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OZET

Helicobacter pylori enfeksiyonu dlinyada yaygin olarak goérilen kronik
bakteriyel enfeksiyonlardan biridir. H pylori enfeksiyonu kronik gastrit, peptik Ulser ve
gastrik kanser ile illskilidir. H pyloride antibiyotiklere karsi gelisen diren¢ tedavide
basarisizliga neden olmaktadir. Son yillarda bu diren¢ orani giderek artmaktadir. cag
patojenite adasi (cagPAl) H pylorinin majoér virulans faktéridir. Ancak, H pylori
enfeksiyonunun klinik sonucu cagA, cagT ve cagE de dahil olmak tzere bazi cagPAl

genlerinin analiziyle tam olarak 6ngérilememektedir.

Bu calismada 31 H pylori izolatinin klaritromisin, amoksisilin, metronidazol,
tetrasiklin ve siprofloksasin duyarlihdi E test yéntemi ile calisildi. Sirasiyla %41.9,
%3.2, %41.9, %3.2 ve %45.2 oranlarinda diren¢ saptandi. Tek antibiyotige direng
%32.2, coklu direng ise %45.2 oraninda bulundu. Klaritromisin direnci ayrica FISH
(Floresan In Situ Hibridizasyon) yodntemi ile ¢ahgildi. Klaritromisin direncini
saptamada her iki ydntem arasinda fark saptanmadi. Ayrica 50 H pylori isolati (21
ulser, 20 gastrit ve 9 nonulser dispepsi) PCR ile incelendi. Sekiz primer ¢ifti (cagA1,
cagA2, cagAP1, cagAP2, cagE, cagT, LEC1 ve LEC2) kullanilarak cag PAI
genlerinden bes farkli lokusun (cagA, cagA promoter bdlgesi ve cagE’nin oldugu
cagPAI-I bélgesi ile cagT ve LEC’in oldugu cagPAl-Il bélgesi ) varhidi incelendi. On
hastada (%20) intakt cagPAIl saptandi. Suslarin %36’sinda cagA geni bulunurken
cagE ve cagT genleri sirasiyla %64 ve %58 olarak saptandi. cagPAIl genleri ile klinik
sonuglar arasinda anlamli bir iliski saptanmadi. Bu ¢alisma cagE’nin varliginin cagA
ile degil cagT ile iligkili oldugunu gdstermistir. (p=0.003). Bununla birlikte cag
promoter boélgesi %58 ve LEC bdlgesi de %56 oraninda saptandi. Bu da, bu iki genin

de virtlansa katkida bulundugunu desteklemektedir.

Anahtar kelimeler: Helicobacter pylori, cag patojenite adasi, antibiyotik direnci, E
test, FISH
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SUMMARY

Detection of Genotypic Diversities and Drug Resistanse in Helicobacter pylori
Strains

Helicobacter pylori infection is one of the common seen chronic bacterial
infections in the world. H pylori infection is associated with a variety of clinical
outcomes ranging from to chronic gastritis, peptic ulcer disease and gastric cancer. H
pylori acquired resistance to antimicrobial agent treatment failure occurs. The
resistance rate has been increasing in the past years. The cag pathogenicity island
(cagPAl) is on of the majér virulence determinants of H pylori. Howover, the clinical
outcome of H pylori infection is not reliably predicted by analyzing several genes of
the cagPAl, including cagA, cagT and cagE.

In this study 31 H pylori isolates examined for sensitivity to clarithromycin,
amoxicillin, metronidazole, tetracycline and ciprofloxacin by E-test method The
resistance rates were 41.9%, 3.2%, 41.9%, 3.2%, and 45.2%.respectively. The single
resistance rate to antibiotics was found to be 32.2%, the multiple resistance rate on
the other hand was found to be 45.2%. Susceptibility to clarithromycin was tested by
E-test and FISH (Fluorescent In Situ Hybridization). No discrepancies were found
between both methods. In addition, H pylori strains from 50 patients (21 ulser, 20
gastritis and 9 nonulser dispepsi) were analyzed using PCR. Eight pairs of
oligonucleotid primers (cagA1, cagA2, cagAP1, cagAP2, cagE, cagT, LEC1 ve LEC2)
of five different loci (cagA, cagA promoter region, cagE which represents cagPAI-I
region and cagT, LEC representing cagPAI-Il region) were used to detect the
presence of the cag PAI genes. Intact cagPAIl has been determined in 10 patients
(20%). CagA gene was present in 36% of strain while cagE and cag T genes were
present in 64% and 58% respectively. No association could be discerned between
the presence of cagPAl genes and the clinical outcome. This study revealed
consistency in the presence of cagE with cagT but not cagA. (p=0.003). Howover, the
cag promoter region and the LEC region has been determined for 58%, 56%
respectively. This supports that these two genes have an impact on the virulence.

Key Words: Helicobacter pylori, cag pathogenicity island, antibiotic resistance, E
test, FISH



GIRIS

Helicobacter pylori enfeksiyonu butiin diinyada oldukca yaygin olarak gérilen
kronik bakteriyel enfeksiyonlardan biridir. Dunya nufusunun %70-90’in1 enfekte eden
H pylori gram negatif, spiral seklinde mikroaerofilik bir bakteridir. Birgok enfekte kigi
asemptomatik olmasina ragmen H pylori gastrit, peptik Ulser, gastrik mukoza ile iligkili
lenfatik doku lenfomasi ve gastrik adenokarsinomaya neden olmasi nedeniyle 6nemli
bir saglik sorunudur (1,2).

GUnumUzde H pylori ile ilgili calismalar gastroduodenal patolojinin gelisimini
etkileyen bakteri, konak ve cevreye ait faktérlerin belirlenmesi ve H pylori
kolonizasyonunun yani sira kolonize suslardaki muhtemel virtGlans faktérlerini
saptayacak tani yontemlerinin gelistiriimesi Gzerine yogunlasmistir (3). H pylorinin
major virllans faktdérinin cag patojenite adasi (cagPAl) oldugu distnulmektedir (4).
Bilinmeyen bir bakteriden aktarildigi distnilen ve glutamat rasemaz geni igerisinde
yer alan cagPAIl genleri, ya araliksiz olarak, ya da araya giren insersiyon segment
IS605 ile ayrilmis sag cagPAl-1 ve sol cagPAI-Il olarak tanimlanan iki alt Gniteden
olusur. Sirasi ile 14 ve 16 ORF (open reading frame)’den olusan bir gen bdlgesidir.
Bu gen adasi virtlansla ilgili tip IV sekresyon sisteminde rol alan proteinleri kodlar (4-
6). cagPAI bdlgesi bulunan H pylori suslarinin konak hiicrede sinyal aktarim yollarini
aktive ettigi dustndlmektedir. Bunun sonucunda bir transkripsiyon faktérl olan
nikleer faktér kappa B’nin induksiyonu ile proenflamatuvar IL-8in sekresyonu
artmaktadir (7-10).

H pylorinin olusturdugu kronik enfeksiyon, konagin immuan direnciyle ortaya
cikan selektif baskinin sonucu genetik degisikliklere yol agar. Bu nedenle H pylori
suglari arasinda genetik farklilhklar goralir. Hastaligin siddeti ve belirli bir genotipin
varligiyla iligkili olarak belli bdlgelerdeki virulan suslarin prevelansi 6nemli
epidemiyolojik etkiye sahiptir (11). intakt cagPAlI'nin viriilans markiri oldugu ve cesitli
drOnlerinin ortaya ¢ikisi ile hastaligin daha agir seyretmesini sagladigi gésterilmigtir.
Fakat bazi aragtirmacilar tam bir gorus birligi iginde degildir (11). Kauser ve ark. (5)
¢ok sayida sus kullanarak dinyadaki H pylori suslarinin ¢cogunun cagPAlI'nin her
zaman intakt olmadigini géstermislerdir. Bu nedenle H pylori suglarinin genis kliniko-



epidemiyolojik olarak tanimlanmasi ve patolojik 6&zelliklerinin  arastiriimasi
gerekmektedir.

H pylori enfeksiyonunun tedavisinde henlz ideal bir kemoterapi rejimi
bulunmamaktadir. Metronidazol, klaritromisin, amoksisilin, tetrasiklin ve siprofloksasin
tedavide kullanilan antimikrobiyal ajanlardir. H pyloride antibiyotiklere karsi geligsen
direng tedavide basarisizliklara neden olmaktadir. Son yillarda bu direng oraninin
artmasi H pyloride antimikrobiyal ajanlara direncin arastiriimasinin  énemini
arttirmigtir. Artan direng oranlari nedeniyle Maastricht-3 2005 konsensus kararlarinda
klaritromisin direncinin %20’den fazla oldugu durumlarda bu antibiyotigin birakilmasi
ve kulltir antibiyogram yapilmasi Onerilmektedir (12-14). Bu nedenlerden dolayi
bdlgelerin  antibiyotik direnc oranlarinin  bilinmesi etkin tedavi rejimlerinin

belirlenmesinde 6nem tagimaktadir.

H pylori'nin uzun slrede ve gu¢ Ureyen bir bakteri olmasi antibiyotik
duyarhih@inin belirlenmesini zorlastirmaktadir. Klaritromisin duyarlihdini saptamada
kolay ve kisa slrede sonug alinabilen FISH (Floresan in situ hibridizasyon) yontemi

son yillarda artarak kullaniimaktadir (15).

Galismamizin  amaci; artan direng ve tedavideki sorunlar nedeniyle
bdlgemizdeki H pylori direng oranlarinin saptanmasi ve klaritromisin direncinin
saptanmasinda E test ve FISH ydnteminin karsilastiriimasi, ayrica H pylori cagPAl
butinlidh ve Kklinik sonuglarn arasindaki iligkiyi saptayarak literatire katkida
bulunmakiir.



GENEL BILGILER

Tarihce

Gastroduodenal patolojilerle mikroorganizmalar arasindaki olasi iliski 19.
yUzyilin ikinci yarisindan itibaren ilgi cekmeye baslamistir. Letulle ve Botuccher mide
ulserlerinde  lezyonun  g¢evresindeki  dokularda  bakteriyel  kolonizasyonu
gbstermiglerdir (16). Spiral sekilli bakterilerin bazilarinin insan veya hayvanlarin
midelerinde vyer alabilecedi 100 yili askin sdredir bilinmektedir. 1893 yilinda
Bizzozero birgok hayvanin midesinde spiral mikroorganizmalarin bulundugunu
bildirmigtir. 1896 yilinda Salomon kedi midelerinde spiral bakterilerin varligini
gOstermistir (17). 1906'da Krienitz mide kanserli hastalarin midesinde spirokete
benzer mikroorganizmalar izole etmis, 1938’de Doonges maymunlarda gastrik
enflamasyonla spiroketler arasinda iliski oldugunu gdéstermistir (16). Avustralya’da
patolog olarak ¢alisan Robin Warren, ilk defa 1979 yilinda histopatolojik inceleme igin
gbnderilen gastrik biyopsi 6rneklerinde kivrik bakterilerin varligini gézlemistir. Bu
bakterilerin gastrik mukozada olmayip, dokuyu &rten mukus tabakasi iginde
bulundugunu saptamistir. Barry Marshall, 1982 yilinda Warren ile birlikte izolasyon
calismalarina baglamistir. ilk 6nceleri bu mikroorganizma kivrik ve gram negatif bir
basil seklinde oldugu icin Campylobacter cinsi icinde degerlendiriimis ve bakteriye
Campylobacter pyloridis adi verilmistir (1,17). Bu bulusun yayinlanmasiyla birlikte bu
konudaki  calismalar  yogunlasmis, yapilan tiplendirme  calismalarinda
mikroorganizmanin bazi 6zellikleri nedeniyle Campylobacter cinsi olmadigi ve
bakterinin Helicobacter pylori olarak adlandiriimasi gerektigi vurgulanmistir. 1984
yihnda H. pylori infeksiyonunda gastrik enflamasyon (kronik slperfisyal gastrit) ve
polimorfontkleer hicre infiltrasyonu oldugu, yani kronik aktif gastrit olusturdugu
belirlenmistir. H. pylorinin etyolojik ajan olarak peptik Ulser hastaligindaki rolt yapilan
calismalarla gésterilmistir. 1994 yilinda Amerika Birlesik Devletleri'nde Ulusal Saghk
Enstitist (National Institutes of Health), H. pylorinin peptik Glser hastaliginin baglica
nedeni oldugunu ve enfekte olan bireylerin mikroorganizmanin eradikasyonu igin
tedavi edilmesi gerektigini bildirmistir (1,16,17,18,19).



1991 yilinda H. pylori enfeksiyonu ile gastrik kanser arasinda iligki oldugu
yéniinde calismalar yayinlanmis ve 1994 yilinda Diinya Saglk Orgiiti (DSO)’niin bir
dah olan Uluslararasi Kanser Arastirma Ajansi (International Agency for Cancer
Research) H. pylorinin insanlarda karsinojen oldugunu bildirmistir. Kronik H. pylori
enfeksiyonunun gastrik non-Hodgkin lenfomalarin ve gastrik mukozada gelisen
lenfoid doku lenfomasinin (MALToma) gelisiminde rol aldigi saptanmis ve MALT
lenfomali hastalarda H. pylori eradikasyonu ile timérin geriledigi bildirilmistir
(1,19,20).

Ozet olarak, H. pylorinin gastroduodenal dokuyla iliskili olarak gastritten iilsere
ve malignensilere kadar pek c¢ok hastalikta roli oldugu bilinmektedir. Warren ve
Marshall Helicobacter pyloriyi tGretmeleri, gastrit, Glser ve gastrik kanser ile iligkisini

gbstermis olmalari nedeniyle Ekim 2005 yilinda Nobel Tip 6dalinG almiglardir (21).
Epidemiyoloji

Gelismekte olan Ulkelerde populasyonun %70-901 H pyloriyi tagimakta ve
cogunda da bakteri 10 yasindan 6nce kolonize olmaktadir. Gelismis (lkelerde ise
prevelansi daha disiktlr (%25-%50). Yapilan ¢alismalar enfeksiyonun cocukluk
¢aginda edinildigi bildirmektedir. Enfeksiyonun kazaniimasinda cinsler arasinda fark
belirlenememistir Ciplak elle endoskopi yapan hekimlerde, hemsirelerde, sigara

icenler ve asiri alkol alanlarda H pylori enfeksiyonu daha sik goralmastar (1,22).

H pylorinin birden fazla susu g¢ocukluk déneminde kolonize olabilir. Fakat
suslarin cogu spontan olarak eradike edilirken mide mukozasina ve konagin immun
sistemine uyum saglayan suslar konakta kalicilik gdsterir. Baskin genotip aileseldir
ve baskin yerlesim diger suslarla bir yaris sonucu kazanilan bir kalicilik olmayip
ailenin sartlarina uyum saglamis gastrik kolonizasyona adaptasyon sonucudur. ileri
yastaki hastalarin mide biyopsi érneklerinde bati toplumlarinda 9%10.8, Brezilya’da
%15.4, Portekiz’de %44.5, Meksika’da %65 ve Gliney Amerika'daki diger Ulkelerde
%23.8 oraninda birden fazla susun goérGldigu bildiriimisse de bu mikst
kolonizasyonun bir mikst enfeksiyon mu, yoksa midenin antrum ve korpus gibi farkl

bdlgelerinde adapte olmaya ¢alisan bir susun genotipik mutantlarina mi bagl oldugu



kesin aciklanamamigtir. Ancak kisi hijyeni ve gevre hijyeni bozuk toplumlarda hayatin

her déneminde yeniden enfeksiyon riski mikst enfeksiyon ihtimalini arttirmaktadir (3).

insan diginda bazi gelismis primatlardan ve nadiren evcil kedilerden H pylori
izole edilmigtir. Ancak insanlara bu canlilardan bulagsma oldugunu gdésteren bir kanit
bulunamamistir. Dolayisiyla insan midesi disinda bir rezervuar saptanamamistir.
insandan insana bulag! agiklayacak (i¢ hipotez vardir. ilki iyatrojeniktir. Bulag kiginin
mide mukozas! ile temas eden iyi temizlenmemis tlp ve endoskoplar ile olur.
Endoskoplarin gelistirilmis dezenfeksiyonu ile bulag orani azalmistir. ikinci hipotez
fekal oral gegistir. Mikroorganizma enfekte ¢ocuklarin diskilarindan izole edilmesine
karsin fekal izolasyonun sik olmamasi atilimin intermittan oldugunu gésterir. Uglincil
hipotez olan oral-oral gecis cocuklarina agizlarinda besin ezerek veren Afrikali
kadinlarda bildirilmigtir. Ayrica refli olan mide icerigi agza kadar gelip, 6ptisme gibi
yakin iligki sirasinda eslere bulas olabilecegi distuntlmustir. Bu hipotezlerle birlikte H

pylorinin bulas yolu halen tam aciklhik kazanmamistir (1,22).

Ulkemizde ise H pylori epidemiyolojisi ile ilgili yapilan calismalarda %46-78'lik
prevelanslar verilmis ve prevelansin yasla arttig bildirilmistir (23). Akin ve ark. (24)
2004 yihnda yaptiklarn calismalarda 25-64 yaslari arasinda H pylori prevelansini
%77.5 olarak bildirmigtir.

Helicobacter turlerinin genel 6zellikleri

Vandamme ve arkadaslari 1990’li yillarin bagsinda DNA-rRNA hibridizasyon,
immun tiplendirme ve 16S rRNA zincir analizleri gibi teknikler kullanilarak yaptiklari
calismalarla butliin Campylobacter ve akraba tirlerinin “rRNA siper ailesi VI’ olarak
adlandirdiklari filogenetik gruba dahil olduklarini gdstermiglerdir. Bu sUper aile
icerisinde Arcobacter, Campylobacter, Wolinella, Helicobacter ve Flexispira olmak
Uzere bes cins yer almaktadir. Bu cinslerin 6zellikleri tablo-1 de yer almaktadir
(18,25).

16S rRNA zincirleri GOzerinde yaptiklan calismalar sonucunda V. rRNA

sUperailesine dahil olan turler ¢ farkli grup iginde toplanmiglardir.



rRNA Grup I: Gercek Campylobacter tirlerini igerir. Bunlar; C fetus, C coli, C
concicus, C curvus, C gracilis, C helveticus, C hyointestinalis, C jejuni, C lari, C
mucosalis, C rectus, C showae, C sputorum, C upsaliensis.

rRNA Grup llI: Arcobacter turlerini igerir. Bunlar; A butzleri, A cryaerophilus, A
nitrofigilis ve A skirrowii.

rBRNA Grup lll: Wolinella, Helicobacter ve Flexispira turlerini igerir. Bunlar; H
pylori, H acinonyx, H bilis, H bizzozeronii, H canis, H cinaedi, H felis, H fennelliae, H

hepaticus, H muridarum, H mustelae, H nemestrinae, H pametensis, H pullorum.

Tablo-1: “rRNA stper ailesi VI” igerisinde yer alan cinsler ve 6zellikleri (18)

Cins Nitrat %5 Glisinde Ure Ureme 1sisi Hicre Flajella

redikksiyonu Ureme Hidrolizi | 15°C 30°C 42°C Morfolojisi Kilifi

Arcobacter (+) ? D Kivrimli Yok
(+) (+) (-) spiral

Campylobacter (+) D (-) (-) (+) D Kivriml Yok
spiral

Wolinella (+) (-) (-) (-) (-) z Spiral Yok

Helicobacter D (+) D (-) D D Kivriml Var
spiral

Flexispira (-) (+) (+) (-) (-) (+) Diz Var

fuziform

(+): Suslarin %90 ve fazlasi pozitif,  (-): Suslarin %90 ve fazlasi negatif
D: Suslarin %11-89’u pozitif Z: Zayf reaksiyon

rRNA Grup lll aslinda G¢ cins (Helicobacter, Flexispira ve Wolinella) ve bir
adet henlz adi konulmamis Campylobacter benzeri tir (Campylobacter like
organism: CLO-3) icermektedir (18).

Su ana kadar toplam 23 tane isimlendiriimis Helicobacter tira vardir. TUm
Helicobacter turleri icinde Uzerinde en fazla c¢ahgsilan tir H pyloridir. Bu ¢alismanin
konusu olmasi nedeniyle diger turlerden ¢cok kisa bahsedilecektir.



Tibbi Onemi Olan Tiirler: H pylori disinda pek cok Helicobacter tiril
insanlardan izole edilmis ve insanlardaki cesitli hastaliklarla iligkisi gdOsterilmigtir.
Bunlar arasinda H cinaedi, H fennelliae, Helicobacter tirl mainz susu, H pullorum,
Flexispira rappini (H rappini), Gastrospirillum hominis ( H heilmanni), Campylobacter
benzeri mikroorganizma (CLO-3) sayilabilir (18).

H cinaedi: H cinaedi sadece 37°C’de Urer, sefalotine (30 pg disk) orta
dizeyde duyarlidir. Nitrati nitrite indirger. Dogada bilinen tek rezervuari hamsterlerdir.
H cinaedi semptomatik veya asemptomatik homosekslel erkeklerin rektal surlnti
orneklerinden izole edilmigtir. TUberklloz enfeksiyonu olan homosekstel erkeklerde,
AIDS hastalarinda, AIDS olmayip HIV pozitif olanlarda bakteremiye neden oldugu
gOsterilmistir (18). H cinaedi enfeksiyonlari homosekslel veya biseksiel erkeklerle
sinirh olmayip bu erkeklerle temas OykiusU olmayan kadinlardan ve ¢ocuklardan da
izole edilmistir. Ayrica literatlirde yenidogan menenijitli bir olgu sunumu bildirilmigtir. H
cinaedi immin kompromize hastalarda genellikle ates, bakteriyemi, tekrarlayan
selllit, artrit, I6kositoz ve trombositopeni ile karakterli hastalik tablolarina neden
olmaktadir (26-28).

H fennelliae: H fennelliae sefalotine duyarhdir ve nitrati nitrite indirgemez. H
cinaedi gibi semptomatik veya asemptomatik homoseksulel erkeklerden alinan rektal
sUruntl 6rneklerinden izole edilmigtir. HIV pozitif, intravendz ila¢ bagimlisi bisekstel

bir erkek hastanin kan kaltirlerinden izole edilmigtir (18).

Flexispira rappini: Genetik olarak H pylori’ye benzer olan bakteri Ureaz
pozitiftir. Diiz, periplazmik lifler nedeniyle burusuk yiizeyli ve fuziform yapidadir. iki
ucunda c¢ok sayida flagellasi vardir. H pylori’nin aksine Alkalen fosfatazi negatiftir.
30°C’de tremeyip 43 °C de Urer ve metronidazole direnglidir (5 pg). Campylobacter
trlerinden katalaz negatif olmasi, nitrati redikte etmemesi ve %71’lik glisinde
ureyememesi ile ayrilir. Helicobacter cinsi igine alinmasi halen tartigsiimakta olan
Flexispira rappini, insan ve kopek digkisindan ve dusitk olmus koyun fetls
drneklerinden izole edilmistir. insanda gastroenterit semptomlari olan iki hastadan
izole edilmigtir (18).



Gastrospirillum hominis: insan mide mukozasinda bulunan Gastrospirillum
hominis, H pyloriye gbére daha genis olan ve daha siki kivrimlari bulunan bir
bakteridir. Bakterinin evcil hayvanlarda ¢ok yaygin olarak bulunuyor olmasi
insanlarda neden oldugu kronik gastrit hastaliginin bir zoonoz oldugunu
disindirmektedir (18,29).

CLO-3: HomoseksuUel bir erkegin rektal strintl 6érneginden izole edilmigtir.
42°C’de Ureyebilmesi, sefalotine direncli olmasi ve nitrati redikte edememesi ile
diger Campylobacter benzeri mikroorganizmalardan ayrilir (18).

insan disi canlilardan izole edilen Helicobacter tiirleri: Hayvanlardan izole
edilen birgok Helicobacter turi mevcuttur. Bunlar arasinda H acinonyx, H bilis, H
bizzozeronii, H canis, H felis, H hepaticus, Helicobacter turi Mainz susu, H
muridarum, H mustelae, H nemestrinae, ve H pullorum sayilabilir. Genellikle
hayvanlarin mide ve alt gastrointestinal sistemlerinde bulunurlar. Eder midede
yerlesmigler ise blyUk olasilikla gastrit yapmaktadirlar. Sayilan tdrlerin bazilarinin
insanlardan da izole edildigi bildirilmektedir. Helicobacter turleri ve izolasyon yerleri

ve izole edildigi canhlar tablo 2'de 6zetlenmistir (18).

Helicobacter pylori

Genel oOzellikleri: Helicobacter pylori 0.5-1 pm eninde, 2.5-5.0 pm
uzunlugunda, spiral veya Kkivrik, sporsuz gram negatif basillerdir (1). Uzamig
kaltdrlerinde kokoid formda gdrllebilirler. Kokoid formlar metabolik olarak aktif
olmalarina karsin hendz in vitro kogullarda kultUrleri yapilamamigtir.  H pyloriyi
kampilobakterlerden ayiran 6zellikleri; cok sayida ve kilifli flajellalarinin olmasi, Greyi
glcll bir sekilde hidrolize edebilmesi ve yag asidi profilidir. (14:0 asit orani ylksek,
16:0 asit orani dusuktur, ve 3-OH-18:0 asit bulundurur) Bu nedenlerden dolayi
Goodwin ve arkadaslarinin dnerisiyle, C pylori yeni bir cins olan Helicobacter cinsine

transfer edilmigtir (18).



Tablo 2: Helicobacter tirleri ve izolasyon yerleri (18)

Tar Konakgi Izolasyon yeri

H acinonyx Cita Mide mukozasi

H bilis Fare Safra, karaciger, bagirsak

H bizzozeronii Képek Mide mukozasi

H canis Kopek, insan Gaita

H cinaedi insan, hamster Kan, rektal strinti(insan),
bagirsak (hamster)

H felis Kopek, kedi Mide mukozasi

H fennelliae insan Kan, rektal strintl

H hepaticus Fare Karaciger, bagirsak

Helicobactertirli | Insan Diz eklemi, kan

Mainz susu

H muridarum Sican, fare Bagirsak

H mustelae Yaban gelincigi Mide mukozasi

H nemestrinae Makak maymunu Mide mukozasi

H pametensis Vahsi kuslar, domuz Gaita

H pullorum Tavuk, insan Bagirsak, karaciger (tavuk),
gaita (insan)

H pylori insan, maymun, kedi Mide mukozasi

Flexispira rappini Koyun, kdpek, insan Karaciger (koyun),
mide (k6pek), gaita (insan)

Gastrospirillum Cita, insan Mide mukozasi

hominis

CLO-3 insan Rektal siiriint

H pylori 35°C- 37°C de mikroaerofilik ( %10 CO2, %5 O, %85 Ny) ve ylksek
nem (% 98) iceren kosullarda Ureyen bakteridir. Bakterinin Uretilebilmesi icin kan,
serum, kdmuar, misir unu, yumurta sarisi gibi katki maddeleri ile hazirlanan 6zel
besiyerlerine ihtiyac vardir. Ug-bes giinliik (7 giine uzayabilir) inkiilbasyonda yuvarlak,
seffaf gérinimde, hafif B-hemolitik, gri koloniler olusturur (1,18,30).



H pylori oksidaz, katalaz ve guclu Ureaz aktivitesi, nitrat rediksiyon yetenegi,
sulfarlh bilegikleri kullanarak HoS olusturabilmesi, hippurati hidrolize edememesi,
nalidiksik aside direncli, sefalotine duyarli olmasi ile laboratuvarda tanimlanabilir. H
pylorinin  karbonhidratlari  oksidatif ya da fermentatif yolla kullandigi
gbsterilememistir. H pylori non-glikolitik bir bakteridir. Mikroorganizma aminoasitleri
anaerobik bakterilerde bulunan fermantatif yollara benzer sekilde metabolize
etmektedir. Ayrica H pyloride Entner-Doudoroff yolunun varligi da gbésterilmigtir
(1,3,18,31,32).

H pylori Virilans Faktorleri

Mukozaya Kolonizasyon ve Gastrik Mukozal Bariyerin Bozulmasi

Flajella-Hareket: H pylori cok sayida monopolar kilifli kamgilari sayesinde son
derece hareketlidir. Her kamgi yaklagik 2.5 nm kalinliginda, 30 um uzunlugundadir.
Elektron mikroskopide kam¢i ucunda ampul seklinde bir genisleme gérilmektedir. H
pylorinin dis membrani glikokaliks benzeri yapi ile gevrilidir. Gastrik Iimen ve gastrik
mukoza arasinda viskoelastik bir mukus tabakasi yer akmaktadir. Bakterinin bu
mukus tabakas! icerisindeki hareketleri kamgilar sayesinde ve spiral seklindeki
yapisiyla kolaylagmaktadir (1,13,17).

Fosfolipaz: H pylori fosfolipazi mukus htcrelerinin apikal membraninda
fosfolipitten zengin koruyucu tabakayi bozar. H pylori tarafindan eksprese edilen
fosfolipaz A2 ve C, fosfolipid tabakada degisikliklere neden olabilir. Bunlarin etkileri

bizmut tuzlar ile engellenebilir (1).

Musinaz: H pylorinin musinaz enzimi ¢ok viskéz bir materyal olan musini

parcalayip bakterinin hareketini kolaylastirir (1,33).

Katalaz ve Superoksit dismutaz: Bakteri katalaz ve slperoksit dismutaz
enzimleri sayesinde polimorfontkleer hlcreler ile éldurilmeye direng gdsterir. Bu
enzimler vyuUzeyle iligkilidir ve H pylorinin nétrofiller tarafindan O, bagimli

6lddrdlmesine kargl korunma igin énemlidir. Bakterinin icerdigi lipaz aktivitesinin bir

10



virilans faktéri olabilecegi ya da kandan aldigi veya membrana bagh lipitleri

kullanarak bakteri i¢in enerji kaynagi olusturdugu disincesi de bulunmaktadir (1,13).

Ureaz aktivitesi: H pylori biiyilk miktarlarda (ireaz enzimi (iretir. Ureaz gastrik
hiicrelerden sekrete edilen Ureyi pargalar, amonyak ve CO; olusturur. Ureaz aktivitesi
bakterinin asidik ortamda yasamasini surdirebilmesi icin gereklidir ve gastrik
mukozada zedelenmeye yol acmaktadir. Ureaz aktivitesinin pH 4.5%in altinda
irreversibl olarak inhibe olmasi, dreazin bakteriyi asidik ortamdan koruma
fonksiyonunun sekonder bir gérev oldugunu dusindirmektedir. H pylori nativ Greazi
yaklasik 540 kDa’luk molekdl agirliginda, 1:1 molar oraninda iki subunitten olugan Ni
iceren heksamerik bir molekuldir. (UreA: 30 kDa ve UreB: 62 kDa). Ure hidrolizi
sonucu agiga ¢lkan amonyak asidi nétralize ederek gastrik [imende mikroorganizma
icin nétral bir mikrogevre yaratir. Diislik metal konsantrasyonlarinda Ni*? transportunu
saglayan yuksek afiniteli bir Ni tasiyici protein (NixA), rekombinant H pylori Greazinin
aktivitesi igin gereklidir (1,34). Escherichia coli nikel dizenleyici proteini NikR ortologu
olan HP1338 proteini, nikele bagh (dreaz ekspresyon indlksiyonunu
yonlendirmektedir. HP 1338 gen mutasyonlarinda H pylori Gremesinin baskilandigi ve
Ureazda nikelle indlUklenen artisin ve U(reaz enzim aktivitesinin engellendigi

gosterilmistir (35).

Heat shock protein homologlari: Heat shock protein B (HspB)'nin Ureaz igin
molekuller chaperon (refakatgi) olarak fonksiyonu bildirilmigtir. HspB’nin Gst kisminda
lokalize olan H pylori HspA geni, C terminalinde Ni baglayan bélge icerir. HspA

fonksiyonel Ureaz igin Ni integrasyonunda rol oynayabilir (1).

Gastrik homeostazisin degismesi: H pylori reversibl olarak asidi inhibe eden
somatostatin ekspresyonunu baskilar, asidi uyaran gastrin ekspresyonuna yol agar
(1).

Musin tabakada persistans ve gastrik epitele adherans: H pylori epitelyal
hiicrelere tutunabilmek ve musin tabakada stlfatlanmis musin sekerlerine baglanmak
icin adhezinler olusturur. Hemaglutinin, a 2-3 sialo-glukokonjugatlar, lektin-like
Ozellikli siyalik asit spesifik adhezinleri sayilabilir. H pylori suslari ekstraselller
matriks komponentlerine de (laminin, fibronektin, ¢esitli kollajenler ve heparan sulfat)
baglanir. Bakterinin ekstraselller polisakkarit tabakasinin adheransda rol oynadigi
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dasundlmektedir (1). En iyi tanimlanan adezin epitelyal hiicrelerin ylzeyinde bulunan
bir karbonhidrat antijen olan Lewis b antijeninin taniyan babA ve babB’dir. Bu genler
dis membran proteinleri ailesi icerisinde yer alirlar. Bu proteinler sayesinde bakteri
mide peristaltizmi ve ortamin asiditesine karsi korunur. Lewis b’ye baglanmada daha
etkin oldugu dusunilen babA ayni zamanda flajellindir. bab genlerinin 5’ ve 3’ uclari
konservatif olmakla birlikte merkez kisminda en az %54 oraninda degisiklikler
gbrulir. Yapilan bir calismada degerlendirilen 42 6rnek icerisinde merkez
bdlgelerindeki mutasyonlar sebebi ile 5’i babA’da (AD1-ADS5) ve 3’G de babB (BD1-
BD3) geninde olmak Uzere 8 allel belirlenmistir. Bu allelik farklihgin cografi ve etnik
bir temeli olmadigi ve Lewis antijenine baglanmada bir farklihk yaratmadiklan
bildirilmigtir (36). Ayrica babA2+ suslarin glanduler atrofi, intestinal metaplazi ve
artmis epitelyal hicre proliferasyonu ve gastrik kanser riski ile iliskisi oldugu
bildirilmigtir (37).

Dis enflamatuvar protein A (oip A): Dis enflamatuvar protein A’nin
fonksiyonel durumu peptik Ulserin indikatéri olabilir. Blanchard ve ark. (38)
fonksiyonel oipA durumunun dodenal Ulser ve gastrik kanser ile iligkisini
gbstermiglerdir. OipA ile kodlanan virGlans ile iligkili dis mebran proteinin
inaktivasyonu in vitro IL-8 Gretimini azalttigi ve oipA durumunun yliksek kolonizasyon
sayilarinin ise artmig IL-8 dizeyleri, siddetli gastrit ve duodenal Ulser igin gu¢li bir
risk olusturdugunu bildirmislerdir (39).

H pylorinin intraselliler penetransi: H pylorinin intraselller genis
sitoplazmik  vakuollerde  bulundugu saptanmistir.  intravakuoler  bakterinin
kaybolmasina paralel olarak tekrar ekstraselller ortamda saptanmasi intravakuoler
bir kaynaktan salindigini  gdstermektedir. Bu durum da enfeksiyonun

eradikasyonundaki zorluklari agiklayabilmektedir (33).

Reaktif oksijen metabolitleri: H pylori in vivo olarak gastrik mukozada reaktif
oksijen metabolitlerinin sentezine neden olur. H pylorinin enfektif glicl ve gastrik
mukozal yaralanmanin boyutu ile reaktif oksijen metabolitlerin bulunma miktari
arasinda dogru oranti vardir. H pylori negatif bireylerde reaktif oksijen metaboliti
dretimi H pylori pozitif bireylerden daha diusUktir. Gastrik karsinoma gelisiminde etkili
oldugu dustnulen serbest oksijen radikallerinin olusturdugu DNA hasari igin bir
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markir olan 9-hidroksideoksiguanosin dizeyi H pylori ile enfekte kisilerde daha
yUksektir. Yapilan c¢alismalarda cagA pozitif suglarla enfeksiyon durumunda daha
yUksek dlzeylerde reaktif oksijen tlrevleri saptanmistir. Oksidatif DNA hasarinin da
gastrik karsinogeneze neden olabilecedi disUnilmektedir. Askorbik asit ve
lansoprazol gibi pek c¢ok antillser ilacin gastrik mukozada reaktif oksijen
metabolitlerini temizledigine dair kanitlar vardir (1,33).

indiiklenebilir nitrik oksit sentetaz (iNOS): iINOS ekspresyonu ve aktivitesi
yUksek miktarda nitrik oksit sentezi ile sonuglanir. Bu da doku hasari ve immun
aktivasyona yol acan H pylori in vivo ve in vitro makrofajlardan iNOS olugsumuna
neden olur. H pylorinin eradikasyonu gastrik epitel hicrelerinde iINOS’u azaltir.
Bircok in vitro calisma, epitelyal hicrelerdeki H pyloriye yanit olarak indiklenebilen
INOS ekspresyonu yolu ile NO dretim indlUksiyonunu ve NF-kB aktivasyonu ile
ybnlenen epitelyal hlcre apoptozisi ile korelasyonu gd6stermistir. Yapilan
calismalarda H pylorinin rocF geni ile kodlanan arginaz tasidigi, bunun da konak
hicrelerde NO Uretimini inhibe edebildigi gosterilmistir. H pylori arginaz 6karyotik NO
(iretimini azaltarak bakterinin immiin yanittan kagisina neden olur. Ureaz defektif
mutantlarla yapilan c¢alismalarda sokak suslari veya vac A, cagA, picB defektif
mutantlarla karsilastirilinca, INOS mRNA, protein ve NO; Uretiminin 6nemli diizeyde
azaldigi g0sterilmistir. Bu bulgular H pylorinin sahip oldugu Ureazin NO-bagimli
mukozal hasar ve karsinogenezdeki yeni bir etkisini ortaya koymaktadir (1,33).

Apoptozis: Apoptozis ve hiicre proliferasyonu arasindaki kronik dengesizlik
gastrik karsinogenezin ilk basamagidir. H pylorinin gastrik epitelyum hicresinde
programlanmis hicre 6lumine neden oldugu ve gastrik mukozada DNA hasarini
stimile ettigi bildiriimistir. Gastrik epitelyum hicrelerindeki apoptozisin Fas reseptér
araciligi ile induklendigi gdsterilmistir. Apoptozis modulasyonunda IL-8, IL-1 beta ve
IL-10 rol alir (40). vacA’nin mitokondriyal hasar yoluyla hicre 6limine neden oldugu
cagA’nin ise p53 bagimli apoptozisi bozma yoluyla MALT lenfoma gelismesinde roll

oldugu dusunulmektedir (1,33).
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Gastrik Enflamasyonun indiiksiyonu

IL-8: IL-8 notrofilleri aktive eden potent enflamatuvar bir mediyatérdir. H pylori
suslarinin invitro gastrik karsinoma hucrelerinden IL-8 sekresyonuna neden oldugu
gbsterilmistir. cagE ve picB geninin gastrik epitelyum hcrelerinden IL-8 Uretimine
neden oldugu bilinmektedir (1).

Notrofil adherensi: HP-NAP olarak bilinen protein nétrofil adherensini ve
notrofil CD11/CD18’in ekspresyonunu artirir (1).

Trombosit aktive edici faktor(PAF): PAF potent Ulserojenik ajan olan bir
fosfolipid mediyatértidir. Spesifik parietal hiicre reseptérleri araciligi ile gastrik asit
sekresyonunu uyarir. Lyso-PAF saglikli Kkigilerde gastrine yanit olarak gastrik
mukozal hdcrelerce Uretilir. H pylori nonullserojenik prekirsér Lyso-PAF1T PAF’a
metabolize eder. Boylece PAF sentezi ile H pylori asit sekresyonunu artirarak
mukozal hasar yapabilir (1).

Hicre duvari ve lipopolisakkarit: H pylori tipik gram negatif hicre duvari
yapisina sahiptir. H pylorinin lipopolisakkariti (LPS) diisiUk biyolojik aktivite gbsterir. H
pylori LPS’inde lipit A bulunmaz. Yag asitlerinde 6 olan zincir sayisi 4’e dusmus,
buna karsilik zincirdeki karbon sayisi artmig ve zincir uzamistir. Bdylece bakteri
endotoksin  aktivitesini  yitirir.  Bu enfeksiyonun kroniklesmesini agiklamakta
kullanilabilecek bir mekanizma olarak gérilmektedir. LPS bakteriyi konagin kendisi
gibi algilamasina neden olarak, bakterinin konagin immun yanitlarindan kagmasini
saglar. H pylori LPS’inin O zinciri yap! olarak Lewis kan grubu antijenlerini taklit
etmektedir. Bazi H pylori suslarindaki LPS’in O antijenindeki karbonhidratlar
insanlardaki mide epitelyum hucrelerinin ylzeyinde bulunan Lewis x ve y (Lex, Ley)
antijenlerine benzerlik gdsterirler. Bu immin benzerlik konagin elektif immun yanitini
engeller ve mide ortaminda yasamasini saglar. Eger konak Lewis antijenleri LPS
molekulinl yabanci olarak taniyip yanit veriyorsa, antikorlar mide konak haicreleri ile
capraz reaksiyona girecektir. Semptomatik hastalarin siklikla mide mukoza dokusu
Uzerindeki antijenlere karsi antikorlari olmasini bu durum agiklar. Gapraz reaksiyona
neden olan antikorlar kompleman aktivasyonu ve fagositik hicre stimilasyonu ile

enflamasyona katkida bulunarak gastrik epitelyum hlcrelerinde hasarn arttrir
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(1,16,33,41,42). H pylori izolatlarinin identifikasyonu ve tiplendiriimesinde, bakterinin
LPS O spesifik yan zincirine veya Lewis antijenlerine karsi elde edilen spesifik
antikorlar da kullaniimaktadir. Ancak 6zellikle Lewis antijenleri konservatif antijenler
olduklar igin genetik yapidaki kic¢ik ancak énemli mutasyonlari tesbitte yetersiz
kalmis, Klinik izolatlarin yaklagik olarak %15’i de bu yéntemlerle tiplendirilememisgtir.
Fenotipik &zelliklere gére tiplendirme icin yeni ydntemler denenmektedir. Ornegin
LPS’in spesifik O yan zincirindeki karbonhidratlara baglanan lektin bazli tiplendirme
ile 16 farkli Ulkeden toplanan 309 sus ile yapilan bir galismada 10 farkh lektin tipi
belirlenmistir (43).

Ureaz: Ureaz enzimi insan mononiikleer fagositlerini aktive ederek

enflamatuvar sitokin dretimini stimtle eder (1).

Sitotoksinle iligkili gen patojenite adasi (cagPAl): Bilinmeyen bir bakteriden
aktanldigi distnulen ve glutamat rasemaz geni icerisinde yer alan bu gen adasi
suglar arasinda horizantal olarak aktariimaktadir. 40 Kb blydkliginde olan bu
bélgenin genleri ya araliksiz olarak, ya da araya giren insersiyon segment 1S605 ile
ayrilmis sag cagPAl-l ve sol cagPAI-Il olarak tanimlanan iki alt Gniteden olusur.
Sirasi ile 14 ve 16 ORF’den (open reading frame) olusan bir gen bdlgesidir. H pylori
kromozomal DNA’sindan farkh bir kompozisyona sahip oldugu bildirilmistir. Bu gen
adasi virtlansla ilgili tip IV sekresyon sisteminde rol alan proteinleri kodlar (33-36).
cagPAIl bdélgesi bulunan H pylori suglarinin konak hicrede sinyal aktarim yollarini
aktive ettigi dustunUlmektedir. Bunun sonucunda bir transkripsiyon faktori olan
nikleer faktér kappa B’nin (NF-kB) indUksiyonu ile proenflamatuvar sitokinlerden IL-

8’in sekresyonu artmaktadir (7-10).

cagPAI tasiyan suslar tip I, cagPAl tasimayan suslar ise tip Il suslar olarak
tanimlanirlar. Tip | suslar Ulser ve gastrik karsinomalar gibi ciddi klinik tablolarla
iligkilendirilmiglerdir. Tip Il suslar ise nonuUlser dispepsi gibi benign gastrointestinal
rahatsizligi olan hastalardan izole edilmigtir (3,7). Peptik Glser, mukoza ile iligkili
lenfoid doku lenfomalari ve mide adenokarsinomlar ile iligkili H pylori suglarinin
cagPAl icerdigi belirtiimektedir (7,33,44).

Tip | suglarinda cagA olarak tanimlanan 120-140 kDa molekdl agirhdinda
immunojenik aktiviteye sahip olan sitotoksik bir dig membran proteini kodlanir. cagA
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pozitif H pylori ile enfeksiyonun atrofik gastrit, peptik Ulser, gastrik kanser ve MALT
lenfoma ile iligkili oldugu bildirilmistir. Etnik bdlgesel ve klinik farkliliklar géstermekle
beraber H pylori suslari %50-90’1 cagA Uretir. Avrupa’da %60-70, dogu Asya’da %90
cagA pozitifligi bildirilmistir (45,46). cagA gen UrliniU cagA gastrik epitelyum hicreleri
icine tip IV sekresyon sistemi ile girer. cagA proteini tirozin fosforilasyonu sayesinde
Src ailesinden bir protein kinaz ile baglanarak fosforile olur. Bu kompleks 6karyotik
hicrelerde bir dizi sinyal iletim yolunu aktive eder ve IL-8 sekresyonuna neden olur
(3,4,8,47,). cagA Okaryotik fosfatazi (SHP-2) aktive ederek hiicresel morfolojik
degisikliklere ve proteinlerin defosforilasyonlarina yol agar. Dogu Asya cag A
sekanslari SHP-2 ye daha kuvvetle baglanir ve daha fazla morfolojik degisikliklere ve
gastrik kanserlere yol acar. Bati Asya cagA sekanslari ise Ulseratif lezyonlarla
iliskilidir (48).

LEC

o
o

LEC-2 LEC-1 cagT cagE cagAP1 cagAP2 cagA2 cagAi
cagll cagl
«— > < —_—
cagPAl

Sekil-1: cagPAIl gen kompleksinin sematik yapisi

cagPAI-Il subunitinin 3’ ucunda yer alan ve tip IV sekresyon sisteminin en
6nemli componenti olan cagE geni virllans faktdrlerinin hicre membranindan
salgilanmasini saglayan 101 kDa’luk bir polipeptidi kodlar (7). cagA geninin patojenik
suglarin bir markir oldugu kabul edilmekle birlikte birka¢ ¢alisma cagA geninin
cagPAlI ile iligkili virilansta uygun markir olmadigini géstermektedir. intakt cagPAl
olan H pylori suslarinin gastrik epitelyumdan IL-8 sekresyonunu indikledigi, cagE

gen delesyonu ile IL-8 Uretiminin azaldigi fakat cagA gen delesyonunda bu
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azalmanin olmadidi saptanmistir. cagA varligi her zaman intakt cagPAl'ni
gbstermemektedir. cagPAl ile iligkili virGlansta cagA’dan bagska markirlarinda oldugu
bildirilmektedir. Japonyada 204 H pylori susunda yapilan ¢alismada intakt cagPAl
gbstergesi olarak cagE’nin cagA’ya gbére daha uygun bir markir oldugu bildirilmistir
(4).

cagPAIl pozitif H pylori suslari, H pylori ile iligkili neoplazi gelisiminde can alici
adim olan gastrik epitelyum hcrelerinden proto-onkogen c-fos ve c-jun salinimina
yol acar. intakt cagPAl giicli proenflamasyona katkida bulunur. intakt cagPAI'nin
virilans markiri oldugu ve cgesitli Urtnlerinin ortaya cikisi ile hastaligin daha agir
seyretmesini sagladigi goésterilmistir. Bununla birlikte gastroduedonal hastaliklarin
progresyonunda adayi olusturan genlerin intakt olusu veya yeniden dizenlenmesi ile
iliskisi tartismahdir (5,11). Asagida bu konuda yapilan birkag ¢caligmanin sonuglari yer
almaktadir.

Nishiya ve ark.’nin (49) yaptiklari ¢alismada cagA ve cagE ile gastrik kanser

arasinda bir iligki saptanmamistir.

Mattar ve ark. (44) Brezilyalh peptik UOlser hastalarinda yaptiklari ¢alismada
cagPAIl genlerinin (cagA, cagA promoter bélge, cagE, cagT, cagM ve LEC
bélgelerinin) varligi kontrol grubu ile karsilastirimis ve anlamli olarak yiUksek
saptandidi bildirilmistir (p<0.01).

Tiwari ve ark. (6) 55 duodenal lilser (DU), 25 gastrik tlser (GU) ve 40 nonlilser
dispepsi (NUD) hastasinin tiikiir(ik salgilarinda H pylori cagPAl genleri ile hastaliklar
arasi iligkiyi arastirmislardir. Sekiz primer cifti kullanarak cagA, cagA promoter bdlge
ve cagE’den olusan cag | ile cagT ve LEC bdélgelerini igeren cag Il bélgeleri PCR ile
analiz edilmistir. Ulser ve noniilser hastalarinda her iki grup gen bélgeleri hemen
hemen esit prevalansda saptanmisgtir. Farkin blyUk payini da cagE ve cagT 'nin Glser
grubunda sirasiyla %92 ve %96.2, NUD grubunda %77.5 ve %85 olarak olusturdugu
saptanmistir. cagPAl ‘nin varligini dogrulamada cagE ve cagT’nin cagA’ya gére daha
glvenilir markirlar oldugu gdésterilmistir. Calismada vakalarin %87.5'inde cagE ve
%92.5’'inde cagT saptanmistir. Klinik durum acisinda karsilastirildiginda ulser
vakalarinin %92.5'inde, NUD vakalarinin ise %77.5'inde cagE bulunmustur. Bunun
aksine Glser ve NUD vakalarinda cagT dagilim yiizdesi karsilastirildiginda vakalarin
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hemen hemen tamaminda (111/120, %92.5) cagT nin oldugu gérilmastir. CagT nin
klinik sonucu belirleyen majér gen bdlgesi olabilecegi bildiriimistir. Calismanin

sonuglari tablo 3’de sunulmaktadir.

Tablo 3: Twari ve ark.’nin (6) saptadigi H pylori cagPAIl genleri ile klinik sonuglari

arasindaki iligki

Klinik cagA

durum cagA1 cagA2 cagAP1  cagAP2 cagE cagT LEC-1 LEC-2
Ulser 19 12 15 12 74 77 38 28
(n:80) (%23,35) | (%15) (18,75) (%15) | (%92,55) | (%96,2) | (%47,5) (%35)
NUD 04 02 01 02 31 34 14 10
(n:40) (%10) (%5) (%2,5) (%5) (77,5) (%85) (%35) (%25)
Toplam 66 105 111 52 38
(n:120) (%55) (%87,5) | (%92,55) | (%43,3) | (%31,6)

NUD: Noniilser dispepsi

Ali ve ark. (50) yaptiklari ¢alismada duodenal Ulser, gastrik Ulser, gastrik
kanser ve nontlser dispepsili 174 H pylori izolatinda cagA1, cagA2, cagAP1,
cagAP2, cagE, cagT, LEC1 ve LEC2 primerleri kullanilarak klinik gruplardaki gen
dagilimlarini aragtirmiglardir. Komplet cagPAl, gastrik Ulser grubunun %97.8, gastrik
kanser grubunun %85.7, nonulser dispepsi hastalarinin %7.2’sinde ve duodenal
tlser grubunun %6.9'unda oldugu gdsterilmistir. Klinik gruplardaki gen dagilimlarinin
6nemli farkliliklar gésterdigi ve intakt cagPAl ile siddetli gastroinestinal patoloji
gelisimi arasinda korelasyon saptandigi bildirilmistir. DUsUk patojenik yetenegi olan
mikroorganizmalarda cagPAlI’'nda parsiyel delesyon gdsterilmistir.

Kauser ve ark. (5) sekiz farkli cografik bélgeden 335 H pylori izolatinin cagPAI
icindeki genetik yeniden yapilanmalar arastirmiglardir. Dogu Asya ve diger boélgelerin
suglari cagPAIl batinligt acgisindan karsilastinimistir. Japon izolatlarinda (%57.1)
ylksek oranda cagPAl intakt olarak saptanmigtir. Bununla birlikte Peru’da yalniz
%18.6 ve Hindistan'da %12 oraninda cagPAl intakt olarak saptanirken, Avrupa ve
Afrika suslarinda minimal cagPAIl batinligu saptanmistir. Kosta Rika’dan 10 susun
tamaminda da ise cagPAl butinligld saptanamamistir. TUm dinyadaki suslarin

%72.8’'inde cagA geni saptanirken, %82’'sinde cagT ve cagE genleri bulunmustur.
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Bu da intakt cagPAl igin cagA geninin varliginin tek basina belirleyici olamayacagini
gbstermektedir. Benign olgularda cagA, cagE, cagT delesyon sikhdi gastrik kanser
ve siddetli Glserli hastalarin izolatlarindan daha yUksek olarak bulunmustur. Aksine
siddetli patolojisi olanlarda cagA promoter ve cagPAI'nin sol ug bélgesinin delesyonu
veya yeniden dizenlenmesi daha sik olarak saptanmistir. Japonyada gastrik
Ulserlerin siddetinin artisi ve gastrik kanserlerin artigini bildiren ¢alismalarla uyumlu
sekilde intakt cagPAl en ¢ok Japon suslarinda gdsterilmistir. Calismanin sonuglari

tablo 4 ve 5'de sunulmaktadir.

Tablo 4: Kauser ve ark (5) saptadigi sekiz farkh bélgede cagPAI genlerinin Klinik

sonuglarla iligkisi.

120 -
5 100 - £z cagh
E B - =5 cagE
-_I:-: =
E G0 = @ cagT
E 40 | B cagi promoter
g
i 20 - BLEC

u = |

Benign miections Severe (ukers and
Cancers)
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Tablo 5: Kauser ve ark (5) saptadigr sekiz farkli cografik bdlgeden 335 H pylori
izolatinda cagPAlI'nin batanlGgad. Malign hastaligr olan hastalarin %100’Gnde, benign
hastaligi olan hastalarin %80’inde cagT geni mevcuttu.

Bélge (n) LEC-1 LEC-2 | cagT cagE cagAP1 cagAP2 cagA2 cagAf cagPAl intakt

sus (%)
Japonya(28) 25 22 25 28 28 27 27 26 16 (%57,1)
Hindistan(63) 36 29 49 51 26 15 44 31 8 (%12,0)
Peru (43) 41 28 37 41 27 21 41 29 8 (%18,6)
ispanya (30) 23 19 20 30 26 10 27 21 4 (%13,3)
ingiltere (66) 50 41 55 47 40 32 41 35 2 (%3,03)
irlanda (76) 71 50 62 52 62 32 74 52 12 (%15,8)
Afrika (19) 14 14 18 18 17 15 19 8 2 (%11,1)
Kosta Rika(10) 2 3 9 8 3 1 8 5 0 (%0)

Salih ve ark (11) 21 gastrit ve 14 peptik Ulser hastasinda H pylori cagPAl
batinlagunu arastirmiglar, sadece birka¢ susta intakt cagPAl saptamislardir. cagA
geni varligi ise gastritle iligkili suglarda %57.1, peptik Ulserle iligkili suslarda ise %92.9
olarak bulunmustur. cagA ve cagA promoter bdlge peptik Ulser hastalarinda daha
fazla saptanmistir. intakt cagPAl cagE ve cagT genlerindeki delesyon gésteren

suslar gastrit ve Ulser hastalarinda benzer oranda saptanmigtir.

Vakuolizasyon toksini (vacA): vacA geni H pylorinin major virGlans
faktorlerinden birisi olan ve Okaryotik hiicrelerde vakuolizasyona neden olan 87 kDa
agirhginda vacA proteinini  kodlar. vacA'nin gastroduodenal hastaliklarin
patogenezinde énemli role sahip oldugu bildirilmektedir. H pylori izolatlarinin yaklagik
%50-60’Inda vacA salgilandigi ve epitelyum htcrelerinde vakuolizasyona yol agtigi
gosterilmistir. in-vitro kosullarda H pylori kltir ekstreleri uygulanan epitelyal hiicre
kaltdrlerinde vakuoler dejenerasyon ve sonucunda hicre 6limu gelismektedir. Daha
virulan 6zellikteki tip-I izolatlar cagA ve vacA eksprese etmektedir (33,51,52).

vacA’nin vakuolizasyondan baska epitelyum hicrelerinde apoptozise yol actigi

bildirilmistir. vacA ile indUklenen apoptozisin vacA NH, ucundaki motiflere bagh

20




oldugunu ve apoptozis dlizeylerindeki farkhliklarin vacA yapisindaki susa bagh

varyasyonlara neden olabilecegi bildiriimektedir (53).

vacA gen yapisinda bir isaret dizisi -s- ve birde yiUksek toksisite ile iligkili
proteinin kodlandigi orta bdlgesi -m- bulunmaktadir. vacA geninin 4 farkl s (si1a,
sib,s1c ve s2) isaret dizisi ile 3 farkl m (m1, m2a ve m2b) bdlge dizisi allelinin
bulundugu gdsterilmistir. in-vitro yapilan calismalarda s1 genotiplerinin dzellikle
s1/m1 kombinasyonunun s2 genotiplerine gbre daha fazla toksin Urettikleri
gbsterilmistir. cagA/vacA birlikteligi de sadece s1 alleline sahip suslarda gértlmustar.
Avrupa koékenli suslarin cogunda sia, guney Afrika kbékenli suglarda sib
kombinasyonlari saptanirken Asya koékenli suslarin %80’inden fazlasinda s1c allelinin
hakim oldugu gosterilmistir. Yapilan galismalarda vacAsi/m1-cagA pozitif suglar
peptik Ulser ve gastrik adenokarsinoma ile iligkili suslarda daha ylksek prevalansda
saptanmigtir. s2/m2 allelleri non-toksijenik suslarda, s1/m2 kombinasyonu ise
nisbeten dislk toksisite ile iyi huylu hastaliklarla iligkili bulunmustur. m2 alleline sahip
suglarin MALT lenfomali hastalarda predominant alt tip oldugu ileri sirilmustir. Asya
kdkenli suslar arasinda ise s1ic ve m1 allelinin diiodenal Ulserle ile iligkili suslarda

daha yUksek prevalansda bulundugu gdésterilmistir (3).

Ozellikle cagA, vacAs1 ve babA2 pozitif suslar gastroduodenal {lser ve gastrik
kanser riskini arttirmaktadir. babA2 pozitifligi ile cagA, vacs1/m1 ve OipA varhgi
arasinda guclt bir iligki vardir. cagA negatif suslarin %90’indan fazlasinin babA2’,
vacs2/m2 ve oipA “off” genotipi 6zelligindedirler. cagA negatif, vacAs2 m2 ve babA2
negatif olanlarda gastrik mukozada degisiklik ve intestinal metaplazi orani %10’un
altindadir (54,55).

cagA-pozitif, vacA s1 genotip ile peptik Ulser ve gastrik kanserin iligkisi bati
Ulkelerinde rapor edilmigtir, fakat dogu Asya ulkelerinde raporlanmamigtir. Bati
tlkelerindeki suslar predominant olarak cagA type 2a, vacA sia veya s1b/m1a, veya
vacA m2a genotipleri icerir, oysa dogu Asya suslari cagA type 1a, vacA sic/mib ve
vacA m2b genotipleri igerir (18). Saribasak ve ark. (56) Turkiye suslarinin bu
genotipleri igerip icermedidi ve hastaligin sonuclari ile baglantisini arastirmiglardir.
Yirmiiki gastrit, 33 peptik Ulser ve 10 gastrik kanserli olmak Gzere 65 H pylori pozitif
hastada cagA gen mevcudiyeti (%78) belirgin olarak peptik tlser (p<0.00001), gastrik
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kanser (p< 0.001), ve vacA s1a genotip ile (p< 0.0001) iligkili, multipl vacA genotipi
peptik Ulser ve gastrik kanser hastalarinda gastritli hastalardakinden daha fazla
bulunmustur. cagA geninin restriction fragment length polymorphism analizi klinik
gidigle iligkili olmayan (g farkh patern ortaya gikarmis. incelenen Tirk suslari bati
ulkeleri icin tipik genotipik suslar olan cagA type 2a, vacA sia/mia veya vacA m2a
genotipleri saptanmistir. Bu durum Dogu Asya Ulkelerine kiyasla Turkiye’de ciddi
gastroduodenal hastalik prevalansinin diisik olus nedenlerinden biri olabilir.

Epitele temas ile indiiklenen gen (iceA): vacA ve cagPAl pozitif H pylori
suslan ile enfekte bircok olguda peptik Glser gelismedigi, bazi olgularda ise bu
virilans belirleyicilerine sahip olmayan suslarda siddetli gastroduodenal lezyonlar
gelismektedir. Yapilan calismalarda peptik UGlserli hastalardan izole edilen suslarda
insan gastrik hicrelerine temasla indiklenen bir adenin varligi gésterilmistir. Bu gen
epitele temasla indiklendigi icin iceA olarak adlandiriimigtir. iceA’nin iceA1 ve iceA2
olmak Uzere iki varyantinin oldugu ve sadece iceAl'in epitele temasla

induklenebildigi ve peptik Ulser ile iligkili oldugu gdsterilmistir (33,57).

Diger gen bolgeleri: Gastrik karsinomali hastalardan izole edilen suglarda
esnek bolge (plasticity region) olarak tanimlanan yeni bir ORF bdlgesi gbsterilmigtir.
Bu bélgelerde kanser olusumui ile iligkili oldugu dustndlen genler JHP940 ve JHP947
ile gastritle iligkili oldugu dustintilen HP986 geni yeralmaktadir. Yapilan ¢alismalarda
Ozellikle JHP947 geninin cagA ve vacA ile birlikteliginin énemli bir virllans faktoru
olabilecedi ileri surtlmektedir (3).

H pyloriye immun yanit: H pylori konakta varligini strdirebilmek, konak
immadn yanitindan kacabilmek icin bircok virllans faktéri ve mekanizma kullanir.
Lipopolisakkarit ve immun benzerlik, nitrikoksit-oksidoradikaller, oksidatif hasar ve

apoptozis yukarida anlatilmistir. Diger mekanizmalar ise su sekilde dzetlenebilir.

T lenfositler ve sitokinler: H pyloriye karsi olusan konak reaksiyonunda
hemen tim sitokinlerin yapimi artmistir. Mononukleer hiicre infiltrasyonunun buyuk
bolumand T lenfositleri olustururlar. Bunlarinda ¢ogu T helper lenfositlerdir (23).
vacA’nin T lenfosit fonksiyonlarini etkiledigi goésterilmistir. H pylorinin hicre i¢

membran ve vesikul trafigi Gzerinde buyimenin durmasi, toksisite ve IL-8 Uretimi gibi
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mekanizmalarla Olgulebilir etkisi vardir. IL-6’'nin H pylori enfeksiyonu patofizyolojisi
Uzerine dnemli etkileri vardir. Yapilan ¢calismalar NF-kB aktivasyon sinyal yolu ile IL-6
dretimi indiksiyonu igin HSP-60’inda énemli roll oldugunu gdstermektedir (33).

Toll-like reseptorler: Patojen ile iligkili immun molekillerin dogal immun
taninmasinda yer alan hicre ylzey molekulleridir. H pylorinin TLR2 ve TLR5e
baglanarak NF-kB aktivasyonunu indikledigini gdsteren caligmalarin yanisira
TLR4’GUnde H pyloriye enflamatuvar yanitta yer aldigini gésteren galismalar vardir
(33).

Epitelyal etkiler: Matriks metalloproteinaz-7 (MMP-7) normal ve patolojik
epitel-matriks iliskilerinde 6nemlidir ve gastrik kanserde artar. H pylori MMP-7

ekspresyonunu arttinir. Bu artis cagPAlI'na baglidir (33).
H pyloriile iligkili Hastaliklar

H pylori enfeksiyonu bircok degisik tip gastrointestinal hastaliga yol acar. Klinik
acidan H pylorinin yol actigi klinik formlar:

Akut enfeksiyon: Dogal gondllilerde olusturulan veya rastlantisal H pylori
enfeksiyonlarindan sonra akut Ust gastrointestinal sistem hastaligi beraberinde
bulanti ve karin agrisi gérilir. Kusma ve ates de olabilir. Semptomlar 3-14 glin sirer.
Ozellikle cocuklarda diyare de gorilebilir. Enfeksiyonu takip eden giinlerde siddetli
gastrit gelisir. Hipoklorhidri olusur ve 1 yil kadar surebilir. H pylori Uzerinde
calismalarini yogunlastiran Marshall BJ génalli bulamayinca biyopsi ile gastrik epitel
hiicrelerinin normal oldugu gdzlendikten sonra, 10° mikroorganizma iceren H pylori
kaltdrant kendisi igmigtir. Bir hafta sonra gastrit semptomlari gelisen Marshall'in 10
gln sonra yapilan biyopsi 6érneginde, mukus altinda yerlesmis polimorfonikleer
I6kosit infiltrasyonu ve cok sayida H pylori saptanmigtir. Ondért glin sonra hastalik
kendiliginden dizelmigtir. Marshall bdylece epidemik gasritritte H pylori arasindaki

iliskiyi ispat etmigtir (23,58).

Kronik enfeksiyon: Akut enfeksiyondan sonra H pylori enfeksiyonu birgok
insanda yillarca surmektedir. Enfekte kigilerde gastrik enflamasyon (kronik diffiz
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superfisyal gastrit) ve polimorfonikleer hiicre infiltrasyonunun oldugu yani kronik aktif
gastrit olusturdugu gosterilmistir. Kronik siUperfisyal gastrit asemptomatik olarak
surmektedir (19,23,58).

Peptik Ulser: Doudenal Ulser hastalarinin %90’indan fazlasinda gastrik Ulser
hastalarinin ise %77 (%50-80)’inde H pylori pozitiftir. H pylori duodenumda
metaplastik adaciklar halinde bulunan gastrik tip epitelyumde kolonize olur (gastrik
metaplazi). Aktif duodenitte gastrik metaplazi ile H pylori enfeksiyonu arasinda siki
iliski vardir ve bu lser icin prekirsér bir lezyondur. H pylorinin hipergastrinemi ve
hiperasiditeye neden oldugu ve hiperasiditeninde duodenumda gastrik metaplazi ve
H pylori enfeksiyonuna yol agtigi, tim bunlarin sonucunda da duodenumda
enflamasyon ve Ulser gelistigi bilinmektedir. Duodenal Ulseri olanlarda tek basina
antimikrobiyal tedavi ile iyilesebiliyor olmasi ve benzer sekilde antiasit tedavilere
antimikrobiyal tadavinin eklenmesi ile Ulser iyilesmesinin hizlanmasi, Glser rekirrens
oranlarinin H pylori eradikasyon tedavisi olanlarda anlamli oranda dasik olmasi
duodenal Ulser gelisiminde H pylorinin rolini guglendirmektedir. Mide Ulserlerinde H
pylori oraninin daha az olmasi H pylorinin gastrik Ulsere daha az neden oldugu
anlamina gelmez. Mide Ulserlerinin NSAIl veya aspirin kullanimidan daha yiiksek
oranda kaynaklanabilmesi nedeniyledir. Yine mide Ulser tedavisinde antimikrobiyal
ajanlarin kullaniimasi duodenal Ulserlere benzer sonuglar vermekte, bu da mide

ulseri gelisiminde de H pylorinin rolind géstermektedir (23,58,59).

Gastrik kanser: H pylori ile gastrik karsinogenez arasindaki iligki retrospektif
ve prospektif calismalarla ortaya konmus ve 1994 yilinda Diinya Saglik Orgiti’nin
bir dali olan Uluslararasi Kanser Aragtirma Ajansi tarafindan H pylorihin insanlarda
karsinojen oldugu bildirilmistir. H pylorinin gastrik karsinogenezde muhtemel roll; H
pyloriye bagli gelisen kronik gastritis sonucu gastrik epitelde serbest oksijen
radikalleri artmakta ve mukozal antioksidan defans sistemi azalmaktadir. Olusan
serbest oksijen radikalleri DNA hasarina neden olmaktadir. H pylorinin ayni
zamanda gastrik epitelyumyal hiicre proliferasyonuna neden oldugu gésterilmistir. H
pylori yani sira kisinin genetik yatkinligi, diyet, cevresel faktérler ve immunolojik
durum metaplazi olusumunda énemli rol oynar (60).

Mide lenfomasi: Kronik H pylori enfeksiyonunun gastrik non-Hodgkin
lenfomalarin ve gastrik mukozada gelisen lenfoid doku lenfomasinin (MALT)
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gelisiminde rol aldigi saptanmis ve MALT lenfomall hastalarda H pylori eradikasyonu
ile timdrin geriledigi  bildirilmigtir. Retrospektif biyopsi ¢alismalarinda MALT
lenfomasinin %90 H pyloriile iligkili oldugu belirlenmistir (23,20).

H pylori nin gastrointestinal sistem digi hastaliklar ile iligkisi: iskemik
kalp hastaliklari, agiklanamayan demir eksikligi anemisi, ITP ve migren ile iliskisi
bildirilmistir. Bu hastaliklar diginda baska olgu sunumlari da olmakla birlikte H
pylorinin diger hastaliklarla iligkisi tartismahdir (14,61).

H pylori Mikrobiyolojik Tani Yontemleri

H pylori enfeksiyonlarinin dogru ve hizli tanisi, tedaviye erken baslanmasi ve
eradikasyon tedavisinde basarinin takibi i¢cin 6nemlidir. Tanida non-invaziv ve invaziv

testler olarak iki baglik altinda toplanan ¢ok sayida yontem kullaniimaktadir.

Non invaziv Yéntemler: Bu testler icerisinde serolojik testler, Ure Nefes Testi
(UBT), gaitada antijen arayan testler ve PCR bazli testler yer almaktadir.

Serolojik testler: Serolojik yontemler Ozellikle epidemiyolojik ¢alismalarda
yararhdir. ELISA sik kullanilan bir yéntemdir. H pylori enfeksiyonu sistemik ve lokal
antikor yanitina neden olur. Ozgiil IgM antikorlari kisa sireli olarak yiikselir, IgG ve
IgA enfeksiyon slresince artar ve tedavi edilmedikge yUksek kalir. Tedaviyi izleyen
aylarda eradikasyon saglandiysa IgG ve IgA dlzeyleri diser. Ig G dizeyi higbir
zaman negatiflesmez. Tedaviye yanitin degerlendiriimesinde, tedavi 6ncesi ve tedavi
bitiminden itibaren 3-6 ay sonra olacak sekilde iki titrasyonun kargilastiriimasi
gerekmektedir. VirGlans genlerini saptamaya yo6nelik serolojik kitler de geligtirilmistir.
Western Blot, immunoblotlama bakterinin ¢esgitli bélimlerine karsi olusan humoral
bagisiklik yanitini saptamada kullanilan oldukg¢a duyarli ve 6zgul bir yéntemdir
(1,3,19,62).

Ure nefes testi: Oral yoldan C'™ veya C' (radyoaktif karbon ) isaretli tre
alinimini  takiben 20-80 dakika sonra solunan hava &rneklerini toplanarak
spektrometrik olarak veya sintillasyon cihazlarinda sayilmaktadir. isaretli tire H pylori
ile enfekte kisilerde bakterinin Greaz enzimi tarafindan pargalanir ve olusan CO»
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solunum havasinda tespit edilir. Duyarliligi ve 6zgulligu ¢ok yUksek bir tanisal test
olmakla birlikte yalanci negatif sonuglardan kaginmak igin antibiyotik tedavisi, bizmut
tuzlari ve PPI tedavisi sirasinda uygulanmamalidir. Eradikasyon tedavisi izlemi

amaciyla tedavinin bitiminden bir ay sonra uygulanmalidir (1,19,62).
Digki 6rnekleri kullanilan tan1 yontemleri

Digki kiiltiirii: insan diskisi yiiksek oranda safra asitleri icerir. Safraya duyarli
bir bakteri olmasi nedeniyle H pylorinin digkidan izolasyonu ¢ok guctir. Bagirsak
normal florasi, bagirsaktan gecis zamani ve digkinin icerigi gibi ¢esitli faktorler de
O6nemlidir. Pasajin ¢ok hizli oldugu diyareli olgularda digkida H pylori Uretilebilmigtir
(19,62).

Digki antijen testleri: Ticari olarak hazirlanmis poliklonal ve monoklonal
antikor testleri bulunmaktadir. Poliklonal testlerin 6zgulligl oldukc¢a yuksek iken
duyarhligr degiskendir. Monoklonal testler ise ylksek duyarhlik ve 6zgullik gdsterir
(19).

Diski PCR reaksiyonu: Digki PCR inhibitérleri yéninden ¢ok zengindir. Bu
nedenle uygulanacak DNA ekstraksiyon yéntemi ve inhibitdér uzaklastiriimasi diskida
cok 6nemlidir (19).

Tukriik ve idrar testleri ile H pylori antikorlarini saptama: H pylori spesifik
lgG antikorlarini saptamak igin kullanilan tikrik testi diger serolojik testlere gére

daha az duyarlidir. idrar testleri de degiskenlik gdstermektedir (62).

Diger invaziv olmayan testler: C' isaretli Grenin agiz yoluyla alinimindan
sonra serum Orneklerinde C'S-bikarbonatin saptanmasi esasina dayanan testler
pratikte lre nefes testi kadar kullanilmaz. 24 saatlik idrarda C'" isaretli Grenin
saptanmasi da bazi zorluklar igermektedir (62).

invaziv Yéntemler: invaziv yéntemler gastrointestinal endoskopi ve gastrik
biyopsi gerektirir. H pylori midede yama tarzinda enfeksiyon olusturdugu igin biyopsi

ornekleri miimkunse birden fazla ve antrumdan alinmalidir.
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Kiltirden izolasyon: H pylorinin klltirde Gretilmesi tanida altin standarttir.
Ancak bu yéntem &rnegin sayisi ve buylkligl, érnekteki bakteri miktari, érnegdin
transport sekli ve sdresi, kullanilan besiyerleri ve inkUbasyon sartlari ile galisanin
tecrlbesine dayanarak degisken duyarlilik goésterir. Oksijene duyarli olan bu
bakterinin laboratuvara ulastiriimasi ve ekimi uygun kosullarda ve hizli olmalidir.
Taslyict besiyeri olarak serum fizyolojik ve ticari olarak hazirlanmis besiyerleri
kullaniimaktadir. Kdltdrin basarisi biyopsi 6rneginin alinimi ile ekimi arasindaki
sureye ve oksijene temasina baglidir. Bu nedenle alinan érnekler en fazla doért saat
icinde ekilmeli, bu siirede +4 °C’de bekletilmelidir. Ornek hemen ekilmeyecek ise -70
°C’de saklanabilirse de bu islem kultirde Uretmeyi %40 azaltacaktir. H pylori segici
ve secici olmayan besiyerlerinde, mikroaerofilik ortamda 3-10 ginde Uretiimektedir.
%5-10 yalanci negatif sonug alinmaktadir. Kullanilacak besiyeri beyin-kalp-infizyon
agar (Brain Heart Infusion=BHI), Brusella agar, Colombia agar ve Mueller-Hinton
agar gibi zengin besiyerleri olmali ve kan ya da serumla zenginlestiriimelidir. Ozellikle
ilk izolasyonda %7-10 oraninda at kani kullaniimaldir. Mikroaerofil ortam, ¢esitli ticari
kitler kullanilarak, anaerop kavanozda saglanabilir. Kiltirde dretilen H pyloriye
antibiyotik duyarlilik testi uygulanabilir, tiplendirme yapilabilir (1,3,19).

Histopatolojik inceleme: H pylori enfeksiyonlarinda histolojik tani dokudaki
enflamasyonun ve varsa prekarsinojen degisimlerin siddetini belirlemek amaciyla
yaygin olarak kullaniimaktadir. Bakteri mukus i¢inde yUzey epitelyumuna tutunmus
olarak, kriptin icine dogru derinlerde bulunur. H pylorinin ¢ok miktarda kolonize
oldugu o&rneklerde imprint sitolojiye Gram boyama uygulanarak hizli tanida
kullanilabilir. Antral biyopsi 6rneklerinin rutinde kullanilan hematoksilen-eozinle veya
6zgulligin arttigi Warthin-Starry giimuisleme, akridin-oranj ve modifiye Giemsa ile
boyandiktan sonra histopatolojik degerlendirilmesi oldukga iyi sonuglar vermektedir.
Monoklonal veya poliklonal floresan anti-H pylori antikorlarinin  kullanildigi
immanhistokimyasal boyama tanida 6zgul ve duyarl bir yéntemdir (1,3,19,62).

Hizh Greaz testi: Endoskopi sirasinda alinan biyopsi 6rneklerinden uygulanan
hizh Ureaz testi hem ucuz hem de kolay bir tekniktir. H pylori Greaz aktivitesi ile
ortamdaki Ureyi amonyak ve bikarbonata parcalar ve ortamin pH’sini ylkselterek pH
indikatér ile ortamin rengini degistirir. Orofarenkste yerlesen Ureaz Ureten bazi
kommensal bakteriler tUkrikle gastrik biyopsi érnegini kontamine edebilir. Ancak
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bdyle zayif enzimler midenin asidik lGmeninde kolayca denatlre edileceklerinden
testin 6zgulligunl etkilemezler. Pozitif sonuglarin %901 ilk yarm saatte gorulir ve
geri kalanlarda ertesi giin okumayi gerektirir. Ticari olarak kullanima sunulan gel test
(CLO test, Hpfast), strip test (pyloriTek), tablet testler ve konsantre Ure igeren
laboratuvarda hazirlanan Ureaz testi kullaniimaktadir. Bu testler kanayan, aklorhidrili,
antibiyotik ve/veya PPi kullanan hastalarda diisik duyarliik gdstermektedir
(1,3,19,62).

Molekiler tani yontemleri: Son yillarda molekiler ydntemler H pylori
biyolojisi, enfeksiyonlarinin tanisi, spesifik virlans faktorlerinin tayini, konakta ortaya
¢clkan cevabin genetik temeli, antibiyotik direncinin belirlenmesi, eradikasyon
tedavisinden sonraki tekrarlayan enfeksiyonlarin nedeninin tesbit edilmesi ve kiltirde
dretilemeyen kokoid formlarin tanimlanmasi gibi amaglar igin yogun olarak
kullanilmistir. NUkleik asit amplifikasyon bazli teknikler canli ve 6l bakteri ayrimini
yapamadiklari i¢in yalanci pozitif sonug verebileceklerinden eradikasyon tedavisinin
takibinde o6nerilmemektedir. H pylori izolatlarinda molekiler tani ydntemleri
kullanilarak gen mutasyonlar, suglarin cografi ve etnik dagihmlarinin yani sira
kolonize topluluklarin etnik gecmislerini tayinde 6nemli bilgiler saptanmigtir.
Molekuller ydntemlerle klltir ortaminda Uretilen bakterilerin yani sira, tikrik, dis
plaklari, gaita, mide sivisi ve biyopsi 6rneklerinden de H pylori suslarina ait spesifik
nukleik asit dizilerini direkt olarak arastirmak mamkandur (3,56).

FISH nikleik asit dizilerine 6zgul, floresan igaretli DNA problari ile hedefin
isaretlenmesi ve floresan mikroskobunda goérintilenmesi prensibine dayanan bir
yontemdir. Bu ydntemle H. pylorinin 16S rRNA’'ya &zgil probla hibridize olmasi
sonucu bakterinin varligi ve 23S rRNA’ya 6zgll probla hibridize olmasi sonucu da
klaritromisin direnci saptanabilir. FISH, hem kdlttirle hem de formalin ile fikse edilmis
parafinize ve sok dondurulmus doku o&rneklerinden calisilabilmektedir. FISH H
pylorinin kiltarG yapilamayan kokoid formlarini da saptayabilir. FISH yéntemi ile ¢

saat igerisinde sonug alinabilir (15,63).
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H pylori’de Tedavi

H pylori enfeksiyonunun tedavisinde hendz ideal bir kemoterapi rejimi
bulunmamaktadir. Metronidazol, klaritromisin, amoksisilin ve tetrasiklin enfeksiyonun
tedavisinde segilen antimikrobiyal ajanlardir. Tedavi protokollerinde kombine
antimikrobiyallerin yani sira H-2 reseptér antagonistleri, proton pompa inhibitorleri
(PPI), ya da bizmut tuzlari yer almaktadir. Tedavideki basarisiziiga hasta uyumu,
ilaglarin yan etkilerinden dolayi tedavinin yarim kalmasi ve segilen antibiyotige karsi
gelisen veya varolan direng neden olmaktadir (12).

Yillar igerisinde degisen tedavi rejimleri Maastricht kriterlerinin ortaya
konulmasi ile belirli standartlara kavusmustur. Son Maastricht-3 2005 konsensus
toplantisinda bir 6nceki Maastricht-2 2000 konsensus toplantisinda 6nerilen birinci
basamak tedavi rejimi (en az 7 glnlik PPi veya ranitidin bizmut sitrat (RBC) bid,
klaritromisin 500 mg bid ve amoksisilin 1 gr (veya metronidazol 500 mg) bid)
gecerliligini korumaktadir. Bu tedavi semasinda klaritromisinin metronidazolden daha
etkili oldugu dusundlmekte idi. Ancak metronidazol direncinin klinik sonuclari 6nemli
oranda etkilemediginin anlasiimasi bu goérist zayiflatmistir. Birinci basamak
tedavisinin basarisiz oldugu durumlarda ise 7-10 giinliik PPI, bizmut 120 mg glinde 4
kez, tetrasiklin 500 mg ginde 4 kez ve metronidazol 500 mg ginde 3 kez
dnerilmektedir. 2005 konsensus raporunda birinci basamak tedavide PPI,
klaritromisin, amoksisilin (veya metronidazol) tavsiye edilmektedir. Ancak
klaritromisin direncinin %15-20’den yiksek oldugu toplumlarda bu tedavi semasinin
etkinligi dismektedir. Metronidazol direncinin %40’'dan az oldugu toplumlarda,
metronidazol igceren birinci basamak tedaviler dnerilmektedir (64). Kbksal ve ark. (65)
yaptiklar bir calismada ilk basamak tedavide basarisiz bulunan hastalarda RBC-
amoksisilin-klaritromisin  ve  RBC-metronidazol-tetrasiklin (10 gun) tedavileri
karsilastinimistir. Eradikasyon oranlari sirasiyla %60 ve %85 olarak bulunmustur.
Metronidazol ve tetrasiklin iceren protokol daha basarili sonug¢ vermistir.

GUmdardulu ve ark. (66) yaptidi calismada da metronidazol ve tetrasiklin iceren
rejimler daha basarili sonug¢ vermistir. Eger PPi-amoksisilin-klaritromisin (PAC) ve
PPi-klaritromisin-metronidazol (PCM) semalari uygun hastalarda kullanilirsa
etkinlikleri benzerdir. Ancak klaritromisin duyarl hastalarda PAC basarisi %87.8 iken
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klaritromisin direncli hastalarda %18.3 olarak bulunmusgtur. Metronidazol direnci ise
klaritromisin direnci kadar sonucu etkilememektedir. Ornegin klaritromisin ve
metronidazole duyarli hastalarda PCM basari orani %97, metronidazole direncli

hastalarda %72 ve klaritromisine direncli hastalarda ise %50 olarak bulunmustur (67).

Maastricht-3 2005 konsensus toplantisinda doértli tedavi rejimleri de birinci
basamak tedavide &nerilmektedir. Bazi galismalarda PPI, bizmut, tetrasiklin ve
metronidazol igeren dortll tedavinin basari orani, metronidazole duyarli hastalarda
%80-95, metronidazol direnci olan hastalarda ise %81-93 olarak bulunmustur. Bu
alanda yapilan bir metaanalizde Ggll ve doértll tedavilerin etkinlik, yan etki ve uyum
acisindan benzer oldugu gosterilmistir. Tedavi siresi 7 ginden 14 gine uzatildiginda
basari oraninda %9 luk bir artis bildiriimekte olup saglik harcamalarinin kisith oldugu

ulkelerde 7 gunlik tedavi rejimleri 6nerilmektedir (64).

H pylori tedavisinde kinolon grubu, furazolidon ve rifabutin bagvurulan diger

antibiyotikler arasinda yer almaktadir (64).

H pylori eradikasyon tedavisi endikasyonlari: H pylori tedavisinde en
6nemli sorun tedavi endikasyonu olup olmadigina karar verilmesidir. Maastrich-3

konsensus toplantisinda alinan kararlar asagida sunulmaktadir (14,64).

1. Duodenum ve mide Ulserli, disik dereceli MALT lenfomali, atrofik gastritli
hastalar ve yeni rezeke edilmis mide kanserli hastalar mutlaka tedavi
edilmelidir.

2. Arastinlmamis dispepside test et ve tedavi et yaklasimi, arastinimis
dispepside ise H pylori pozitif tim olgulara eradikasyon tedavisi dnerilir.

3. H pylori eradikasyonu H pylori saptanan fonksiyonel dispepsi igin en iyi
secenektir.

4. Yuksek prevelansta saptandigi Ulkelerde erigskin fonksiyonel dispepsili
hastalarda test et ve tedavi et stratejisi en iyi segenektir. Fakat disuk
prevelansta saptandigi Ulkelerde (<%20) ampirik asit baskilayici tedaviler
uygun olabilir.

5. H pylori gastrodzefajial refli hastaligina (GORH) neden olmaz. GOR

hastalarinda rutin H pylori taramasi 6nerilmemektedir. Bu hastalar uzun sire
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antiasit tedavisi alacaklar ise atrofik gastrit riski nedeniyle mutlaka H pylori
varligi aranmali ve tedavi edilmelidir.

6. Uzun slre nonsteroid antienflamatuvar ilag (NSAIi) ve aspirin kullanacak
hastalarda, gegmiste Ulser ve kanama anemnezi olan hastalarda H pylori test
edilip pozitif ise eradikasyonu yapiimalidir.

7. H pylori eradikasyonunun intestinal metaplazi Uzerindeki etkisi ¢ok
aciklanamamig olmasina ragmen atrofik gastriti geriletebilir.

8. H pylorinin gocukluk ve adeldsan donemde tek eradikasyonu peptik Ulserdir.

9. Koroner kalp hastaliklari, migren ve aciklanamayan Fe eksikligi anemisi
durumunda H pylori pozitifligi varsa tedavi edilmelidir.

10. H pylori eradikasyonu 6zellikle korpus dominant kronik aktif gastrit ve intestinal
metaplazide yapilirsa mide kanseri potansiyelini azaltir. Mide kanserini
Onlemek icin yuksek riskli gruplarda eger H pylori varligi saptanmig ise timune

eradikasyon yapilmahdir.

Galismamizin  amaci; artan direng ve tedavideki sorunlar nedeniyle
bdlgemizdeki H pylori diren¢g oranlarinin saptanmasi ve klaritromisin direncinin
saptanmasinda E test ve FISH ydnteminin karsilastiriimasi, ayrica H pylori cagPAl
butinligh ve Kklinik sonuglarn arasindaki iligkiyi saptayarak literatire katkida

bulunmaktir.
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GEREC VE YONTEM

Calismaya, gastrik yakinmalari nedeniyle Uludag Universitesi Saglik
Uygulama ve Aragtirma Merkezi'nin (SUAM) i¢ Hastaliklari AD Gastroenteroloji Bilim
dal endoskopi Unitesinde endoskopik muayenesi yapilan hastalardan alinan gastrik
biyopsi 6rneklerinden izole ve idantifiye edilen 31 adet H pylori susu ve kdltirde
dreme saptanmayan, hizl Greaz testi pozitif olan 20 adet gastrik biyopsi érnegdi alindi.

Endoskopik muayenesi yapilan hastalarda biri tercihen antrumdan olmak
(izere iki adet gastrik biyopsi 6rnedi alindi. Ornekler brain-heart-infusion broth
(Becton Dickinson (BD), USA) igeren eppendorflar icerisinde SUAM Mikrobiyoloji AD
Bakteriyoloji Laboratuvari’na ulastirildi. Ornekler en ge¢ 4 saat icerisinde isleme
alindi. Her iki biyopsi 6érnegi modifiye Helicobacter agar (BD) besiyeri iceren plaklara
steril penset yardimi ile ekildi. Ekim sonrasi biyopsi 6rneklerinden biri hizli Greaz
deneyi amaciyla %20’lik tre (Sigma, Germany) konsantresi iceren eppendorflar
icerisine eklendi. Diger biyopsi 6rnegi molekiler ¢alisma amaciyla 500 pyL TE (Tris-
EDTA) buffer iceren eppendorflar igerisinde -70°C de saklandi.

Hizl Ureaz testi icin Gre eriyigi laboratuvarda su sekilde hazirlandi: 20 gram
tartilan Gre 100 ml saf su igerisinde eritildikten sonra filtrasyon ile steril edildi. Aseptik
kosullarda steril eppendorf tiipleri icerisine 500 pL dagitildi. Ure eriyigi icerisine
biyopsi materyali eklendikten yarim saat sonra ve 24 saat sonra Ureaz testi
degerlendirildi. Kirmizi-pembe renk olusumu halinde test pozitif kabul edildi.

Ekim yapilan plaklar anaerob kavanozlarda 37°C’de 3-10 gtin inklbe edildi. H
pylorinin ihtiyac duydugu atmosfer ortami (%5 O, %10 CO,, %85 N.) kavanozlar
icerisine konan CampyGen (OXOID Ltd, ingiltere) Campylobacter sistemi ile
saglandi. inkiibasyon sonrasi saydam, konveks, 0,5-1 mm capinda, su damlasina
benzer koloniler incelemeye alindi. Bakteri identifikasyonu icin Gram boyama,
oksidaz testi, katalaz testi ve Ureaz testi uygulandi. Serum fizyolojik ile lam Uzerine
stspansiyonu yapilan koloniler kurutulup alevde tesbit edildikien sonra Gram boyasi
ile boyandi. Taze kultirden 6ze ile alinan koloni %1’lik tetramethyl-para-
phenilenediamine hydrochlorid solisyonu iceren diskler (BBL) Uzerine yayildi.
Uzerleri serum fizyolojik ile 1slatildi. Mor renk olusmasi halinde oksidaz testi pozitif
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olarak kabul edildi. Oze ile alinan koloni lam {izerine yayildi. Uzerine bir-iki damla
%3’lUk hidrojen peroksit (H202) damlatildi. Gaz kabarciklari olusmasi halinde katalaz
testi pozitif kabul edildi. Oze ile alinan koloni %20’lik iire igerisinde siispanse edildi.
Kirmizi-pembe renk olugmasi halinde (ireaz testi pozitif kabul edildi. incelemeler
sonunda gram boyasi ile boyanan preperatlarda gram negatif, spiral, S veya marti
kanadi seklinde gériinime sahip olan ve oksidaz, katalaz ve Ureaz pozitif olan
bakteriler H pylori olarak kabul edildi. Gram boyamadaki gérintlst sekil 2'de yer
almaktadir. Yapilan tim testlerde NCTC 11637 (ATCC 43504) standart susu kontrol
olarak kullanildi. Ureyen koloniler daha bol iiretimek iizere Helicobacter agar (BD)
besiyerine pasaj yapildi. Pasajlar yine yukarida tarif edilen kosullarda 37°C’de 72
saat inkllbe edildi. Tim suslar mikrobank (Cryobank mixed, Mast Group Ltd.
Merseyside, UK) saklama tipinde ve molekiler caligiimak tzere TE buffer igerisinde
-70°C’de saklandi.
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Sekil 2: H pylorinin (a) besiyerindeki gorintisu, (b) gram boyama ile gorintisu

Duyarlilik testleri: Duyarlilik tespitinde son yillarda antibiyotik duyarhhigini
tespit etmede giderek artan siklikta kullanilan ve kantitatif sonug¢ verebilen bir yontem
olan E-test yontemi uygulandi. Ayrica FISH ydntemi ile klaritromisin direncinin varligi
arastirildi. Klaritromisin direngli H pylorinin saptanmasinda E test ve FISH metodlari
karsilastiridi.

E test: Helicobacter agar besiyerinde 48-72 saatlik inkilbasyondan sonra
brain-heart infusion broth ile 3 Mc Farland bulaniklikta olacak sekilde bakteri

stspansiyonu hazirlanarak %5 koyun kanli Mueller Hinton Agar (BD) ylzeyine

33



pamuklu steril cubukla strtldd. Her bir bakteri stispansiyonu 5 ayri plaga suaruldad.
Ekimin ardindan klaritromisin, amoksisilin, metronidazol, siprofloksasin ve tetrasiklin
E test stripleri (AB biodisk Solna, Sweden) Uretici firmanin dnerileri dogrultusunda
yerlestirildi. 37°C’de anaerop kavanozlar icerisinde 72 saat inkilbasyondan sonra
degerlendirildi. Kavanozlar igerisine konulan CampyGen (OXOID Ltd, ingiltere)
Campylobacter sistemi ile uygun atmosfer ortami saglandi. Her bir calismada H pylori
NCTC 11637 (ATCC 43504) susu, kalite kontrollii olarak kullanildi Kalite kontrol
susunun amoksisilin MIK araligr 0.016-0.125 pg/ml, klaritromisin MIK araligi 0.016-

0.125 pg/ml, metronidazol MIK araligi 64-256 pug/ml ve tetrasiklin MIK araligi 0.125-1
ug/mi‘dir.

H pyloride antibiyotik duyarlilik sinirlari asagidaki sekilde degerlendirildi.

Antibiyotik E testi

S I R
Klaritromisin® < 0,25 pg/ml 0,5 pg/ml .21 pg/mi
Tetrasiklin? < 4 ug/ml - >16 pg/ml
Amoksisilin? <1 pg/ml - > 4 ug/ml
Metronidazol? < 8  pg/ml - =16 ug/ml
Siprofloksasin® > 2 ug/ml

1: NCCLS M100-S10 Ocak 2006, 2: AB Biodisk 2007-06,M0000177-MH0174, 3: Referans 68,69.

FISH: H. pylori suslarindan inokulim yapmak i¢in 1.0 Mc Farland hazirlandi.
Klaritromisin direncinin belirlenmesinde SeaFAST® (Hemakim, Macaristan) ticari kiti
kullanildi.  Uretici  firmanin  &nerileri  dogrultusunda  hibridizasyon  yapildi.
Hibridizasyonda, biri 16S rRNA’'ya 6zgul ve fluorescein boyasi ile isaretli, digerleri
23S rRNA’daki mutasyonlarina 6zgul ve Cy3 boyasi ile igaretli problar kullanildi.
Hibridizasyon sonrasi 6rneklerin tGzerine 5’er ul Anti Fade damlatildi. Nikon E 600
marka floresan mikroskop Uzerine kurulmus olan red, gren ve dapi filtrelerine sahip
Quips Imaging System (Applied: UK) ile analiz edildi.
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CagPAl heterojenitesinin saptanmasi: 16S rRNA ve CagPAl'da yer alan 5
farkli gen bdlgesi (cagA, cagA promoter bdlgesi, cagE, cagT ve LEC) 8 ayri primerle
calisildi. Calismada pozitif kontrol olarak H pylori 26695 susu, negatif kontrol olarak
su kullanildr.

Bakteriden DNA ekstraksiyonu: Bakterilerden DNA ekstraksiyonu kaynatma
yéntemi ile yapildi. TE-buffer icerisinde -80°C’de saklanan bakteriler ekstraksiyon
yapilacagr gun cikartilarak oda isisinda c¢ézinmesi saglandi. 500 pl TE-buffer
icerisinde olan bakteriler 6500 RPM’de 5 dk santriflij yapildi, Ustteki sivi dokaldd.
Uzerlerine 1000 ul TE-buffer eklendi. 6500 RPM'de 5 dakika santrifilj yapildi. Dipte
kalan pelletin tGzerine 200 pl TE-buffer eklendi. Vorteks ile kisa bir spin yapildi.
Ardindan thermalcycler cihazinda (T3 thermocycler Biometra, Germany) 99°C’de 10
dakika kaynatildi. 13 000 RPM’de 7 dakika santrif(ij yapildi. Ustte kalan sivi PCR
calismalarinda DNA kaynagi olarak kullanildi.

Biyopsi materyalinden DNA ekstraksiyonu: TE-buffer igerisinde -80°C’de
saklanan biyopsi ornekleri ekstraksiyon yapilacagi gun cikartilarak oda 1sisinda
¢6zlnmesi saglandi. QlAamp DNA Mini Kiti (QIAGEN, Germany) Uretici firmanin
Onerileri dogrultusunda kullanilarak dokudan DNA ekstraksiyonu yapildi.

PCR Amplifikasyonu: DNA amplifikasyonlari thermalcycler cihazinda (T3
thermocycler Biometra, Germany) dretici firmanin 6nerileri dogrultusunda yapildi.
Kullanilan primerlerin  guanin sitozin orani ve amplifiye edilecek bdlgenin

blyUkligine gére su program kullanildi (6).

95 °C’de ------ 5 dakika ------ 1 siklus
Denaturation 94 °«C'de ------ 30 saniye ----
Annealing 52 °C’'de ------ 30 saniye ----- 40 siklus
Polymerization 72 °C’de ------ 1 dakika -----

72 «C'de ------ 10 dakika ------- 1 siklus

Amplifikasyon programi sonunda amplifiye olan érneklerden 10 pl volim 2 pl
elektroforez tamponu ile karistirldi ve agaroz jel elektroforezinde ytratalda.
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Primerler: lkenoue ve ark. (4,5,6) tarafindan kullanilan primerler ticari olarak
sentez ettirildi.

Hedef gen Primer 5’- 3’ oligoniikleotidler Lokalizasyonu (bp)

16 S rRNA 16S rRNA-F TAAgAgATCAgQCCTATQTCC 534
16S rRNA-R TCCCACgCTTTAAgCgCAAT

CagA1 CagA-F1 AACAgQgACAAgQTAgCTAgCC 701
CagA-R1 TATTAATgCgTgTgTggCTg

CagA2 CagA-F2 gATAACAgQgCAAgCTTTTgA 349
CagA-R2 CTgCAAAAQATTgTTTggCAgA

CagAP1 CagAP-F1 gTgggTAAAAATGTgAATCg 730
CagA-R1 TATTAATgCgTgTgTggCTg

CagAP2 CagAP-F2 CTACTTgTCCCAACCATTTT 1181
CagA-R2 CTgCAAAAgATTgTTTggCAgA

CagE CagE-F1 gCgATTgTTATTgTgCTTgTAG 329
CagE-R1 gAAgTggTTAAAAAATCAATgCCCC

CagT CagT-F1 CCATQTTTATACQCCTgTgT 301
CagT-R1 CATCACCACACCCTTTTgAT

LEC-1 LEC-F1 ACATTTTggCTAAATAAACQCTg 384
LEC-R1 TCTCCATQTTgCCATTATgCT

LEC-2 LEC-F2 ATAQCgTTTTgTgCATAgAA 877
LEC-R2 ATCTTTAQTCTCTTTAQCTT

Agaroz Jel Elektroforezi: %1.5’lik olarak 1XTBE ile agarozdan hazirlandi.
Dékiilmeden hemen énce 30 pl etidyum bromid ile renklendirildi. Ornekler 100 voltda
35 dakika ydrataldd. Sonuglar DNA marker (Biotechnology Department Bio Basic Inc.
Canada) kullanilarak degerlendirildi. Jeldeki sonuglar ultraviole masasinda (BiO-RAD
UV transilluminator, 2000, USA) ve BioDocAnalyze (Biometra, Germany) ile
degerlendirildi.

Biyopsi 6rneg@i alinan hastalar endoskopik bulgularina gére gastrit, nontlser
dispepsi ve Ulser (duodenal ve gastrik Glserler) olarak 3 gruba ayrildi. CagPAl'nin
intakt olusu ya da parsiyel delesyonlari ile H pylori klinik sonuglari arasindaki iligki

istatistiksel olarak Chi-Square test ile degerlendirildi.
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BULGULAR

Kilturde Uretilen 31 H pylori susunun klaritromisin, amoksisilin, siprofloksasin,
metronidazol ve tetrasiklin i¢in E-test yontemi ile elde edilen MIC degerleri Ek 1’de
sunulmaktadir. Otuzbir susun 13’Unde (%41.9) klaritromisine diren¢g saptanmistir.
13'Unde (%41,9) metronidazol direnci, 14'inde (%45.2) siprofloksasin direnci
saptanmistir. Amoksisilin ve tetrasiklin direnci 1 susta (%3,2) gosterilmistir. Tek ilaca
direngc 10 izolatta (%32.2) iken birden fazla ilaca direng 14 izolatta (%45.2) olarak

bulunmustur (tablo 6).

Tablo 6: Otuzbir H pyloriisolatinin E-Test ile yapilan antibiyotik direng oranlari

Diren¢ durumu

n (%)
Klaritromisin 13 41,9
Amoksisilin 1 3.2
Metronidazol 13 41,9
Tetrasiklin 1 3.2
Siprofloksasin 14 45.2
Tek ilaca direng 10 32.2
Coklu direng 14 45.2

FISH yéntemi ile Fluorescein boyasi ile isaretli problarla hibridize olmus suslar
floresan mikroskobunda yesil 1sima verdi ve Helicobacter pylori varhdini gésterdi
(sekil 3) . Cy3 boyasi ile isaretli problar ile hibridize olan suslar ise kirmizi igsima verdi
ve direncli olarak degerlendirildi (sekil 4). Dual bantta ise bu klaritromisin direncli
suslar sar renkte gézlendi (sekil 5). Buna gbre, 31 susun timu yesil 1sima verdi ve
ortamda H. pylori varligi bir kez daha dogrulanmis oldu. Onli¢ susta (%41.9) ayni
zamanda kirmizi 1sima da go6zlendi ve bu suslarin klaritromisine direncli oldugu
sonucuna varildi. Iki susta ise direncli ve duyarli suslar bir arada gdzlendi. E-test
yontemi ile FISH yéntemi karsilastinldiginda klaritromisin direncinin saptanmasinda

fark saptanmadi.
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Sekil 3: Fluorescein boyasi ile isaretli, 16S rRNA’ya 6zgil probla hibridize olmus H
pylori’nin floresan mikroskobundaki gérintusu (yesil filtre).

Sekil 4: Cy3 boyasi ile isaretli, 23S rRNA’ya 06zgul probla hibridize olmus
klaritromisin direncli H pylori’nin floresan mikroskobundaki goruntlisu (kirmizi filtre).
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Sekil 5: Fluorescein boyasi ile isaretli, 16S rRNA’ya 6zgul probla ve Cy3 boyasi ile
isaretli 23S rRNA’ya 6zgul probla hibridize olmus klaritromisin direngli H pylori’nin
floresan mikroskobundaki gérintisa (ikili filtre) .

Molekuler ¢alismada pozitif kontrol olarak H pylori 26695 susu kullanildi. H
pylori suslarinda PCR ile 51 DNA 6&rneginin 50’sinde 16S rRNA varligini gésteren
534 bp bantlar saptandi (sekil 6). 16S rRNA PCR ile pozitif saptanan 50 H pylori DNA
orneginde cagPAIl gen bolgeleri varligi arandi. Elli 6rnegin 32’sinde cag E varligini
gb6steren 329 bp blyukligtnde bantlar olustu (sekil 7). Yirmidokuz érnekte 301 bp
blydkligundeki cagT gen bdlgesi saptandi (sekil 8). Yirmiyedi érnekte 384 bp
buyukliginde LEC1 (sekil 9) ve 17 dérnekte 877 bp blyutkliginde LEC2 (sekil 10)
gen bdlgelerini gdsteren bantlar saptandi. 349 bp buydkligindeki cagA2 gen bdlgesi
24 oOrnekte saptandi (sekil 11). Sekiz 6rnekte 1181 bp’lik cagAP2 gen bdlgesi
gobsterilirken (sekil 12), 20 érnekte 730 bp’lik cagAP1 boélgesi saptandi. cagA1 bdlgesi
hicbir 6rnekte saptanamadi.
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Sekil 6: H pylori suslarinda 16S rRNA PCR Grini agaroz jel elektroforezi goruntileri

Sekil 7: H pylori cag E pozitif PCR Urlnleri agaroz jel elektroforezi géruntlleri
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Sekil 8: H pylori cagT pozitif PCR Urtinleri agaroz jel elektroforezi gérintileri

384

Sekil 9: H pylori LEC1 pozitif PCR Urlinleri agaroz jel elektroforezi gérintileri
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Sekil 10: H pylori LEC2 pozitif PCR Urtnleri agaroz jel elektroforezi gérintdleri

349

Sekil 11: H pylori cagA2 pozitif PCR Urlnleri agaroz jel elektroforezi gérintileri

1000 —p

Sekil 12: H pylori cagAP2 pozitif PCR Urunleri agaroz jel elektroforezi gérintileri
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Sekil 13: H pylori cagAP1 pozitif PCR UrUnleri agaroz jel elektroforezi géruntileri
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Sekil 14: H pylori intakt cagPAl agaroz jel elektroforezi géruntdleri. 1: size marker, 2:
16S rRNA PCR urlGnu (534 bp), 3: LEC2 PCR Urtn0 (877 bp), 4: LEC1 PCR UrinU
(384 bp), 5: cagT PCR arinG (301 bp), 6: cagE PCR ariinG (329 bp), 7: cagAP2 PCR
artnG (1181 bp), 8: cagAP1 PCR urland (730 bp), 9: cagA2 PCR Uriini (349 bp), 10:

cagA1 PCR Griinii (701 bp)

CGalismaya alinan 50 hastanin (28’i kadin, 22’si erkek) yas ortalamalar
48.6+12.5 idi. Gastritli hastalarin 4’Ginde (%20), NUD hastalarinin 1’'inde (%11.1) ve
Ulserli hastalarin 5’inde (%23.8) cagPAl intakt olarak saptandi. Toplam 50 hastanin
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10’unda (%20) intakt cagPAIl saptanirken 7 hastada (%14) total delesyon saptandi
(tablo 6). Sekil 14’de tim gen bélgelerinin PCR gérintileri yer almaktadir. Toplam 18
hastada (%36) cagA, 29 hastada (%58) cagA promoter bdlgesi, 29 hastada (%58)
cagT, 28 hastada (%56) LEC bdlgesi, 32 hastada (%64) cagE bdlgesi saptandi (sekil
15).

Tablo 6: cagPAI genlerinin dagiliminin PCR sonuglari. On hastada intakt cagPAI, 7

hastada da total delesyon saptandi.

Klinik durum (n) intakt cagPAl cagPAI total delesyon
Gastrit 4 4
(20) (%20) (%20)
Ulser 5 2
(21) (%23.8) (%9.5)
NUD 1 1
9) (%11.1) (%11.1)
Toplam 10 7
(50) (%20) (%14)

Ulserli hasta grubunda cagE ve cagT 21 hastanin 15inde (%71.4) pozitif
olarak saptanirken 9 (%30) hastada cagA pozitif saptandi. Calismada cagE’nin
varligi cagA ile degil cagT ile baglantili bulunmustur (Fisher’s Exact Test, p=0.003).
LEC ve cag promoter bdlge benzer sekilde Ulserli hastalarin14’inde (%66.6), gastritli
hastalarin 10’'unda (%50) ve NUD hastalarinin 5’inde (%55.5) mevcuttu. Sonugclar
tablo 7 de sunulmaktadir. Ulser, gastrit ve noniilserdispepsi hasta guruplarinda bu
bes gen bdlgesinin varhdi ile klinik sonu¢ arasinda istatistiksel olarak bir baglanti
goérilmemekle (p>0.05) birlikte cagE, cagT, cag promoter bdlgesi ve LEC bdlgesi

Ulser hastalarinda gastrit ve nonullserdispepsi vakalarindan daha yUksekti (sekil 16).
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Sekil 15: 50 H pyloriizolatinda cagPAI genlerinin PCR ¢alismasinin sonuglari.

Tablo 7: cagPAl heterojenitesi ile klinik durum arasi iliski. NUD: NonUlser dispepsi

Klinik durum (n) cagA CagAP cagT cagE LEC
Gastrit 6 10 9 11 9
(20) (%30) (%50) (%45) (%55) (%45)
Ulser 9 14 15 15 14
(21) (%30) (%66.6) (%71.4) (%71.4) (%66.6)
NUD 3 5 5 6 5
9) (%33.3) (%55.5) (55.5) (%66.6) (%55.5)
Toplam 18 29 29 32 28
(50) (%36) (%58) (%58) (%64) (%56)
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Sekil 16: cagPAI gen heterojenitesi ve klinik sonug arasindaki iliski. NUD: Nonulser
dispepsi.
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TARTISMA VE SONUC

Helicobacter pylori enfeksiyonu butlin dinyada oldukca yaygin olarak gérilen
kronik bakteriyel enfeksiyonlardan biridir. Dinya nifusunun %70-901 bu bakteri ile
enfektedir. H pylori gastrit, peptik Ulser, gastrik mukoza ile iligkili lenfatik doku
lenfomasi ve gastrik adenokarsinomaya neden olmasi nedeniyle énemli bir saglik
sorunudur. Amerika’da (Ulusal Saglik Enstitisi-NIH), Avrupa’da (Maastricht
konsensus toplantisi) ve Kanada’da (Canadian konsensus toplantisi) bu hastaligin
antibiyotikle tedavisi 6nerilmektedir (1,2). H pylori enfeksiyonunun tedavisinde henlz
ideal bir tedavi rejimi bulunmamakla birlikte tedavide kombine antibiyotik kullanimi
gerekmektedir. H pyloride antibiyotiklere karsi gelisen diren¢ tedavide basarisizliga
neden olmaktadir (13). Son yillarda bu diren¢ oraninin artmasi H pyloride
antimikrobiyal ajanlara direncin dnemini artirmigtir. Klaritromisin, metronidazol,
amoksisilin, tetrasiklin ve siprofloksasin enfeksiyonun tedavisinde segilen

antimikrobiyal ajanlardir (12).

Metronidazol nétr pH’da noniyonizedir. Disuk pH’da iyonize hale gelir ve
gastrik bariyeri gecer. Nitroimidazol grubundan olan metronidazol bakteri
sitoplazmasina inaktif 6n ilag olarak girer. H pylori oksijene duyarsiz nitrorediktaz
enzimleri ile metronidazoll aktive eder. Nitrorediktaz enzimlerinin kodlanmasinda
rdxA ve frxA genleri sorumludur. Metronidazol DNA, RNA, proteinler, yag asitleri gibi
yasamsal molekdller Uzerine etkilidir. Nitrorediktaz ve/veya flavin oksidorediktaz
enzimlerinin inaktivasyonuyla H pyloride metronidazol direnci gelismektedir. rdxA
geninde ‘frame shift’ (cerceve kaydiran) ve anlamsiz mutasyonlar metronidazol MIK
degerlerini ¢cok yulkseltir. frxA genindeki mutasyonlar ise daha disik dizeyde
direngten  sorumludurlar. Metronidazol  direncinde  standart  metodlara
guvenilmemektedir, clnki testlerin standardizasyona ihtiyaci vardir. Bu nedenle rutin
olarak metronidazol direng testinin yapilmasi Onerilmemektedir (12,67,70). 2005
konsensus raporunda birinci basamak tedavide PPI, klaritromisin, amoksisilin veya
metronidazol tavsiye edilmektedir. Metronidazol direncinin %40'dan az oldugu
toplumlarda, metronidazol igeren birinci basamak tedaviler Onerilmektedir (64).
Bolgeler arasinda farklihklar olmakla birlikte Avrupa’da metronidazol direnci %30
dizeyindedir (67). Qing Hao ve ark. (71) H pyloride %40, Ziemniak ve ark. (72)
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%46.7, Hu CT ve ark. (73) %51.9 oraninda metronidazol direnci saptamislardir.
Ulkemizde ise metronidazol direnci %50 civarindadir (13,74,75). Bizim calismamizda
da bdélgemizdeki H pylori metronidazol diren¢ orani biraz daha disik (%41.9)olarak

saptanmistir.

Amoksisilin bakteri hicre duvar sentezini inhibe ederek etkisini gosterir.
Bakterilerde beta-laktam antibiyotiklere karsi gelisen diren¢g beta-laktamaz
dretimlerine, penisilin baglayan proteinlerdeki (PBP) yapisal degisikliklere veya hlcre
duvar sentezindeki diger proteinlerin degisimine bagl olarak gelisir. H pyloride 7
PBP tanimlanmistir. H pyloriye 6zgi beta-laktamazda saptanmistir. Fakat bu beta-
laktamazlarin amoksisiline karsi gelisen direngten sorumlu oldugu goésterilememistir.
Direncli suslarda PBP-D sentezi tespit edilememistir. Yapilan son c¢alismalar, PBP-
1A’da serin-arjinin degdigimininin yiksek dizeyde amoksisilin direncinden sorumlu
oldugu gosterilmistir. Tom ddnyada amoksisilin direnci %1’in altinda oldugu
bildirilmistir (12,67). 2007 yilinda ise Tayvan’da amoksisilin direnci %36.1 olarak
saptanmistir (73). Biz de calismamizda amoksisilin direncini bir izolatta (%3.2)
saptadik. Oranin ytksek olmasi calisilan sus sayisinin az olmasina bagli olarak

degerlendirildi.

Tetrasiklinler ise ribozomlarin 30S alt Unitesine baglanarak protein sentezini
inhibe ederek antibakteriyel etkisini gésterir. Tetrasikline karsi H pyloride gelisen
direngte 16S rRNA’daki mutasyonlarin énemli oldugu bildirilmektedir. H pylori 181
susunda bu mutasyon 16S rRNA’daki 3 baz cifti yer degisimine bagli oldugu AGA
926-928 TTC degisimi bildirilmistir (12,67). Qing Hao ve ark. (71) 2004 yilinda H
pyloride tetrasiklin direncini %6.7 olarak bildirmekle birlikte dinyada tetrasiklin
direnci %1’in altindadir (67). Ulkemizde ise tetrasiklin direnci %4’lerde bildiriimektedir
(74,75). Calismamizda bdélgemiz tetrasiklin direnci %3.2 olarak tek susta pozitif

saptanmistir.

Makrolid grubundan olan klaritromisin, ribozomlarin 50S alt Unitesine
baglanarak protein sentezini inhibe ederek antimikrobiyal etkisini gdsterir.
Klaritromisin direnci 23S rRNA'nin V domainninde peptidil transferazi kodlayan
bdlgedeki spontan tek nokta mutasyonu nedeniyle, hedef bélgedeki modifikasyonlara
bagll olarak bakteriyel ribozomun 23S rRNA komponentlerine makrolidlerin
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baglanmasindaki eksiklige baghdir (2,76). Yapilan ¢alismalar klaritromisin direncinde
sorumlu olan ana mekanizmalarin 23S rRNA geninin 2143(A2143G) veya
2144(A2144G) nikleotid pozisyonunda A'den G’e veya 2143(A2143C) nikleotid
pozisyonunda A’den C’e dénlsim (transition) ile meydana gelen mutasyonun
oldugunu gdstermistir. Guanine dénisim (A2143G, A2144G) cok yaygin mutasyon
tipi olup sitozine déntisim (A2143C) ise nadiren olugur. A2142G mutasyonu da sik
olarak tanimlanmistir. Diger mutasyonlar A2115G, G2141A ve T2717C olarak
tanimlanmigtir. 2717°deki dénisim 23S rRNA’nin yiksek derecede korunmus
bblgesinde domain IV olarak bilinen (elangation factor binding site) fonksiyonel bir
alan ile iligkilidir. Bu bélge 23S rRNA’nin sekonder yapisini yiksek derecede etkiler
ve bunun makrolidlerle etkilesiminde 2717 pozisyonunda A’den C’e dénisiminde
klaritromisin  direncinden sorumlu olabilecegi ileri sUrllmektedir (2,76,77).
Klaritromisin diren¢ prevalansi cografik olarak farklilik gostermekle birlikte dinya
¢apinda artmaktadir. Qing Hao ve ark. (71) H pyloride %23.3, Ziemniak ve ark. (72)
%22.2, Hu CT ve ark. (73) %13.5 oraninda klaritromisin direnci saptamislardir.
Avrupa’da klaritromisin direnci gliney bdlgelerinde %18, kuzeyde %4 olup toplamda
%10 civarinda bildirilmistir (67). Ulkemizde yapilan calismalarda ise klaritromisin
direncinde son yillarda giderek artis saptanarak %55’lere varan direng oranlari
bildirilmektedir (15,74,75,78,79). Bizim ¢alismamizda da klaritromisin direnci E test
ve FISH yontemlerinin her ikisi ile de %41.9 olarak saptanmis olup son yillarda
yapilan diger calismalara benzerlik gbéstermektedir. FISH ydnteminde klaritromisin
direncinden sorumlu olan ana mekanizmalar olan 23S rRNA genindeki ¢ ayri
(A2143G, A2144G ve A2143C) nokta mutasyonunu saptayacak problar
kullaniimaktadir. Baglan ve ark. (15) FISH ydntemi ile yaptiklari bir calisma da
klaritromisin direncini %35.5 olarak bildirmiglerdir. H pyloride klaritromisin direncinin
saptanmasinda E test ve FISH yénteminin karsilastinldigi bircok calismada FISH’in
duyarlihginin yiksek ve gavenilir oldugu bildirilmistir (64,80,81). Bizim ¢alismamizda
da H pylori suslari arasinda uygulanan her iki yéntemle de klaritromisin direncinin
saptanmasinda fark saptanmamistir. Bu sonucta bize her iki ydnteminde klaritromisin

direncinin belirlenmesinde kullanilabilecegini géstermigtir.

Kinolon direnci ise son yillarda giderek artmaktadir. Kinolon rezistans saptama
bélgesindeki (QRDR) nokta mutasyona bagli diren¢ gelistigi bildiriimektedir. Ayrica
efflux mekanizmasi ile de direng gelisebilir (67,82). Ulkemizde %5.9-%8 gibi direng
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oranlar bildirilmigtir (74,75). Bizim bélgemiz H pylori siprofloksasin direnci ise %45.2
olarak bulunmustur. Saptanan bu diren¢ orani az sayida olan diger ¢alismalardan
yuksek saptanmigtir. Klaritromisin ve siprofloksasinin H pylori tedavisi diginda diger
enfeksiyon hastaliklarinin tedavisinde de artan yaygin kullanimina bagli olarak direng

oranlarinin da arttig1 distndlmektedir.

H pylorinin klinik sonuglari multifaktdriyeldir. Konagin immdin cevabi, patojenin
virilans faktorleri ve yerlesim Ozellikleri ile iliskilidir (5). H pylorinin majér virGlans
faktérintn cagPAI oldugu dusunilimektedir (4). cagPAI genleri ya araliksiz olarak ya
da araya giren insersiyon segment 1S605 ile ayrilmis sag cagPAI-I ve sol cagPAI-II
olarak tanimlanan iki alt tGniteden olusur. Sirasi ile 14 ve 16 ORF (open reading
frame)’den olusan bir gen bdlgesidir. Bu gen adasi virtlansla ilgili tip IV sekresyon
sisteminde rol alan proteinleri kodlar (4-6). cagA pozitif H pylori ile enfeksiyonun
atrofik gastrit, peptik Ulser, gastrik kanser ve MALT lenfoma ile iligkili oldugu
bildirilmistir (48,83,84,85).

H pylorinin olusturdugu kronik enfeksiyon, konagin immuan direnciyle ortaya
cikan selektif baskinin sonucu genetik degisikliklere yol acar. Bu nedenle H pylori
suglari arasinda genetik farkliliklar goérulur. Bu genetik farkliliklarin altinda yatan
mekanizmalar bilinmemektedir. Hastaligin siddeti ve belirli bir genotipin varligiyla
iliskili olarak belli bélgelerdeki virulan suglarin prevelansi énemli epidemiyolojik etkiye
sahiptir (5,11). Jenk ve ark.(86) tarafindan yapilan calismada intakt cagPAl varhgi
duodenal Ulserlerle yiksek oranda baglantili bulunmustur, fakat cagA, cagE ve cagT
dahil bazi cagPAIl genlerinin analiziyle H pylori enfeksiyonunun klinik sonucu
6ngerilemeyecegi bildirilmistir. Calismalarinda cagE’nin varlhigini cagT ile degil ama
cagA ile iligkili olarak saptamiglardir. lkenoue ve ark.(4) ‘nin ¢galismasinda ise cagE
ve cagT llser vakalariyla %96.6 oraninda baglantili olarak bildirilmistir. Calismada
cagE’'nin varligi cagA ile degil cagT ile baglantih olarak bulunmustur. Bu da
dunyadaki H pylori cagPAI genlerinin sus cesitliligine isaret etmektedir. Parsiyel veya
total delesyonu olan suslarin intakt cagPAl iceren suglara gobre hastaligin
progresyonu icin daha zayif etkiye sahip oldugu ve cagA’nin kendisi degil cagA
promoter bdlgenin daha iyi bir virilans markir olacagi bildirilmistir. Ancak cagA geni
promoter bdlge dizilimlerinin gesitliliginden dolay! bu bélgeyi tespit edecek spesifik
primerleri olusturmak zordur. cagE geni cagA geni promoter bdlgesinin yaninda
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lokalize oldugundan ve tutarli bir sekilde bu bdlgede bulundugundan cagE genini
cagA promoter bdlgesinin yerine se¢gmenin mantikli olacagini bildirmislerdir. Kauser
ve ark.’nin (5) yaptiklar calismada Asya gen havuzunu temsil eden suslarin
%33.33'Unde intakt cagPAl saptanirken Avrupa, Afrika ve Amerika suslarinin
%10.25'inde intakt cagPAl saptanmistir. intakt cagPAl ayni zamanda ylksek
oranlarda gastrik kanserlerin goéraldigu Japon izolatlarinda en yuksek oranda
(%57.1) saptanmistir. Calisilan tim cografi bolgelerde cagPAIl icindeki delesyonu
olan suslar intakt cagPAl igeren suslardan daha yaygin olarak bulunmustur.
Dlnyadaki suslarin %72.8'inde cagA geni bulunurken %82’sinde cagE ve cagT geni
saptanmis ve cagA geninin intakt cagPAlI'nin tek basina belirleyicisi olamayacagi
bildirilmigtir. Benign olgularda cagA, cagE, cagT delesyon sikligi gastrik kanser ve
siddetli Ulserli hastalarin izolatlarindan daha ylUksek olarak bulunmustur. Aksine
siddetli patolojisi olanlarda cagA promoter ve cagPAI'nin sol u¢ bélgesinin delesyonu
veya yeniden dizenlenmesi daha sik olarak saptanmigtir. Calismada gastrik
kanserler de dahil agir patoloji ile baglantili suglarda intakt cagPAl gésterilememistir.
Bizim ¢alismamizda 50 susun 10’unda (%20) intakt cagPAIl saptandi. Fakat intakt
cagPAl ile klinik sonuglar arasinda istatiksel olarak anlamli bir fark saptanmamistir.
(Fisher's Exact Test, p>0.05). Bu da kronik enfeksiyon durumlarinda intakt cagPAl
bulunan suslarin  baslangigtaki hasardan ¢ok sonra adacigi  yeniden
yapilandirmasinin mimkuin olabilecegi gbrisint desteklemektedir. cagPAl varligi ve
hastalik tipi arasindaki baglantiyi tanimlayan ¢alismalar bulunmasina ragmen cagPAI
genotiplerinde genotip-fenotip korelasyonu olup olmadidi zor bir konudur. Hastalik
gelisiminde tam veya kismi olarak cagPAlI'nin patojenik roli heniiz tam olarak
anlagilamamistir. VirGlans potansiyelleri agisindan farkli H pylori suslari mikst bir
enfeksiyonda kolonize olabilir ve rekombinant suslar ortaya cikabilir. Bu nedenle
gastrik Ulser ve kanserli hastalarda yeniden dizenlenmis cagPAl’a sahip suslar izole
edilebilir (5).

Salih ve ark(11) intakt cagPAl, cagE ve cagT delesyonlarini gastrit ve Ulser
hasta grubunda benzer oranda bulmuslardir. Galismalarinda cagA, cagA promoter
bélge, oipA (Hp 0638), JHP912 ve JHP931 ORF bdlgeleri ve vacAsia-mia daha
benign patolojilerle karsilastinidiginda peptik Glser hastalii suglarinda daha belirgin
oranda saptanmigtir. Bununda hastalidin sonucu ve progresyonu ile belirli genotipler
arasinda muhtemel bir baglantiya isaret ettigini bildirmislerdir. Tiwari ve ark.(6)
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tarafindan yapilan calismada ise H pylori ile enfekte NUD ve dUlserli hastalarin
cagPAI'nin durumu arasinda belirgin iliski saptanmamakla birlikte cagE ve cagT’nin
cagA’ya gbre daha guavenilir markirlar oldugu gésterilmistir. cagPAIl genlerinin klinik
sonuglarla iliskisi agisindan karsilastirildiginda cagT’'nin hastaligin  sonucunu
belirleyen major gen olabilecegdi bildirilmigtir. Bizim ¢alismamizda vakalarin %64’'inde
cagE, %58’inda cagT saptanirken %36’sinda cagA saptanmistir. Calismamiz Ulser,
gastrit ve nonulser dispepsi hasta gruplari ile cagPAl durumu arasinda anlamli bir
iliski ortaya koymamistir (p>0.05) (sekil 15). cagE’nin varligi cagA ile degil cagT ile
baglantil olarak bulunmustur (Fisher's Exact Test, p=0.003). Galismamiz cagA
geninin intakt cagPAlI'nin tek basina belirleyicisi olamayacag:i ve cagPAl varligini
dogrulamada cagE ve cagT’'nin cagA’'ya gbére daha guvenilir markirlar olabilecegini
gbsteren calismalara destek olmaktadir. Bununla birlikte cagA promoter bdlgesi %58,
LEC bdlgesi ise %56 oraninda goésterilmistir. Bu da bu iki geninde virlilansa katkida

bulundugunu desteklemektedir.

Sonu¢ olarak muhtemelen virllans tek bir virllans faktérinden cok dis
membran proteinleri, iceA, plasticity bélgesi ve vacA gibi cagPAl digindaki birgok
faktérin kombinasyonu sonucu gelismektedir. Kisinin genetik yapisi ve patojene ait
muhtemel virilans genlerinin tamamina ait bir sonu¢ olarak hastalik gelisir. Bizim
calismamizda da cagPAl gen dagilimlari, diger faktérlerinde hastalik gelisimine
katkida bulunacagi varsayimini destekler sekilde Ulser, gastrit ve NUD suslan
arasinda benzer gsekilde saptanmistir. Ancak belirli bir PCR GrOninin
saptanamamasi bu bélgenin olmadigi anlamina gelmez. Bu gen bdlgeleri hastaligin
baslangicindan ¢ok sonra delesyona ugramis olabilir veya farkli H pylori suglari ile
mikst bir enfeksiyon var olabilir. H pylori enfeksiyonlarinin klinik sonuglari ve gen
dagihmlari ile iligkisinin daha iyi anlasiimasi icin DNA dizilim ¢alismalarinin yapilimasi

gerekmektedir.

Galismamiz bdlgemiz H pylori antibiyotik duyarliiginin belirlenmesi, intakt
cagPAIl ve cagPAIl gen delesyonlari ve bunlarin hastaliklarla baglantisini arastiran ilk
calismadir. Bu nedenle bélgemizde H pylori ampirik tedavisinin belirlenmesinde yol
gOsterici  olacaktir. Ancak c¢ok sayida susun kliniko-epidemiyolojik olarak
tanimlanmasi, patolojik 6zelliklerinin arastirilmasi ve cagPAIl gen dagilimlari ve Klinik
sonuglari arasinda iligkiyi aragtiran calismalara ihtiya¢ vardir.
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Ek 1: 31 H pylori susu igin, klaritromisin, amoksisilin, siprofloksasin, metronidazol ve
tetrasiklinin E-test yontemi ile tesbit edilen MIC degerleri (MIC degerleri pg/ml

cinsinden verilmistir.)

Sira

no Klaritromisin Amoksisilin Metronidazol Siprofloksasin | Tetrasiklin
1 0,023 0,047 > 256 > 32 0,47
2 < 0,016 < 0,016 24 0,016 < 0,016
3 0,016 0,016 0,023 2 0,016
4 0,064 0,016 0,094 0,032 0,023
5 >256 < 0,016 < 0,016 0,03 < 0,016
6 0,016 0,016 256 0,012 0,016
7 0,016 0,016 0,38 0,012 0,016
8 0,023 0,032 >256 >32 0,047
9 < 0,016 0,016 >256 >32 0,016
10 0,047 0,016 0,094 32 0,25
11 > 256 < 0,016 >256 0,023 < 0,016
12 0,94 0,016 0,25 >32 0,023
13 > 256 0,32 1 > 32 0,64
14 0,032 < 0,016 0,125 > 32 0,38
15 0,016 0,016 0,032 0,64 < 0,016
16 12 < 0,016 96 0,016 < 0,016
17 0,75 < 0,016 32 0,006 < 0,016
18 0,023 0,064 0,094 > 32 0,094
19 96 0,016 0,032 12 0,016
20 >256 0,032 1,5 24 0,016
21 6 >256 >256 1,5 >256
22 32 < 0,016 0,094 0,06 < 0,016
23 128 < 0,016 256 >32 0,016
24 0,016 0,016 0,38 32 0,047
25 4 0,016 >256 0,38 < 0,016
26 0,047 0,016 0,19 0,094 0,094
27 < 0,016 < 0,016 < 0,016 < 0,02 < 0,016
28 64 0,016 0,023 > 32 < 0,016
29 24 < 0,016 > 256 > 32 0,016
30 > 256 < 0,016 > 256 0,64 0,64
31 0,094 0,016 0,016 0,08 0,016
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