam tiiplerde tasinarak kisa siire igerisinde laboratuvara ulastirilan 100 salya
ve 100 dental plak 6rnegi daha onceden hazirlanan ve igerisinde 2,5 pg/mL
amfoterisin B, 20 pg/mL trimetoprim ve 6 pg/mL vankomisin bulunan %5 defibrine
eskitilmis at kanli gikolata agar besiyerine ¢izgi ekim yontemiyle ekildi. Selektif
besiyerine ekilen 6rnekler 2,5 litrelik jarlara (Merck 1.16387) konarak %10 CO_’li
(mikroaerobik kit, Merck 1.16275) ve nemli ortamda 37 'C’de 10 giin siireyle inkiibe
edildi. Ureme gozlenen, S tipi, seffaf, beyaz ya da gri koloniler segilerek olas
Helikobakter siiphesi nedeniyle %5 eskitilmis at kanli ¢ikolata agar ya da %5 koyun
kanli agar besiyerine pasajlanarak saflastirildi. Saflagtirilan izolatlarin Gram boyama,
mikroskobik muayene ve biyokimyasal test sonuglari dikkate alinarak gastrik
Helicobacter spp. olarak tanimlanan suslar %20 gliserinli brucella broth siv1 besiyeri
iceren ependorf tiiplerine aktarilarak tiir diizeyinde molekiiler tiplendirilmesi

gerceklestirilmek tizere -80 °C’de muhafaza edildi.

2.2.4. Gram Boyama ve Mikroskobik Morfoloji

Saflastirilan kolonilerden 6ze yardimiyla almman ornekler, bir damla steril
fizyolojik tuzlu su damlatilan lam {izerine yayilarak homojenizasyon saglandi.
Hazirlanan preparatin havada kurutululmasini takiben alevden gecirilmek suretiyle
fiksasyonu saglandi. Daha sonra boyama sehpasina alinan preparat sirasiyla kristal
viyole ile 2 dk boyanmasmin ardindan distile su ile yikanip, lugol solusyonu
dokiilerek 1 dakika beklendi ve %95 lik etil alkol ile dekolorizasyon islemininden
sonra son olarak sulu fuksin ile 30 saniye boyanip distile sudan gegirilip
kurulandiktan sonra preparatin iizerine immersiyon yagi damlatilarak mikroskopta
incelendi (Becerra ve ark. 2016). Hazirlanan preparatlarin Gram boyamasi sonucu
mikroskopta Gram negatif, kivrimli basil goriiniimiinde olan izolatlarin bazi 6nemli

biyokimyasal ayirici testlerle tanimlanmasina gidildi.
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2.2.5. Biyokimyasal Testler

2.2.5.1. Oksidaz Testi

Steril ekiivyon ¢ubugu Kovacs ayiracina daldirilarak fazlasi sisenin
kenarindan siizdiiriildii. Ardindan ekiivyon ¢ubugu ile %5 defibrine koyun kanl
agarda saflastirilan siipheli koloniye dokundurularak yaklasik 10 sn siireyle renk
degisimi izlendi. Rengin mavi-mor rengine doniismesi pozitif olarak kabul edildi
(T.C. Saglik Bakanlig1 2015).

2.2.5.2. Katalaz Testi

Stipheli kolonilerden alinan ornekler lam tizerine aktarilarak tizerine bir
damla %3’liikk H,O, damlatild1 ve hava kabarciklarinin olusup olusmadigi gozlendi.
Hava kabarciklarinin olusmasi pozitif reaksiyon olarak kabul edildi (Arda 2015).
2.2.5.3. Ureaz Testi

Steril 6ze kullanilarak saflastirilan kolonilerden alinan 6rnekler numuneler
burgu kapakli cam tiiplerde hazirlanan iire brotha inokiile edildi ve 24 saat
mikroaerobik ortamda inkiibasyon saglandi. Tiplerde rengin kirmiziya doniismesi
pozitif olarak kabul edildi (Arda 2015).
2.2.5.4. Molekiiler Tanimlama Cahismalari

2.2.5.4.1. izolatlardan DNA Ekstraksiyonu

Izolatlardan DNA ekstraksiyonu Qiagen Mini Kit kataloguna gére yapild.
e Buna gore; 1ml steril fizyolojik tuzlu su bulunan ependorf tiiplere 6ze ile

alinan bakteri kolonileri inokile edildi.
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1 mI’lik s1v1 siispansiyonu igeren tiipler 7500 rpm’de santrifiij islemine tabi
tutulduktan sonra silipenatant atilarak tortu iizerine 180 ul buffer ATL
eklendi.

e Ardindan 20 pl proteinaz K eklendiken sonra ornekler 5-10 sn vorteks ve
pikofiij islemine tabi tutuldu.

e Ornekler 56°C’de 10 dk. 1sitic1 blogunda (VWR Digital Heat Block) inkiibe
edildi ve tekrar 5-10 sn. vorteks ve pikofiij islemine tabi tutldu.

e Orneklere 200 pul buffer AL eklendi ve tekrar vorteks pikofiij islemine tabi
tutulduktan sonra 70 'C’de 10 dk. inkiibe edildi.

o Gergeklestirilen islemlerin ardindan 6rnekelre 200 pl absoliit alkol eklendi ve
5-10 sn. vorteks pikofiij islemine tabi tutuldu.

e Vorteks ve pikofiij isleminden sonra 6rnekler spin kolonlara aktarilarak 8000
rpm’de santrifiij islemine tabi tutuldu ve ardindan siiziintii atilarak filtreler
yeni toplama tiiplerine aktarildi.

e Filtrelere 500 pl buffer AW1 eklendi ve 8000 rpm’de 1 dk santrifiij islemine
tabi tutuldu.

¢ Olusan siiziintii tekrar atilarak filtreler yeni toplama tiiplerine aktarildi ve 500
ul buffer AW2 eklendi ardindan 14000 rpm’de 3 dk. santrifiij islemine tabi
tutuldu.

e Filtreler tekrar toplama tiiplerine aktarildi ve 14000 rpm’de santrifiij islemine
tabi tutulduktan sonra filtreler tekrar toplama tiiplerine aktarildi ve iizerine
200 pl buffer AE eklenerek 1 dk. santrifiij islemine tabi tutuldu.

e Elde edilen DNA ekstraksiyonu amplifikasyon asamasina kadar -20'C’de

saklandi.

2.2.5.4.2. Dokudan DNA Ekstraksiyonu

Sokak kedilerinden alinan salya ve dental plak orneklerinden DNA
ekstraksiyonu Qiagen Mini Kit kataloguna gore yapildi.
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e Buna gore icersinde dis plagi ya da salya sivap 6rnekleri bulunan fizyolojik
tuzlu su igeren 6rneklerden 500 pul ependorf tiiplerine aktarildi ve 5 dk. 7500
rpm’de santrifiij islemine tabi tutulduktan sonra siipernetant atildi.

e Meydana gelen tortu tizerine 100 ul PBS (100 pl 6rnek+100 ul PBS= 200 ul)
eklendikten sonra 20 ul Proteinaz K eklendi.

e Orneklere 200 ul buffer AL eklendikten sonra 5-10 sn vorteks ve 3-5 sn
pikofiij islemine tabi tutularak 6rnekler 56°C’de 10 dk 1sitic1 blogunda (VWR
Digital Heat Block) cihazinda inkiibe edildi.

e Inkiibasyon isleminden sonra &rnekler 5-10 sn vorteks ve pikofiij islemine
tabi tutularak 6rneklere 200 pl absoliit etanol eklendi.

e Ornekler 5-10 sn vorteks ve pikofiij islemine tabi tutulduktan sonra 200pul
buffer AL eklendi ve drnekler spin kolonlara aktarildu.

e Spin kolonlardaki ornekler 8000 rpm’de 1 dk santrifiij islemine tabi
tutulduktan sonra siiziintii atildi ve filtreler yeni tiiplere aktarildu.

e 500 pl buffer AW1 den herbir tiipe eklendikten sonra 8000rpm’de 1 dk
santrifiij islemine tabi tutuldu.

o Filtreler tekrar toplama tiiplerine alindi ve 500 ul buffer AW2 eklendi
ardindan 14000 rpm’de 3 dk santrifiij islemine tabi tutulduktan sonra filtreler
toplama tiiplerine alindi ve 14000 rpm’de 1 dk santrifiij islemine tabi tutuldu.

e Filtreli tiiplere 200 pl buffer AE eklendi ve oda sicakliginda 1 dk inkiibe
edildi.

e Ornekler 8000 rpm’de 1 dk santrifiij islemine tabi tutulduktan sonra filtreler
atildi veolusan DNA ekstrakti amplifikasyon asamasina kadar -20 °C’de

saklandi.
2.2.5.4.3. PCR ile Identifikasyon
2.2.5.4.4. Cins Diizeyinde Identifikasyon
Sokak kedilerinden alinan salya ve dental plak orneklerinden elde edilen

DNA ekstraklarinda cins diizeyinde Helikobakter varliginin tespiti amaciyla Ghill ve

51



ark. (2009) belirttigi izere 16S rRNA genini hedef alan primerler kullanildi (Tablo
4).

Reaksiyon i¢in gerekli hacim (1xPCR, 25ul) PCR bilesenleri esliginde
asagidaki gibi olusturuldu.

Hacim (ul)

odNTP 0.5 pul

e Buffer 2.5 ul

e Helikobakter cins primer F 1 ul

e Helikobakter cins primer R 1 ul

« MgCl, 2.5l

e Tag DNA polimeraz 0.5 ul

e RNase, DNase free water 14.5 ul
eDNA 2.5l

PCR siklusu gradient 1s1 makinasi (Bio Rad) kullanilarak uygulandi.
Helikobakter cins spesifik primerler kullanilarak uygulanan PCR termal sartlar ve

siklus sayilar1 Tablo 6’da gosterildigi gibi tatbik edilmistir.

Tablo 6. Helikobakter cins spesifik PCR termal sartlar ve siklus sayilar1.

Sicaklik NS Dongu Sayist
94 °C’de 2,5 dakika 1 dongii
94 °C’de 1 dakika

50 °C’de 1 dakika 40 déngii
72 °C’de 1 dakika

72 °C’de 15 dakika 1 dongii
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2.2.5.4.5. Tiir Diizeyinde Identifikasyon

Gerek kiiltiirel yoklamalar sonucu elde edilen izolatlarin gerekse salya ve
dental plak orneklerinden direk olarak cins diizeyinde tanimlanan Orneklerin tiir
diizeyinde belirlenmesi amaciyla iireaz B genini hedef alan primerler kullanilarak
PCR yontemi uygulandi (Tabo 4). H. pylori, H. felis ve H. heilmannii tiirlerini

identifiye etmek amaciyla her bir tiir igin PCR yOntemi ayr1 ayr1 uygulandi.

Helicobacter tiir spesifik herbir primer i¢in reaksiyon asagidaki gibi

uygulandi.
Hacim (ul)

odNTP 0.5 ul

e Buffer 2.5 ul

e Helicobacter tiir primer F 1 ul

e Helicobacter tiir primer R 1 ul

e MgCl, 2.5 ul

e Tag DNA polimeraz 0.5 ul

e RNase, DNase free water 145 ul
eDNA 2.5 ul

Tiir diizeyinde identifikasyon amaciyla uygulanan PCR termal sartlar ve

siklus sayilari ise Tablo 7°de gosterilmistir.
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Tablo 7. Helikobakter tiir spesifik PCR termal sartlar ve siklus sayilari.

Sicakhik Siire Dongii sayisi

94°C 3dk. A

57°C 2 dk. > 1 dongii
72°C 3dk. )

94°C 30 sn.

57°C 3 sn. . 31 dongii
72°C 1 dk. )

72°C 5 dk 1 dongii

2.2.5.4.6. Elektroforez ve Goriintiilleme

Cins ve tiir spesifik PCR iriinlerinin goriintiilenmesi amaciyal yatay jel
elektroforez teknigi uygulandi. PCR iiriinleri DNA Safe View niikleik asit boyasiyla
boyanan % 1.5 agaroz jel kuyucuklarina konularak TBE buffer solusyonu igeren
elektroforez tanki icerisinde 90 volt ve 40 miliamperde 40 dakika yiiriitiildii. Olusan
bantlar jelde yiiriitiilen 100 baz ¢ifti DNA standarti (100 bp DNA Ladder) ile
kiyasland1 ve meydana gelen DNA fragmentleri UV transilluminatorde goriintiilendi
Olusan goriintiiler fotograflanarak dokiimante edildi. 400 baz giftine (bp) denk gelen
bantlar Helikobakter, 580 baz ciftine denk gelen bantlar H. heilmannii, 1,150 baz
ciftine denk gelen bantlar H. felis, 1,707 baz giftine denk gelen bantlar H. pylori
pozitif olarak degerlendirildi.

2.3. [lstatistiksel Degerlendirme
Sokak kedilerinden alinan salya ve dental plak &rneklerinin  Gastrik
Helikobakterler acisindan kiiltiirel yoklamalar1 ve PCR ile degerlendirilmesisonucu

elde edilen verilerin istatiksel 6nemlerinin belirlenmesi Statistical Package Social

Science (SPSS) 13 programinda, Chi-Square (x°) testi ile degerlendirildi.
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3. BULGULAR

3.1.1. Orneklerden Helicobacter spp. izolasyon ve identifikasyon Bulgular

Kars Merkez ilinin ¢esitli mahallelerinden yakalanan 100 sokak kedisinden
alman 100 salya ve 100 dental plak orneklerinin selektif besiyerine ekilerek, %10
CO2’ 1i ortamda 10 giin siireyle inkubasyonunun ardindan tireme gézlenen S tipi,
seffaf, beyaz ya da gri kolonilerin (Resim 5) Gram boyama ile mikroskobik
morfolojisinin incelenmesi sonucu Gram negatif, kivrimli basil goriiniimlii olanlar
(Resim 6) oksidaz, katalaz ve iireaz aktiviteleri (Resim 7. a, b, c) agisindan
degerlendirilmesi sonucu salya Orneklerinin 10 (%210)’undan ve dental plak
orneklerinin 5 (%5)’inden Helicobacter spp. izolasyon ve identifikasyonu
gerceklestirilmistir. izolasyon gergeklestirilen 10 salya rneginin 5’inin hem dental
plak hem salya Orneginde ortak oldugu goriilmistir. Bu arastirmada
helikobakterlerin izolasyon asamasinda selektif agara direkt ekim yonteminden
yararlanilmistir. Inkiibasyon sonrasi bazi &rneklerde yogun kontaminasyonlar ile
karsilasilmis ve saf kiiltiir elde etmek i¢in birka¢ kez pasaja ihtiya¢ duyulmustur.
Ayrica elde edilen izolatlarin 6rneklem yapildig1 yerlere gore dagilimi dikkate
alindiginda ilk dort izolatin ayni1 mahalleden Orneklenen kedilerden elde edilmesi
dikkat c¢ekicidir. Helikobakter izolasyonu ve identifikasyonu gerceklestirilen

orneklerin numaralari ile 6rnek tiirii Tablo-8’de verilmistir.
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Resim 5. Orneklerden izole edilen Helicobacter spp. izolatinin kanli agardaki koloni morfolojisi.

Resim 6. Orneklerden izole edilen Helicobacter spp.’nin 151k mikroskobu goriintiisii (x1000).
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Resim 7. a, b, ¢. Oreklerden izole edilen Helicobacter spp.’nin biyokimyasal test sonuglari. a.

Ureaz testi b. Katalaz testi c. Oksidaz testi.
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Tablo 8. Helicobacter izolasyonu ve identifikasyonu gergeklestirilen 6rnekler ile tiirleri.

Ornek tiirii ve Helicobacter spp. izolasyonu

Ornek No Salya Dental plak

1 Pozitif Negatif
2 Pozitif Pozitif
3 Pozitif Pozitif
4 Pozitif Pozitif
7 Pozitif Negatif
17 Pozitif Pozitif
38 Pozitif Negatif
43 Pozitif Negatif
54 Pozitif Negatif
91 Pozitif Pozitif

3.1.2. izolatlarin PCR ile identifikasyon Bulgulari

Salya ve dental plak 6rneklerinden izole ve identifiye edilen toplam 15 (10
salya, 5 dental plak) Helicobacter spp. izolatinin tiir spesifik primerler yardimiyla
gerceklestirilen PCR sonucu tiim suslarin 580 bp DNA bantlar1 olusturdugu, bu
nedenle tiim izolatlarin H. heilmannii oldugu ortaya konulmustur (Resim 9).
Orneklerin higbiri H. pylori veya H. felis olarak belitlenmemistir. Izolatlarm PCR ile

tiir diizeyinde tanimlanmasi sonuglar1 Tablo 9°da verilmistir.
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400 bp —

Resim 8. Salya ve dental plak rneklerinin Helikobakter cins spesifik PCR sonucu bant gériiniimii.
M: Marker (Bioline hyperladder 100 bp plus), - : Negatif kontrol, + : Pozitif kontrol, DP:
Dental plak, S: Salya.

Izolatlarm PCR ile tiir diizeyinde tamimlanmasi sonuglar1 Tablo 10’da

verilmistir.

Tablo 9. Salya ve dental plak izolatlarmin Helikobakter tiir spesifik PCR sonucu.

Tiir spesifik PCR bulgular:

izolat tiir ve
sayisi

15 (%100) 0 (%0.00) 0 (%0.00)

15 (%100) 0 (%0.00) 0 (%0.00)

3.1.3. Salya ve Dental Plak Orneklerinin Direkt Cins Spesifik PCR Bulgulari

Bagibos kedilerden alinan 100 salya ve 100 dental plak 6rneginin direk cins
spesifik PCR ile degerlendirilmesi sonucu sirasiyla 50 (%50) ve 20 (%20) 6rnek 400
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bp biiyiikliigiindeki bantlar olusturarak Helikobakter pozitif olarak belirlendi. Pozitif
olarak belirlenen oOrneklerin 5> inin aymi hayvanlara ait Ornekler oldugu
belirlenmistir. Salya ve dental plak orneklerinin cins spesifik PCR ile
degerlendirilmesi sonucu pozitif belirlenen 6rnekler ve tiri Tablo 10’da
sunulmustur. Ayrica orneklerin direkt PCR sonucu olusturduklart bant profilleri

Resim 8’de goriilmektedir.

Tablo 10. Salya ve dental plak drneklerinin direk cins spesifik PCR bulgular.

Salya Dental plak
1 Pozitif Negatif
2 Pozitif Pozitif
8 Negatif Pozitif
4 Pozitif Pozitif
5 Negatif Negatif
6 Negatif Negatif
7 Pozitif Negatif
8 Negatif Negatif
9 Pozitif Negatif
10 Negatif Pozitif
11 Negatif Pozitif
12 Negatif Negatif
13 Negatif Pozitif
14 Negatif Negatif
15 Pozitif Negatif
16 Negatif Negatif
17 Pozitif Negatif
18 Negatif Pozitif
19 Pozitif Negatif
20 Pozitif Negatif
21 Pozitif Pozitif
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Tablo 10°un devamu.

22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56

Salya

Negatif
Pozitif
Negatif
Pozitif
Pozitif
Negatif
Negatif
Pozitif
Pozitif
Negatif
Pozitif
Pozitif
Negatif
Negatif
Pozitif
Negatif
Pozitif
Pozitif
Pozitif
Negatif
Pozitif
Pozitif
Pozitif
Negatif
Pozitif
Negatif
Negatif
Pozitif
Pozitif
Negatif
Pozitif
Pozitif
Negatif
Negatif
Pozitif
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Dental plak
Pozitif
Negatif
Negatif
Negatif
Negatif
Negatif
Pozitif
Negatif
Negatif
Negatif
Negatif
Negatif
Negatif
Pozitif
Negatif
Negatif
Pozitif
Negatif
Negatif
Negatif
Negatif
Negatif
Negatif
Pozitif
Negatif
Negatif
Pozitif
Negatif
Negatif
Negatif
Negatif
Negatif
Negatif
Negatif
Negatif



Tablo 10°un devamu.

57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90
91

Salya
Pozitif
Negatif

Negatif
Pozitif
Negatif
Negatif
Pozitif
Pozitif
Negatif
Negatif
Negatif
Pozitif
Negatif
Pozitif
Pozitif
Negatif
Pozitif
Negatif
Negatif
Negatif
Negatif
Pozitif
Negatif
Negatif
Negatif
Negatif
Negatif
Pozitif
Pozitif
Pozitif
Negatif
Negatif
Negatif
Pozitif
Pozitif
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Dental plak
Negatif
Negatif
Negatif
Negatif
Negatif
Pozitif
Negatif
Negatif
Negatif
Negatif
Pozitif
Negatif
Negatif
Negatif
Negatif
Negatif
Negatif
Negatif
Negatif
Negatif
Negatif
Negatif
Pozitif
Pozitif
Negatif
Negatif
Negatif
Negatif
Negatif
Pozitif
Negatif
Negatif
Pozitif
Negatif
Pozitif



Tablo 10°un devamu.

Salya Dental plak
92 Pozitif Negatif
93 Pozitif Negatif
94 Pozitif Negatif
95 Pozitif Negatif
96 Pozitif Negatif
97 Negatif Negatif
98 Pozitif Negatif
99 Pozitif Negatif
100 Negatif Negatif

Resim 9. Orneklerden izole edilen Helicobacter spp. lerin tiir spesifik primerler ile PCR sonucu
ortaya konan H. heilmannii bantlarinin gériiniimii. M: Marker (Bioline, Hyperladder 100 bp plus) +:
Pozitif Kontrol, DP: Dental plak, S: Salya, - : Negatif kontrol.
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3.1.4. Salya ve Dental Plak Orneklerinin Tiir Spesifik PCR Bulgulari

Cins spesifik PCR ile pozitif bulunan orneklerin tiir spesifik tireaz B genini
hedef alan primerler kullanilarak yapilan degerlendirilmesi sonucu 50 salya
orneginin 19 (%38)’u, 20 dental plak 6rneginin 10 (%50)’u H. heilmannii olarak
tespit edilirken pozitif belirlenen 5 6rnegin ortak oldugu goriilmiistiir (hem salya hem
de dental plak). Salya 6rneklerinin 31 (%62) ile dental plak 6rneklerinin 10 (%50) u
arastirilan ti¢ tiir Helikobakter agisindan (H. heilmannii, H. felis ve H. pylori) negatif
bulunmustur. Tablo 11°de cins spesifik PCR pozitif bulunan salya ve dental plak
ornek tlir ve sayilari ile bunlarin tir diizeyindeki PCR sonuglart goriilmektedir.
Ornekler bazinda yukarida belirlenen sonuglar, hayvanlar bazinda ele alindiginda ise
100 sokak kedisinin 65 (%65)’inin agiz boslugunda Helikobakter varlig

belirlenirken bunlarin 29 (% 44.61) unun H. heilmannii oldugu ortaya konmustur.

Tablo 11. Cins spesifik PCR pozitif bulunan salya ve dental plak 6rnek tiirleri ve sayilari ile tiir
spesifik PCR sonuglari.

Tiir spesifik PCR sonucu
Cins pesifik PCR pozitif
ornekler

. . H. heilmannii ~ H. felis H.pylori ~ Tanmimlanamayan
Ornek tiirii Ornek sayisi

Salya 50 19 (%38) 0 (%0 0 (%0) 31 (%62)
Dental plak 20 10 (%50) 0 (%0) 0 (%0) 10 (%50)

Toplam 70 29 (%41.42) 0 (%0) 0 (%0) 41 (%58.57)
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3.2. Istatiksel Analiz Sonuclar

Sokak kedilerinden elde edilen 100 salya ve 100 dental plak orneklerinden

Helicobacter spp. izolasyonu ile direkt cins spesifik ve tiir spesifik PCR sonuglarinin

istatiksel analizi sonuglar1 Tablo 12, 13 ve Tablo 14’te sunulmustur.

Tablo 12. Salya ve dental plak 6rneklerinden Helicobacter spp. izolasyon sonuglarmim istatistiksel

analizi.

Salya 6rneginden izolasyon

Negatif Pozitif | Total
Dental Negatif 90 5 95
plak %100,0 %50,0 | %95,0
orneginden  Pozitif 0 5 5
izolasyon %0,0 %50,0 | %5,0

Total 90 10 100

%100,0 %100,0 | %100,0

p<0.01

Yiiz sokak kedisinden alinan 100 salya ve 100 dental plak 6rneginin kiiltiirel

yoklamalar1 sonucu salya 6rneklerinin 10’undan, dental plak orneklerinin ise 5’inden

Helicobacter spp. izolasyonu gergeklestirilmis olmasi istatistiksel olarak anlamli

bulunmustur (p<0.01). Bu durum kedilerin agiz boslugu 6rneklerinde Helikobakter

varhiginin kiltiirel olarak belirlenmesi ¢alismalarinda salya 6rneklerinden izolasyon

oraninin dental plak orneklerine gore daha yiiksek oldugunu ortaya koymaktadir.
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Tablo 13. Salya ve dental plak orneklerinden Helicobacter spp. tespiti amaciyla cins spesifik

primerler kullanilarak elde edilen PCR sonuglarmin istatistiksel analizi.

Salyadan direk cins
spesifik PCR

Negatif Pozitif Total
Dental Negatif 30 50 80
plaktan %667 %90,9 | %80,0
direk  cins _
PCR %33,3 %9,1 %20,0
Total 45 55 100

%100,0 %100,0 | %100,0
p<0.01

Salya ve dental plak oOrneklerinden Helikobakter cins spesifik primerler
kullanilarak direkt uygulanan PCR yontemiyle 100 salya 6rneginin 50’sinde, 100
dental plak 6rneginin ise 20’ sinde Helikobakter spp. tespit edilmis ve bu durum
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.01). Salya ve dental plak 6rneklerinden
PCR ile Helikobakter spp. belirleme ¢aligmalarinda salya 6rneklerinin daha avantajl
oldugu goriilmektedir. Orneklem yapilan kediler bazinda ele alindiginda 100 kedinin
65 (%65)’inin agiz boslugu orneklerinde Helikobakter varligi gozlendi.

Tablo 14. Salya ve dental plak orneklerinden iireaz B genini hedef alan primerler kullanilarak elde

edilen tiir spesifik PCR bulgular: istatiksel analizi.

Dental plak
orneklerinden H.
heilmannii
Negatif Pozitif Total
Salya Negatif 71 5 76
orneklerinden %71,0 %5,0 %76,0
H. heilmannii Pozitif 19 5 24
%19,0 %100,0 %24,0
Total 90 10 100
%100,0 %100,0 %100,0

p<0.01
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Salya ve dental plak orneklerinden Gastrik Helikobakter tiirlerini (H. felis, H.
pylori, H. heilmannii) identifiye etmek amaciyla iireaz B genini hedef alan primerler
kullanilarak gergeklestirilen PCR’1 sonucu sirasiyla 19’u, 10°u H. heilmannii olarak
tespit edilmis olup, H. heilmannii tespit edilen 5 6rnegin ortak oldugu goériilmiistiir.
100 salya ve 100 dental plak 6rneklerinin higbirinden H. pylori ya da H. felis’in
varligi belirlenemedi. Salya ve dental plak bulgulari arasindaki fark istatiksel olarak
anlamli bulundu (p<0.01).
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4. TARTISMA ve SONUC

Spiral yapili bakterilere yaklagik 100 yil 6nce kedi ve kdpeklerin midesinde
rastlanmis olmasina ragmen, 1983°te H. pylori’nin insan midesinde kronik gastrit,
doudenal {ilser ve mide kanseriyle iliskisi anlasildiktan sonra Helikobakterlerin
cesitli hayvanlarin midelerindeki varligina dair arastirmalar hiz kazanmis ve
arastirmacilarin bu alandaki ilgisini arttirmistir (Handt ve ark.1994). H. pylori
disinda H. heilmannii ve H. felis’in de insanlar1 infekte eden iki Gastrik Helikobakter
tirii oldugu (Cisholm ve Owen 2003) ve bu bakteri tiirlerinin 6ncelikle kedilerin
midesinden izole edidigi ve daha sonralar1 insanlarda da saptandigi rapor edilmistir
(Andersen ve ark. 1999).

Cesitli canlilarda Gastrik Helikobakterlerin arastirilmasinda genel olarak
kiiltiir (Cammorata ve ark. 2004), hizli iireaz testi (Berry ve Sagar 2006), *C-C iire
nefes testleri (Gomes ve ark.2002), histopatolojik muayene (Lee ve Kim 2015),
digkida antijen testi (Giilcan ve ark. 2005), PCR ve ELISA (Makristathis ve ark.
1998) gibi serolojik testlerden yararlanilmaktadir (Glupczynski 1998). Mide biyopsi
orneklerine dayali tan1 yontemleri glinlimiizde Gastrik Helikobakterlerin ortaya
konmasinda 6zellikle epidemiyolojik amagli olan ¢alismalarda siklikla kullanilmakta
ancak kullanilan her bir yontemin avantaj ve dezavantajart oldugu bildirilmektedir
(Logan ve Walker 2001). Gastrik Helikobakter tiirlerinin arastirilmasinda PCR
tekniklerinin yiiksek bir sensitivite ve spesifiteye sahip oldugu, Ozellikle mide
biyopsi orneklerinden PCR ile yapilan arastirmalarda bu tekniklerin sensitivitesinin
%100 oldugu belirtilmis aym1 zamanda digki ve salya gibi invazif islem
gerektirmeyen materyallerden de Helikobakterlerin PCR ile arastirilabilmesinin bu
tekniklerin avantaji oldugu iizerine vurgu yapilmistir (Dunn ve ark. 1997). Gastrik
Helikobakterelerin belirlenmesinde kullanilan histolojik yontemlerin avantajlar
arasinda spesifite ve sensitivitelerinin yliksek olmasi dezavantajlarinin ise pahali ve
deneyimli personel gerektirmesi ayni zamanda infeksiyonun midenin farklh
bolgelerini tutmasi (bakterilerin midenin farkli boliimlerinde kolonize olabilmesi)
gibi faktorler histolojik yontemlerin dezavantajlar1 oldugu bildirilmistir (Chey ve
Wong 2007). Gastrik Helikobakterlerin izolasyon ve identifikasyonunda kiltiir
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yontemi altin satndart olarak kabul edilmekte bakterilerin antimikrobiyal
duyarliligmin testinde, as1 ¢alismalarinda ve bakterilerin detaylt bir sekilde
incelenmesine olanak saglamasi gibi nedenlerle biiyiik avantajlari bulunmaktadir
(Dunn ve ark. 1997). Helikobakterlerin arastirllmasinda kiiltiirel yontemin bir¢ok
avantaji olmasina ragmen rutinde giic ve zahmetli olusu, ayrica epidemiyolojik
caligmalarda smirli katkida bulundugu (Glupczynski 1998) ve c¢ogu bilimsel
calismada H. pylori’nin gastrik mukozadan kiiltiiriiniin nadir ve zor oldugu tizerinde

durulmustur (Young ve ark. 2001).

Gliniimiizde insanlar ile birlikte evcil ve yabani hayvanlarda Gastrik
Helikobakterlerin varliginin tespitine yonelik bir¢ok arastirma mevcuttur. Jankowski
ve ark. (2016) Polonya’da klinik olarak gastrit bulgusu gozlenen 30 kdpekten alinan
salya orneklerinin PCR ile incelenmesi sonucu 23 6rnekten (%70.6) Helicobacter
cinsine ait DNA ya rastlandigini ve bunlarin 22 (%70.9)’sinin H. heilmannii oldugu
belirlenmistir. Sagnak ve Ozgiir (2011) Istanbul y6resinde 40’1 sahipli 56’s1 sahipsiz
96 kopekten alinan digki 6rneklerini (36°s1 gastrit belirtili, 60’1 saglikli) H. pylori
acisindan kiiltiir, PCR ve RFLP yontemleriyle incelemisler, 96 kopek diski 6rneginin
%12.5’inde H. pylori DNA smin saptandigini, bu oranin gastrik klinik belirti
gosteren Orneklerde %13.9 iken klinik belirti gdstermeyenlerde ise %11.7 olarak
belirlendigini, ancak digki 6rneklerinin higbirinden H. pylori kiiltiire edilemedigini
bunun nedeninin etkenin digski Orneklerinde kokoid formda bulunmasindan
kaynaklanabilecegini vurgulamiglardir. Terio ve ark. (2005), Kuzey Nambiya’da 10
yabani, 23’li hayvanat bahgesinde yasayan toplam 33 c¢itadan, alinan mide biyopsi
orneklerinden yaptiklar1 PCR ve histopatolojik arastirmalarda, yabani ¢italarin
hi¢birinde gastrite rastlanmadigini, ancak hayvanat bahcesinde yasayan citalarin
3’tinde gastrit varhiginin tespit edildigini, PCR ile her iki grubun tiimiinde de
Helicobacter DNA’sina rastlandigimi ancak ¢italarda Helikobakterlerle gastrit
arasinda bir iliskinin bulunmadigini ve gastritin stresten kaynaklanabilecegini,
hayvanat bahgesindeki citalarda gastrit gelisiminin yabanilere oranla daha yliksek
oldugunu ve bu durumun O6liim oranimi artirabilece8ini rapor etmislerdir. Aym
caligmada yapilan 16S rRNA sekans sonucu 8 citadan alinan orneklerin %98-99

arasinda H. pylori’ye benzerlik gosterdigi, 25 ¢itadan alinan 6rneklerin ise %97-99
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arasinda H. heilmannii’ye benzedigini, ancak bu Orneklerin H. pylori ve H.
heilmannii iireaz primerleriyle amplifiye edilemedigini ve cagA geninin identifiye
edilemedigini dolayisiyla bu tiirlerin H. heilmannii ya da H. pylori olamayacagin
belirtmislerdir. Baz1 ¢alismalarda maymunlarin midelerinde de Gastrik Helikobakter
tirlerine rastlanmig oldugu bildirilse de H. pylori’nin maymunlarda ¢ok nadir
rastlandigini ayni zamanda maymunlarla insanlarin temaslariin nadir olmasindan

dolay1 bir risk olusturmadiklari bildirilmistir (Megraud ve Broutet 2000).

Cantet ve ark. (1999) 60 adet domuzdan (6 giftlikten, her bir ¢iftlikten 10
adet) alman mide biyopsi Orneklerinin Gastrik Helikobakter agisindan histolojik,
kiltirel ve 16S rDNA genini hedef alan primerleri kullanarak yaptigi PCR
caligmasinda, histolojik muayaene sonucu domuzlarin %58’inde Helikobakter
benzeri organizmalarin varliginin belirlendigini, PCR sonucunda %80’inin pozitif
bulundugu ve 6rneklerin hig¢birinden izolasyon yapilamadigi belirtilirken, 16S rRNA
geni amplifiye edilen ornekler PCR-RFLP ile dort gruba ayrilmis, sekanslama
sonucu C grubu hari¢ tiim 6rnekler H. heilmanni Tip 1 olarak identifiye edilirken C
grubunun timiiniin H. heilmannii Tip 2 oldugunu ve hicbir 6rnekten H. pylori

identifiye edilemedigini belirtmislerdir.

Handt ve ark. (1994) 4 farkli pet hayvani saticisindan elde ettikleri 29 kediye
ait gastrik dokularin kiiltiirel, histolojik ve 16S rRNA tabanli PCR incelemesi sonucu
bir 6rnekten H. pylori izolasyonu gercekletirildigini ve bu izolatin PCR ile teyit
edildigini, ayrica 15 6rnegin histolojik agidan H. pylori ile uyumlu goriildigiini
bildirirken, H. pylori’nin kedilerin midesinde insanlarin midesine benzer sekilde
hasar olusturdugunu ve evcil kedilerde belirlenen bu durumun insanlardaki H. pylori
hastaliklar1 i¢in bir model teskil edebilecegini ve bulagabilme potansiyelinin
olabilecegini rapor etmislerdir. Ulkemizde cesitli hayvanlardan (Kopek, kedi, tavuk,
fare, rat ve kobay) elde edilen mide, barsak, karaciger ve safra kesesi drneklerinden
Helikobakter tiirlerinin izolasyonuna iligkin yiiriitiilen bir tez ¢alismasinda 75 Kopek
mide 6rneginin %2.6’sindan, 25 kedi mide 6rneginin ise %16’sindan H. felis izole
edildigi, ayrica mikroskobik muayene ve iireaz testiyle kopeklerin %62’sinde,

kedilerin ise %28’inde gastrik Helikobakter benzeri organizmalarin varliginin
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belirlendigi bildirilmigtir (Yildirnm 1997). Erginsoy ve Sozmen (2006), Kars
Yoresinde basibos 10 kediye ait mide biyopsi 6rneginin histopatolojik incelemesi
sonucu Orneklerin tiimiinde spiral bakteri varliginin saptandigini, ancak kedilerde
spiral bakteri kolonizasyonunun histolojik olarak herhangi bir dokusal farkliliga yol
acmadigini belirtmislerdir. Yine ayn1 yorede gerceklestirilen 30 basibos kediden elde
edilen mide biyopsi 6rneklerinin immunohistokimyasal ve PCR ile degerlendirilmesi
sonucu Orneklerin  %93.3’tinde  Gastrik Helikobakter benzeri organizmalar
belirlendigini, bunlarin mikroskobik olarak %53.3liniin H. felis, %76.7’sinin H.
heilmannii, %43.3’tintin ise her iki bakteri tipini birlikte bulundurdugunu, bu
orneklerin lireaz B genini hedef alan primerlerler kullanilarak gergeklestirilen PCR
ile teyit edildigini bildirmislerdir (Erginsoy ve ark. 2016). Strauss-Ayalia ve ark.
(2001), 12 kasirlastirilmis saglikli, 9 kusma, ishal ve kilo kaybi semptomlu ve
spesifik bir patojenle infekte olmadig1 kanitlanmis 24 olmak tizere toplam 45 kediden
alinan mide biyopsi Ornegine PCR, Kinetik-ELISA ve iireaz testi kullanarak
yaptiklar1 ¢alismada 5°1 klinik belirti gosteren kedilerden olmak iizere 21 kedinin
17°sine ait Ornegin iireaz pozitif oldugu bu nedenle hasta yada klinik belirti
gostermeyen kediler arasinda {ireaz testi yOniinden bir fark olmadigini
bildirmislerdir. 45 kedinin 6rneginin cins spesifik PCR ile degerlendirilmesi sonucu
17 sinin Helicobacter spp. ile infekte oldugu, tiir spesifik PCR sonucu bunlarin
9’unun H. heilmannii 4’tiniin ise H. felis oldugu (3 6rnegin H. heilmannii ve H. felis
ortak) 7 ornegin ise tiplendirilemedigini belirtirken higbir 6rnekte H. pylori tespit
edilemedigini bildirmislerdir. Spesifik bir patojen igermedigi bilinen 24 kedi ile
klinik belirti gosteren 9 kediden 4’iiniin cins spesifik PCR ve iireaz yoniinden negatif
olarak bulundugunu belirtmislerdir. Kinetik-ELISA sonucunun ise Klinik belirti
gosteren kedilere ait 6rneklerin digerlerinden alnan 6rneklere nazaran énemli dlciide
yiiksek oldugu (p<0.0001) ve bu nedenle Helikobakterlerle dogal olarak infekte
olmus kedilerde IgG serokonversiyonu arasinda bir iliski oldugunu belirtmislerdir.
Nieger ve ark. (1998), 58 kedinin mide biyopsi 6rneklerinden PCR, hizli iireaz testi
ve histopatolojik muayene yontemlerini kullanarak yaptiklari ¢alismada, 2 kedi harig¢
56 kedinin gastrik mukozasinin normal oldugunu, Wartin-Starry giimiis boyama
sonucu ile elde edilen pereparatlarda kedilerde Helikobakter kolonizasyonu ile gastrit

arasinda herhangi bir korrelasyonun olmadigini belirtmiglerdir. PCR bulgular
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sonucunda ise H. pylori ya da H. felis saptanamazken mide biyopsi 6rneklerinin
%78’inde H. heilmanni’nin identifiye edildigini belirmislerdir. Ayni ¢aligmada
orneklenen kedilere iire nefes testi de uygulanmis %58’inin pozitif sonug verdigi
bildirilmistir. Perkins ve ark. (1996), bir pet saticisindan H. pylori ile dogal infekte
oldugu belirlenen 12 aylik 8 kedinin 2’si kontrol grubu olarak ayrilmak {izere 6’sina
21 giin siireyle agiz yolu ile ii¢lii tedavi uygulanarak (amoksisillin, metronidazol ve
omeprazol) H. pylori’nin eradikasyonu flizerine bir ¢alisma yiiriitmiislerdir. Bu
amacla deney grubuna sokulan 6 kedinin tedavi oncesi ve tedavi sonras1 2-4 ve 6.
haftalarda dental plak, gastrik sivi, salya, antrum, fundus, kardia ve midenin orta
bolgesinden alinan biyopsi 6rneklerini kiiltir ve PCR ile degerlendirmislerdir.
Tedaviden Once salya Orneklerinin tgiinden, kardia, antrum ve midenin orta
bolgesinden aliman Orneklerin timiinden H. pylori’nin kiiltiire edildigini ancak
fundustan alinan 6rneklerden H. pylori kiiltiire edilemedigini ifade ederlerken, tedavi
sonrasi 2. ve 4. haftalarda alinan salya, gastrik sivi, gastrik mukoza 6rneklerinden H.
pylori kiiltiire edilemedigini, ancak gastrik sivi orneklerinin ¢ogunda PCR ile
pozitiflik belirlendigini bildirmislerdir. Tedavi sonras1 6. haftada alinan gastrik doku
orneklerinin higbirinden kiiltiir yapilamazken yalnizca bir kedinin mide sivisindan H.
pylori izolasyonu gergekletirilebildigini ifade etmislerdir. PCR analizi sonucu ise 5
kedinin dental plak, salya ve /veya gastrik sivi Orneklerinde H. pylori DNA
tirtinlerinin amplifiye edildigini ortaya koymuslardir. Arastiricilar ¢calisma sonucunda
H. pylori’nin kullanilan antibiyotiklere karsi zaman igerisinde diren¢ kazandigini

belirtmislerdir.

Meining ve ark. (2009), H. heilmanni ile infekte infekte oldugu tespit edilen
200 hasta veH. pylori ile infekte oldugu tespit edilen 600 hasta ile gerceklestirdikleri
anket sonucu H. heilmannii ile infekte hastalarin 177’sinin domuz, kopek, kedi,
rodent, buzagi gibi hayvanlarla direkt temasi oldugu, H. pylori ile infekte hastalarin
ise 485’inin bu tiir hayvanlarla temas: oldugu bilgisi edinilmis, bu nedenle domuz,
kedi, kopek gibi hayvanlarin H. heilmanni ve H. pylori agisindan rezervuar
olabilecegini belirtmiglerdir. Van Loon ve ark. (2003), H. heilmannii’nin ¢ocuklarda
%0.3-0.4 oraninda bulundugunu belirtirken, Boyanova ve ark. (2007) yaptiklari bir

vaka takdiminde hastaneye abdominal agr1 sikayetiyle gelen bir ¢ocuktan alinan
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mide biyopsi 6rneginde PCR ydntemiyle H. heilmanni varliginin saptandigini
belirtmis ve insanlara H. heilmanni’nin kediler tarafindan bulastirilabilecegi tizerinde
durmuslardir. Sykora ve ark. (2003), yaptiklar1 bir olgu sunumunda ise hematemez,
bulanti ve abdominal agriyla gastrointestinal endoskopi birimine kabul edilen 14
yasindaki bir kiz ¢ocugunun midesinin endoskopik muayenesi sonucu O6zofagus,
korpus ve doudenumun normal goriindiigliniin ancak fundustan alinan biyopsi
orneklerinde kronik gastrit belirlenirken, hastanin H. pylori digki antijen testi ile
tireaz 13C testi ve H. pylori i¢in (IgG) serolojik testinin de negatif oldugunu, ancak
biyopsi Orneklerinin Wartin-Starry giimiis boyasi ile boyanip mikroskobik
muayeneleri sonucunda uzun spiral bakterilerin goriildiigiinii ve bu bakterilerin
kuvvetle muhtemel H. heilmannii olabilecegini ve insanlarda kronik aktif gastritin
yalniz H. pylori ile degil bu gibi diger Gastrik Helikobakterler tarafindan da meydana

getirilebilecegini ifade etmislerdir.

Kars yoresinde yasayan sokak kedilerinin salya ve dental plak 6rneklerinde
Gastrik Helikobakterin varliginin kiiltiirel yontemler ve PCR ile belirlenmesinin
amag edinildigi ve iilkemizde ilk kez yiiriitiillen bu ¢alisma ile 100 basibos kediden
alman 100 salya ve 100 dental plak 6rnegi degerlendirilmistir. Kiiltiirel yoklamalar
sonucunda salya Orneklerinin 10 (%10)’undan ve dental plak orneklerinin 5
(%5)’inden Helicobacter spp. izolasyon ve identifikasyonu gergeklestirilmistir.
Izolasyon gergeklestirilen 10 salya &rneginin 5’inin hem dental plak hem salya
orneginde ortak oldugu gorilmiistir. Ayrica elde edilen izolatlarin 6rneklem
yapildig1 yerlere gore dagilimi dikkate alindiginda ilk dort izolatin ayn1 mahalleden
orneklenen kedilerden oldugunun belirlenmesi dikkat c¢ekicidir. Bu durum
Helikobakterlerin bulasinda ortak bir kaynagin varligi ya da kediler arasi bir bulagin
gostergesi olarak da degerlendirilebilir. Izolatlarin tiimii PCR ile H. heilmannii
olarak tespit edilirken, H. pylori ve H. felis belirlenememistir. Bu bulgu kedilerde,
Gastrik Helikobakterlerden daha ¢ok H. heilmannii tespit edildigini bildiren
caligmalarla (Nieger ve ark. 1998, Strauss-Ayalia ve ark. 2001, Erginsoy ve ark.
2016) uyum gostermektedir. Elde ettigimiz Helikobakter izolasyon orani Yildirim
(1997)’1n elde ettigi izolasyon orani ile benzerlik gdstermekte ancak izole edilen

tiirler agisindan farklilik oldugu goriilmektedir. Keza ¢alismamizda elde edilen tiim
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izolatlar H.heilmannii olarak tanimlanmistir. Bu arastirmada helikobakterlerin
izolasyon asamasinda selektif agara direkt ekim yonteminden yararlanilmistir.
Inkiibasyon sonras1 bazi érneklerde yogun kontaminasyonlar ile karsilasilmis ve saf
kiltiir elde etmek igin birkac¢ kez pasaja ihtiya¢ duyulmustur. Bu durum besiyerine
katilan antibiyotik ve antifungallerin, agiz bosluguna ait 6rneklerden (salya ve dis
plag1 gibi) Helikobakter izolasyonu igin yeterli bir secicilik saglamadigini ortaya
koymaktadir. Agiz boslugunda bulunan mikrobial floranin mide florasina gore ¢ok
daha zengin ve karmasik olmasi buna neden olarak gosterilebilir. Cesitli canlilarda
Gastrik Helikobakterlerin degisik 6rneklerden kiiltiirel yontemlerle izolasyonunun
olduk¢a gii¢, diisiik diizeylerde ya da miimkiin olmadigi goriilmektedir (Handt ve
ark. 1994, Perkins ve ark. 1996, Tomb ve ark. 1997, Cantet ve ark. 1999, Sagnak ve
Ozgiir 2011). Bu arastirmada da izolasyon oranmin, Orneklerin Gastrik
Helikobakterler agisindan PCR ile degerlendirilmesi sonuglarina gére diisiik oldugu
goriilmektedir. Ancak salya ve dental plak orneklerinden H. heilmannii’nin diisiik
oranlarda da kiltire edilebilmis olmasi, diski Orneklerinin aksine Gastrik
Helikobakterlerin agiz boslugunda basil formunu koruduklarini diisiindiirmektedir.
Ayrica H. heilmannii’nin sokak kedilerinin agiz boslugundan kiiltiire edilebilmis
olmas1 Jalava ve ark. (2001), Boyanova ve ark. (2007), Meining ve ark. (2009),
bildirdigi gibi muhtemel zoonotik karakterinin olabilecegini ve oral-oral yolla
bulagabilecegini desteklemektedir. Arastirma sonucu elde edilen veriler Nieger ve
Simpson (2000), Dyunhoven ve Jonge (2001), Giiner ve Telli (2012) kedi, kopek,
domuz gibi canlilarin rezervuar ve gida ile diger birgok ¢evresel 6rnegin Gastrik
Helikobakterler agisindan infeksiyon kaynagi olabilecegi, Ferguson ve ark. (1993),
Megraud ve Broutet (2000) 6zellikle oral boslukta bulunan etkenlerin (salya ya da
dental plak gibi) en muhtemel bulasma kaynagini olusturabilecegi goriistinii

dogrulamaktadir.

Eaton ve ark. (1996), ABD’de kopeklerin mide biyopsi drneklerinden PCR ile
yaptiklar1 caligmalarda Gastrik Helikobakterlerin prevelansinin %67 oldugunu
bildirmis ve bu etkenlerin zoonotik olabilecegi iizerinde durmuslardir. Portekiz’de 69
kopekten alinan mide biyopsi Orneklerinden PCR ve histopatolojik ydntemler

kullanilarak yapilan bir calismada 69 kopekten sadece 1’inin normal gastrik
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mukozaya sahip oldugu gozlenmis ve ayni kopegin midesinde de spiral bakterilerin
varligi belirtilmis ve kopeklerin %95.7’sinde gastrit gozlenirken, PCR bulgular
sonucu kopeklerin midesinde Helikobakter varliginin %85 oldugu bildirilmistir
(Amorim ve ark. 2015). Ghil ve ark. (2009) Kore’de 64 sahipli ve 101 basibos kediye
ait salya ve digki orneklerinden Helikobakter cins spesifik primerleri kullanmak
suretiyle PCR ile yaptiklar1 ¢alismada basibos kedilerin hem digki hem de salya
orneklerinde Helikobakter varliginin %91.1 olarak bulundugunu, sahipli kedilerde
ise bu oranin %56.3 olarak tespit edildigini belirtirken, tiir spesifik primerlerle
orneklerin higbirinin H. pylori yada H. felis olarak belirlenmedigini ancak basibos
kedilerin sahipli kedilere oranla Helikobakterlerle daha fazla kolonize oldugunu
belirtmislerdir. Khosnegah ve ark. (2008), kedilerde Gastrik Helikobakterlerin PCR
ile belirlenmesine ait yaptiklar1 bir calismada alinan mide biyopsi Orneklerinin
degerlendirilmesi sonucu klinik belirti gostermeyen kedilerde bu oranin %41 ile
%100 arasinda belirlenirken, Klinik belirti gosterenlerde ise %57-%100 oldugunu

ortaya koymuslardir.

Yiriitilen bu arastirma sonucunda salya ve dental plak drnekleri alinan 100
sokak kedisinin 65 (%65)’inde cins spesifik PCR ile Helicobacter spp. tespiti
yapilmistir. Bu prevalans degeri Eaton ve ark. (1996) ile Khosnegah ve ark.’nin
(2008), bildirdigi oranlara olduk¢a yakin iken Amorim ve ark. (2015) ile Ghil ve
ark.’nin (2009), bildirdigi degerlerden daha diisiiktiir. Bu durum Kuipers’in (1999)
de, degindigi gibi Gastrik Helikobakterlerin canlilardaki prevalansinin bolgesel,
genetik ve yas gibi determinantlarla ilintili olarak degisebilecegi goriisiini
desteklemektedir. Cins spesifik PCR ile pozitif bulunan 6rneklerin tiir spesifik iireaz
B genini hedef alan primerler kullanilarak yapilan PCR degerlendirilmesi sonucu 50
salya Orneginin 19 (%38)’u, 20 dental plak 6rneginin 10 (%50)’u H. heilmannii
olarak tespit edilirken pozitif belirlenen 5 6rnegin ortak oldugu goriilmiistiir (hem
salya hem de dental plak). Bu arastimada kedilerin salya ve dental plak 6rneklerinde
arastirilan Gastrik Helikobakter tiirlerinden H. heilmannii tespit edilmis olmasi
kedilerde Kuipers (1999) ile Erginsoy ve ark. (2016) bildirdigi sekilde predominant
tirtin H. heilmannii oldugunu géstermektedir. Ancak PCR pozitif salya drneklerinin
31 (%62)’1 ile dental plak o6rneklerinin 10 (%50)’u arastirilan ii¢ tiir Helikobakter
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acisindan (H. heilmanii, H. felis ve H. pylori) negatif bulunmustur. Cins spesifik
PCR ile Helicobacter spp. pozitif olarak belirlenen ancak tiir diizeyinde PCR ile
arastirtlan tiirlere 6zgii oldugu belirlenemeyen bu Orneklerin H. bizzozernii, H.
salomonis gibi kedilerde varligi bildirilen diger Helikobakter tiirleri veya

tanimlanmamus tiirler olabilecegi diistiniilmiistiir.

Sonug olarak, sokak kedilerinin salya ve dental plak orneklerinde Gastrik
Helikobakter tiirlerinin belirli oranlarda izole edilmesi ve PCR ile belirlenmesi
aragtirmalarda noninvazif yolla ve kolay elde edilen 6rneklerin de tani amaciyla
kullanilabilecegini, bu canlilarin ¢esitli sekret ve ekskretleriyle etkenlerin insanlara
bulagsmasinda rol oynayabilecegini diisiindiirmektedir. Ayrica kedilerden alinan
orneklerden Gastrik Helikobakter tiirlerinden H. heilmannii, H. felis ve H. pylori’nin
yani sira diger bulunmasi olas1 tlirlerin aragtirilmasi, tir diizeyinde
tanimlanamayanlarin ortaya konulmasi agisindan énemli olacaktir. Aragtirma sonucu
elde edilen verilerin Gastrik Helikobakterlerin etiyolojisi, epidemiyolojisi ve tanisina

iligkin bilgilere katkida bulunacag diistintilmektedir.
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