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TESEKKUR

Yiiksek lisans ve doktora egitimim boyunca yardimlarini esirgemeyen; engin bilgi
birikimi, yakin ilgi ve Onerileri ile bana daima yol gosteren; gelecege yonelik bilimsel
bakis agist kazandiran; sonsuz destek ve katkilarini gordiiglim; yetismemde biiyiik emegi

gecen danisman hocam Sayin Prof. Dr. Ozlem YILMAZ’a tesekkiirlerimi sunarim.
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sunarim.
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Miihendisligi Boliimii Ogretim Uyesi Saymn Prof. Dr. Funda TIHMINLIOGLU’na

tesekkiirlerimi sunarim.
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Patoloji Anabilim Dali’'ndan Saym Prof. Dr. Siilen SARIOGLU’na, Tibbi Bilisim ve
Biyoistatistik Anabilim Dali’'ndan Sayin Prof. Dr. Hiilya ELLIDOKUZ’a tez asamalarinda

bana gosterdikleri katkilarindan dolay: tesekkiirlerimi sunarim.
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saglayan Tibbi Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali’nda Sayin Aras. Gor. Sait TUMER ve
Sayin Dog. Dr. Oguz ALTUNGOZ e tesekkiirlerimi sunarim.

Real-time PCR c¢aligmalarimi gergeklestirmem ve LightCycler cihazini kullanmam
icin arastirma laboratuvarlariin alt yapi olanaklarindan yararlanma firsatini saglayan

GENMAR firmasi yetkilileri ve calisanlarina tesekkiirlerimi sunarim.

Doktora projemi 2006.KB.SAG.042 nolu proje ile destekleyen Dokuz Eyliil
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Dispeptik Yakinmal Hastalarda Helicobacter pylori Varhgi, Direnc ve

Virulans Faktorlerinin Molekiiler Yontemler ile Degerlendirilmesi

Ebru DEMIRAY GURBUZ, Saghk Bilimleri Enstitiisii, Dokuz Eyliil Universitesi Tip
Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dah Inciralty/izmir

OZET

H. pylori’de Kklaritromisin direncinin tedavi basarisizliginin en ©6nemli nedeni oldugu
disiiniilmektedir. Calismamizda H. pylori’yi saptamak ve 23S rRNA geninin A2142G
(A2146G), A2142C (A2146C), A2143G (A2147G), A2143C ve A2144G pozisyonlarindaki
nokta mutasyonlarina bagli olusan klaritromisin direncinin floresan in sifu hibridizasyon
(FISH) yontemi, real-time PCR yoOntemi, geleneksel kiiltiir ve antimikrobiyal duyarlilik
testleri ile belirlenmesi, cagA gen varhiginin ve vacA genotiplerinin arastirilmasi
amaclanmustir. Dokuz Eyliil Universitesi Hastanesi Gastroenteroloji Poliklinigi’ne dispeptik
yakinmalar1 ile bagvuran endoskopi endikasyonu konulan 234 (65 E, 169 K; yas ortalamasi
43.8+14.0) hasta ¢aligmaya alindi. Antrum ve korpus biyopsi Orneklerine uygulanan hizli
lireaz testi, histopatoloji ve Kkiiltiirin en az ikisinin pozitif oldugu olgular H. pylori
enfeksiyonu olumlu olarak degerlendirildi. H. pylori suslariin cagA pozitifligi PCR ile iiriin
uzunlugu 370-570 bp olarak saptandi. H. pylori suslarinin vacA genotipleri PCR ile iiriin
uzunluklart m1 bolgesi i¢cin 290 bp, m2 bdlgesi i¢in 350 bp, s1 bolgesi icin 176 bp, s2 bolgesi
icin 200 bp olarak saptandi. Dort yiiz altmis sekiz antrum ve korpus formalin-fikse-parafine-
gomiilii biyopsi kesitlerine FISH (BACTfish, Hungary) (23SrRNA gen bolgesinde 2143 ve
2144 pozisyonunda) yontemi uygulandi. Dort yiiz altmus sekiz antrum ve korpus biyopsi
orneginin DNA’lar1 QIAamp DNA mini kit ile ekstrakte edildi ve Real-time PCR (23SrRNA
gen bolgesinde A2142G,A2142C,A2143G ii¢ nokta mutasyonu) ydntemi uygulandi. Izole
edilen H. pylori suslarinda klaritromisin duyarliligi E-test ile degerlendirildi. En az iki test
pozitifliginde, 164 (%70.1) hasta H. pylori enfeksiyonu olumlu saptandi. Yiiz altmig dort
hastanin 114 (%69.5)’1 kiiltiir olumlu, 137 (%83.5)’si FISH olumlu, 157 (%95.7)’si real-time
PCR olumlu saptandi. Kiiltiir duyarlilig1 (%69.5) ve 6zgilligi (%100) ile karsilastirildiginda,
H. pylori’nin saptanmasinda FISH yonteminin duyarliligi (%83.5) daha iyi, 6zgilligii ise
(%91.4) daha diisiik saptandi. Real-time PCR yonteminin ise duyarliligi %95.7, 6zgilligi
%70 saptand1. H. pylori olumlu hastalarda antrum ve korpus birlikte degerlendirildiginde;



FISH ile klaritromisin direnci %20.2, E-test ile %28.0, real-time PCR ile %34.4 olarak
saptandi. E-test ile, FISH arasindaki uyum %89.5, real-time PCR arasindaki uyum ise %75.4
saptandi. H. pylori kiiltir olumlu 114 hastadan 53 (%46.5)’i cagA olumlu saptandi.
Klaritromisin direnci ile cagA pozitifligi arasinda iliski saptanmadi. Yirmi-dokuz (%?25.4)
hastada vacA mlsl genotipi (21 CagA+); bir (%0.9) hastada mls2 genotipi; 40 (%35.1)
hastada m2s2 genotipi (4 CagA+), 35 (%30.7) hastada m2s1 genotipi (25 CagA+), 9 hastada
ise miks sus saptandi ve vacA genotipleri ile klaritromisin duyarliligi arasinda bir iligki
saptanmadi. vacA mlsl ve m2s1 genotipi CagA pozitifligi ile, vacA m2s2 genotipi ise CagA
negatifligi ile iliskili saptandi. Sonug¢ olarak, FISH yontemi geleneksel kiiltiir yontemi ile
karsilastirildiginda H. pylori’nin saptanmasinda duyarliligi belirgin sekilde arttirmaktadir.
FISH dispeptik yakinmali hastalarin tan1 ve tedavisinin belirlenmesinde hizli karar verilmesi

gerekliligi agisindan kullanigli, giivenilir ve yiiksek duyarliliga sahip bir tekniktir.

Anahtar kelimeler: Helicobacter pylori, FISH yontemi, Real-time PCR, Klaritromisin

direnci



Evaluation of the Helicobacter pylori, resistance and virulance factors by

molecular methods in patients with dyspepsia

ABSTRACT

Clarithromycin resistance in H.pylori is considered an important cause for treatment failure.
We aimed to detect H. pylori and determine clarithromycin resistance which is due to
A2142G (A2146G), A2142C (A2146C), A2143G (A2147G), A2143C and A2144G point
mutations in 23S rRNA gene by fluorescence in situ hybridization (FISH), real-time PCR,
conventional culture and antimicrobial susceptibility testing and also to identify cagA
positivity and vacA genotypes. Two-hundred-thirty-four patients with dyspepsia (65M, 169F;
mean age 43.8+14.0 years) admitted to Gastroenterology Outpatient Clinic at Dokuz Eyliil
University Hospital were taken into the study. The diagnosis of H. pylori infection was
defined as positive for at least two positive results with rapid urease test, histopathology and
culture which were applied to antrum and corpus biopsy specimens. H. pylori cagA positive
PCR products ranging 370-570 bp were amplified. H. pylori vacA genotypes PCR products;
290 bp for ml region, 350 bp for m2 region, 176 bp for s1 region, 200 bp for s2 region were
amplified. Formalin fixed paraffin embedded 468 antrum and corpus tissue sections were
applied FISH (BACTfish, Hungary) (2143 and 2144 positions in 23STRNA gene) method.
DNA of 468 antrum and corpus biopsy specimens were extracted by QIAamp DNA mini kit
and Real-time PCR (A2142G,A2142C,A2143G three point mutations in 23SrRNA gene)
methods were applied to them. E-test was used to assess clarithromycin susceptibility in the
isolated H. pylori strains. One-hundred-sixty-four (70.1%) patients were H. pylori positive
according to at least two positivity. One-hundred-fourteen (69.5%) of 164 patients were
culture positive, and 137 (83.5%) were positive by FISH, 157 (95.7%) were positive by real-
time PCR. The sensitivity of FISH (83.5%) was significantly better, but not the specificity
(91.4%) for detection of H. pylori, when compared with culture sensitivity (69.5%) and
specificity (100%). The sensitivity and specificity of real-time PCR was 95.7%, 70%,
respectively. Among H. pylori-positive patients, FISH detected clarithromycin resistance in
20.2%, E-test in 28.0%, real-time PCR in 34.4% of samples considering both antrum and
corpus. The concordance between E-test and FISH was 89.5%. The concordance between E-
test and real-time PCR was 75.4%. Among H. pylori-culture positive patients; 53 (46.5%)

were cagA positive and no correlation was found between cagA positivity and clarithromycin



resistance. m1sl genotypes of vacA is in 29 (25.4%) patients (21 cagA+); m1s2 genotypes in
1 (0.9%) patient; m2s2 genotypes in 40 (35.1%) patients (4 cagA+) ; m2sl genotypes in 35
(30.7%) patients (25 cagA+) were detected. Nine patients have mixed genotype strains. No
relationship between vacA genotypes and clarithromycin susceptibility were found. As
expected, vacA mlsl and m2sl were associated with CagA positivity and vacA m2s2 was
associated with CagA negativity. As a conclusion, FISH significantly increases the sensitivity
to detect H. pylori in the clinical microbiology laboratory when compare with traditional
culture techniques. FISH technique is a reliable and highly sensitive method, especially useful
when a quick decision is necessary for the management of diagnosis and treatment for patient
with dyspepsia.

Key words: Helicobacter pylori, FISH method, Real-time PCR, Clarithromycin resistance



1. GIRiS VE AMAC

Helicobacter pylori (H. pylori) diinya populasyonun yarisindan fazlasini enfekte eden ve
insan midesine kolonize olan Gram negatif ve mikroaerofilik bir bakteridir (1-6). H. pylori
demir eksikligi anemisi, vitamin B12 eksikligi, gastrik iilser, gastrik kanser ve gastrik MALT
lenfoma gibi komplikasyonlarla iliskili atrofik gastrite gecebilen gastroduodenal
enflamasyona neden olmaktadir (7-11). Gelismekte olan iilkelerde prevalans % 80-90 iken,
gelismis iilkelerde % 25-50’dir. Insandan insana bulas birincil bulas yoludur. Fekal-oral, oral-
oral ve gastro-oral bulas da bildirilmektedir (12, 13).

H. pylori’nin patogenezi vakuol olusturan sitotoksin A (VacA), kan grup antijeni
baglayan adezin (BabA), siyalik asit baglayan adezin (SabA), aderans ile iliskili lipoprotein
(AlpA ve AlpB), dis inflamatuvar protein A (OipA), notrofil-aktive edici protein (HP-NAP),
duedonal-iilser olusumunu destekleyen gen (dupA), cag patojenite adasi (cag PAI) ile
iligkilidir. H. pylori’nin adezyon molekiilleri (BabA, SabA, Oip A, AlpA ve Alp B) ile gastrik
mukozaya aderansi, insan gastrik mukozasinda uzun siireli kalic1 kalmasinda ve baslangig
kolonizasyonunda onemlidir (14-16). Sitotoksin-iligkili gen A (cagA) tip IV sekresyon
sistemi (T4SS) komponentlerini iceren cagPAl icerisinde 40-kb DNA segmenti olarak
lokalize halde bulunur. cagA geninin kodladigi ~120-145 kDa’luk CagA proteininin T4SS
ile gastrik epitel hiicreye translokasyonu gerceklesir (17-20). H. pylori International Agency
for Cancer Research (IACR)” tarafindan Sinif I karsinojen olarak siniflandirilmaktadir. H.
pylori cagA gen 6zelligine gore cagA-pozitif ve cagA-negatif suslar, olmak tizere iki alt gruba
ayrilmaktadir. cagA-pozitif suslarin gastrik mukozaya zarar verme yeteneginin daha fazla
oldugu bildirilmektedir (21). VacA proteini 140 kDa’luk protoksine benzeyen ve
salgilandiginda 88 kDa olgun forma doniisen oligomerik bir toksindir (22-24). VacA
yapisinda sinyal (s) bolge (s1 ve s2), orta (m) bolge (m1 ve m2), intermediate (i) bolge (il ve
i2) ve delesyon (d) bolge (dl ve d2) icermekte olup bunlar vakuolizasyon aktivitesinde
degisikliklere neden olmaktadir (25).

H. pylori enfeksiyonu tamisinda invaziv olmayan yontemler; >C- ve '*C- iire nefes testi
(UBT), digkr antijen testleri (poliklonal antikor ve monoklonal antikor), digski polimeraz
zincir tepkimesi (PCR), digki1 Real-time PCR ve immunolojik testler (serum, tiikiiriik ve idrar
orneklerinden)’dir. Invaziv yontemler ise biyopsi temelli olup, hizli iireaz testi (HUT),
histopatoloji, kiiltiir, biyopsi PCR ve real-time PCR’dir (5). H. pylori enfeksiyonu tanisinda
kiiltiir ve UBT altin standart yontemlerdir (1).



Maastricht IIT 2005 konsensus raporuna gore; H. pylori enfeksiyonu eradikasyonunda
onerilen standart birinci basamak tedavi protokolii klaritromisin ve amoksisilin ya da
metronidazol antibiyotikleri ile birlikte proton pompa inhibitorii (PPI) ya da ranitidin bizmut
sitrat temelli liclii tedavidir (26). Klaritromisin, H. pylori enfeksiyonu eradikasyonunda en
onemli antibakteriyal ajandir. Ancak klaritromisin direnci H. pylori enfeksiyonu eradikasyon
tedavi basarisin1 azaltmaktadir. Klaritromisin direnci, cografik bdlgeye gore degismekle
birlikte Asyada %18.9; Malezya’da %?2.1, Japonya’da %40.7; Avrupada %10-45’tir. Direng
oranlarinda giiney ve kuzey Avrupa’da cografik bolgelerde biiytik farkliliklar goriilmektedir.
Ornegin, klaritromisin direnci Isve¢’te %1.5, Hollanda’da %0.8, iilkemizde ise %38.5
oraninda oldugu bildirilmektedir (27).

H. pylori’de klaritromisin direnci, 5S0S alt iinitede yer alan ve 23S rRNA geni tarafindan
kodlanan 23S ribozomal alt iinitelerdeki peptidil transferaz bolgesini kodlayan rrl genindeki
nokta mutasyonlari sonucu olugmaktadir. Bu nokta mutasyonlar1 A2146G (A2142QG),
A2147G (A2143G) pozisyonlarindaki adeninin guanin ile yer degistirdigi ve A2146C
(A2142C) pozisyonundaki adeninin sitozinle yer degistirdigi mutasyonlardir (2, 10, 11, 22,
28-32). Ender mutasyonlar; A2115G, G2141A, T2117C, T2182C, C2195T, GI1939A,
T1942C, G2224A, A2245T, C2611A, A2143C, A2144C, T2289C ve C2288T dir (3, 33-39).
A2142C, A2142G, A2142T, A2143G, A2143C, C1939A ve T1942C domain V’te bulunurken
T2717C ise domain VI’da bulunmaktadir (40).

Maastricht III' 2005 Konsensus raporuna gore toplumun veya populasyonun
klaritromisin direnci %15-20’den yiiksek ise ve iki tedavi basarisizligindan sonra kiiltiir
yapilmasi onerilmektedir (26). H. pylori kiiltiirii ve antibiyotik duyarlilik testlerinin uygulama
sirasindaki teknik zorluklar ve H. pylori’nin zor iireyen bir bakteri olmasi nedeniyle,
antimikrobiyal duyarlilifin saptanmasinda H. pylori’ nin kiiltiirde iiretilmesine gereksinim
bulunmayan real-time PCR gibi molekiiler testler uygulanmaktadir. Real-time PCR gastrik
biyopsi Orneklerinden direk olarak 23S rRNA geninin amplifikasyonuyla hem H. pylori’nin
hem klaritromisin duyarliliginin saptanmasinda pratik bir yontemdir (5).

Bu molekiiler testlerden bir digeri ise H. pylori ve klaritromisin duyarliliginin
saptanmasinda kullanilan floresan in situ hibridizasyon (FISH) yontemidir. FISH yontemi
ribozomal RNA’nin ¢oklu kopyalar ile oligoniikleotidlerinin tanimlanmasinin spesifik DNA-
DNA hibridizasyonuna baghdir (16S rRNA, 23S rRNA). Floresanla isaretlenmis H. pylori
16S ve 23S rRNA’sina spesifik oligoniikleotidler, H. pylori bakteri hiicresine penetre olur ve



hedef sekansa baglanir. H. pylori TRNA’smin FISH metodu ile saptanmasi; kiiltiirden
bagimsiz, olduk¢a duyarli, gastrik doku kesitlerinde, gastrik biyopsi orneklerinde ve izole
edilen H. pylori suslarinda patojenin ve klaritromisin direncinin saptanmasinda giivenilir,
spesifik, kolay uygulanabilir bir yontem oldugu bildirilmektedir (2, 6, 29).

Bu ¢alismanin amaci, H. pylori saptanmasinda altin standart yontem olan kiiltiir
yonteminin uygulanmasi ve klaritromisin duyarliliginin fenotipik yontemlerle saptanmasi ve
genotipik yontemler olan FISH ve real-time PCR teknikleriyle direkt gastrik dokudan (antrum
ve korpus) ve antrum ve korpustan izole edilen H. pylori kolonilerinden es zamanl olarak
rRNA hedefli floresansla isaretlenmis oligoniikleotit problar1 ile klaritromisin direng
genotipinin saptanarak karsilastirilmasidir. Ayrica cagA virulans faktoriiniin saptanmasi ile
erken gastrik kanser riskinin arastirilmasi amaglanmistir. Ayrica, gastrik biyopsi ornekleri
klaritromisin direncinin goriilme sikligi, hastanemizdeki yaygin mutasyon tipleri yoniinden
degerlendirilmesi ve calisma grubumuzda goriilen klaritromisin direng tipi/tiplerinin,
histopatolojik bulgular, virulans faktorleri aralarinda iliski olup olmadiginin da arastirilmasi

amaglanmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Tarihce

Spesifik insan patojeni H. pylori hpSahul ve hspMaori olarak iki ayr1 sus ile yaklasik
60,000 yi1l once Afrika’dan insanlarin pasifige iki prehistorik gocii ile yayilmistir. Bu
goclerden birinin Yeni Gine ve Avusturalya’ya, digerinin ise Polinezya adalarindan
Melanezya’ya dogru uzandigi, hpSahul’un 31,000 ve 37,000 yil dnce arkeolojik ¢aligmalarla
H. pylori’nin Asya populasyonundan ayrildig1 bildirilmistir (41).

Hayvanlarda gastrik spiral bakteriler ilk kez Rappin tarafindan 1881'de ve Bizzozero
tarafindan 1893'te bildirildi. 1896’da Salomon spiral bakterileri kedi, kopek ve Norveg
sicanlarin midesinde gozlemlendi. Insanlarda ise ilk kez 1906 yilinda Krienitz tarafindan
bildirildi. 1899'da, Jaworski insanlardan aldig1 gastrik yikama suyunun sedimentinde spiral
mikroorganizmalar1 tanimladi. Ancak bu bulusu sadece Polonya'da yayimlandigi i¢in fazla
dikkat cekmedi (42).

Balfour 1906’da maymun ve kopeklerin gastrik iilser drneklerinde, Krienitz gastrik
kanserli bir hastanin gastrik 6rneklerinde spiral mikroorganizmalar1 tanimladr (43). Luck ve
Seth midedeki iireaz aktivitesini tamimladilar ve antibiyotik tedavisi ile kayboldugunu
bildirdiler, ancak gastrik mikroorganizmalar ile arasindaki iliski 1984'e kadar kurulamadi.
1938 yilinda Doenges, otopsi Orneklerinin %43’iiniin midesinde spiral mikroorganizmalari
saptadi. Ornekler postmortem toplanmis olmasi ve kontaminasyon riski nedeniyle bu bulgular
siipheyle karsilandi. Iki y1l sonra mide iilserli ve kanserli hastalarin cerrahi 6rneklerinde de
spiroket tesbit edildi. Bu son ¢alisma, mikroorganizmanin bir postmortem kontaminant
olmadigini ve gastrik bir patojen oldugunu destekledi (44).

Freedburg ve Barron, 1940 yilinda midede kivrimli mikroorganizmalar oldugunu
bildirdi. Fitzgerald ve Murphy, 1950 yilinda peptik iilser hastalig1 ile mukoza yiizeyindeki
ireaz aktivitesi arasinda iligki oldugunu gdosterdi (45). Palmer 1954’te, insan mide biyopsi
orneklerinde yaptig1 incelemede bakteriye rastlamadigindan gastrik ortamdaki tiim
bakterilerin kontaminant oldugunu bildirdi. Salgilanan asit nedeniyle mide liimeninin steril
oldugu, mukozal lezyonlara gastrik asiditenin sebep oldugu disiiniildii. 1910 yilinda
Schwartz'in ‘‘no acid no ulcer’” kavrami kabul edildi (44).

Liebre ve Le fevre, 1959 yilinda tetrasiklin tedavisinden sonra midede {ireaz

aktivitesinin kayboldugunu ve bu enzimin bakteri kaynakli olabilecegini bildirdiler. 1968



yilinda Delluva germ-free hayvanlarda midede iireaz bulunmadigin1 ve bu enzimin bakteri
kaynakl1 oldugunu saptadi (45).

Steer ve Colin-Jones 1975’de, gastrik mukozada mukus salgilayan hiicrelerle iligkili, en
az bir flagellast bulunan spiral bakterileri tanimladilar. Bu bakterilere yanit olarak da
polimorfoniikleer 10kositlerin (PNL) gastrik mukozaya goc ettiklerini ©ne siirdiiler.
Endoskopik biyopsi ornekleri kiiltiire alindi. Ancak kiiltiirde spiral bakteriler degil, sadece
Pseudomonas aeruginosa retildi. Dort yil sonra Fung ve arkadaslar1 kronik gastritli
hastalarin gastrik mukozalarinda histolojik ve yapisal olarak bakteriyi gosterdiler. Ancak
mukozal lezyonlarla iliskisi saptanamadi (45).

J. Robin Warren ise Campylobacter jejuni’ye benzeyen spiral bakterinin mide
hastaliklariyla iligkisini ve midenin steril olmadiginmi bildirdi. Robin Warren ve Barry
Marshall biyopsi 6rneklerini Campylobacter ve nonselektif besiyerinde 48 saat enkiibe ettiler.
Fakat tireme saptanmadi. 1982°de bes giinliik tatilden dondiiklerinde Campylobacter’e benzer
bakterilerin lredigini gordiiler. Morfolojik olarak Campylobacter’e benzediginden
“Campylobacter like organism” ad1 verildi (44, 46).

1983’te Marshall H. pylori enfeksiyonun gastrik kanser ile iligkisi olabilecegini ileri
siirdi. Ancak hicbir bilim adami enfeksiyon ile gastrik kanser arasinda bu iligkinin
olabilecegine inanmadi (17).

1984’de bakteriyt Warren ve Marshall Campylobacter pyloridis olarak isimlendirdi
(47).

1986’da bakterinin fazla miktarda iireaz salgiladig1 kanitland1 (44).

1987°de Campylobacter pylori adin1 ald1 (43).

1989°da Goodwin ve arkadaslari bakterinin sahip oldugu farkli fonksiyonel ve
enzimatik Ozellikleri nedeniyle Campylobacter ailesine ait olmadigini gosterildi ve
Helicobacter pylori ad1 verildi (43, 48).

1994°de “National Institute of Health” H. pylori'nin peptik iilserin birincil nedeni
oldugunu; “TACR” de sinif I karsinojen oldugunu bildirdi (47, 49-52).

1997 yilinda “The Institute for Genomic Research (TIGR)” tarafindan H. pylori’nin tam
genom haritasi yaymlamistir (53).

2005°de J Roben Warren ve Barry Marshall H. pylori bakterisini ve onun peptik iilser
ve gastritteki roliinii gosterdikleri icin Nobel tip 6diiliinii aldilar (54).



Press Release: The 2005 Nobel Prize in Physiology or Medicine
3 October 2005

The Nobel Assembly at Karolinska Institutet has today decided to award
The Nobel Prize in Physiology or Medicine for 2005
jointly to
Barry J. Marshall and J. Robin Warren
for their discovery of

""the bacterium Helicobacter pylori and its role in gastritis and peptic ulcer disease'’

Inventas vitam juvat excoluisse per artes
"And they who bettered life on earth by new found mastery.*

(inventions enhance life which is beautified through art.)
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2.2. Helicobacter Ailesi

Helicobacter ailesi 24 tiir icermektedir (54). Aile, 0.3-1.0 um genisliginde ve 1.5-10 um
boyda spiral veya kivrimh basiller icermektedir. Helicobacter tiirleri Gram-negatif, spor
olusturmayan basillerdir, ireme sartlart uygun olmadig1 zamanlarda ve uzanus kiiltiirlerde
kiiresel veya kok sekline doniisebilmektedirler. Bu bakteriler hareketlidirler ve genellikle
tekli veya coklu bipolar kilifli flajelleri vardir. Diger Helicobacter tiirlerinden farkli olarak H.
pylori izolatlar1 ¢oklu monopolar kilifli flajeli bulunmaktadir. Cesitli Helicobacter’ler (H.
pullorum, H. rodentium, H. mesocricatorum, H. canadensis ve H. winghamensis)
Campylobacter’ler gibi kilifsiz flajele sahiptirler (42). Helicobacter tiirleri insanlar ve
hayvanlarin  gastrointestinal  sistemlerinde  bulunmaktadir (55). Hem hayvanlarin
gastrointestinal sisteminde bulunan Helicobacter tiirleri, H. bizzozeronii, H. felis ve H.
salomonis, hemde insan-hayvan gastrik patojeni H. heilmannii 151k ve transmission elektron
mikroskobu altinda diger tiirlerden ayirici spiral morfolojiye sahiptir (42).

Tiim Helicobacter tiirleri oksidaz pozitiftir ve konvensiyonel metotlarla belirlendigi
gibi karbonhidrat yolaklar1 ile iligkili olarak oldukc¢a etkisiz oldugu goriilmiistiir. Ancak
niiklear magnetik rezonans spektroskopisi ve genomik ¢alismalar ile H. pylori’de karbohidrat
katabolik yolaklarinin varligr gosterilmistir. H. pylori’nin karsilastirmali genomik analizi;
pentoz-fosfat yanyolu, Entner-Doudoroff yolagi, glikoliz, Krebs reaksiyon sekansinin
degismis siklik olmayan sekli gibi 6nemli katabolik yolaklarin bulundugunu desteklemektedir

(42).

2.3. Helicobacter pylori'nin Yapisi1 ve Mikrobiyolojik Ozellikleri

2.3.1. Bakterinin Yapisi

H. pylori 0.6x3.5 mikron spiral seklinde, mikroaerofilik, Gram-negatif bir bakteridir
(43, 55-57). Kat1 besiyerindeki kiiltiirlerinde basile benzer yapida goriiliir, spiral sekli nadir
goriiliir veya hi¢ goriilmez. Kat1 veya sivi besiyerindeki uzamis kiiltiirlerinde ise kok yapisi
daha fazla goriiliir. Elektron mikroskobunda kok yapisinin U seklinde basil oldugu ve iki
kolunun da membrandz bir yapiyla baglandigi goriilmiistiir. Kok formu metabolik olarak
aktiftir ancak, in vitro kiiltiirde iretilemez (43, 51). Yaklasik bir hafta igerisinde H. pylori
basiller formdan kokoid forma doniisebilmektedir. Hava atmosfer sartlar1 altinda H. pylori

kiltiirlerinin %80°1 24 saat igerisinde kokoid forma doniismektedir. Bu doniisiim esnasinda
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ireaz, katalaz, superoksit dismutaz (SOD) spesifik aktiviteleri azalmaktadir. H. pylori %7 O,
varliginda basil form yapisinda gozlenir, aerobik (%21 O,) yada anaerobik (< %1 O,) sartlar
altinda kiiltiire edildiginde kokoid forma doniismektedir (58). Gastrik biyopsi Orneklerinde
bakterinin uzunlugu yaklasik 3.5 pm, genisligi 0.5 pm'dir. Unipolar yerlesimli dort-alt1 adet
flajellas1 vardir (51, 55). Bu flajellalar kilifi ile midenin asidik ¢evresi nedeni ile olusacak

hasardan korunmaktadir (55).

i. Flajellanin Yapisi

H. pylori uzun siire asiditeye maruz kalmamak i¢in, viskoz mukus tabakasinin icerisinde
flajeli ile tirbiison benzeri haraketiyle hizli bir sekilde ilerleyerek gastrik epitel hiicreye
ulagmalidir. Flajellar hareket mukus tabakasindan gegis i¢in gereklidir, hareketsiz bakterilerin
midede kolonize olamadig1 gosterilmistir (59, 60). H. pylori, bakteri hiicresinin tek bir
kismina lokalize lig-yedi kilifli flajele sahiptir. Her bir flajel bir¢ok farkli protein igeren
membrandz kilif ile sarilmis temel olarak 53 kDa FlaA ve 54 kDa FlaB flajellinden olusan bir
filament icermektedir (61-63). Flajellar kanca proteini (FIgE), bazal govdede hareket aparati
icin filament ile iligkili esnek bir yapidir. fIgE geni yoksun mutantlarda flajellin iiretiminin
engellendigi gosterilmistir (63). Flajel kilifinda H. pylori adezin A (HpaA) da bulunmaktadir
(61). H. pylori fliD proteininin flajellar filamentlerin bir araya gelmesi, hareket ve
kolonizasyon i¢in gerekli oldugu bildirilmistir. Ayrica, flajel ile iligkili olan FlgK proteini H.
pylori hareketinde ve flajel olusumunda onemli bir role sahip oldugundan, H. pylori’nin
konaktaki kolonizasyonu ve hareketini inhibe edebilmek icin potansiyel hedef olabilecegi
distiniilmektedir (62, 64).

Flajel aparatinin bir araya toplanmasi igin proteinlerin bir kism1 hem Tip II sekresyon
sistemi hem de Tip III sekresyon sistemi (T3SS) ile disar1 salinir. Flajelin ekstraseliiler
bilesenleri T3SS ile merkezi bir kanaldan salinirken; L ve P zinciri ise Sec bagimli yolak
aracilif1 ile digariya salinir. Disariya salinan flajellar aparat tam karakterize edilememistir
fakat H. pylori’de homologlar1 bulunan Fli H, Flil, FliP, FIhA, FIhB, F1iQ ve FIliR gibi ¢esitli
proteinleri i¢erdigi diistiniilmektedir (63).

Flajel, kanca bazal body kompleksi ve ekstraselliiler filament olarak iki ayr1 yapidan
olusmaktadir. Kanca bazal body kompleksi ayrica ii¢ yapiya ayrilmaktadir: sitoplazma ve i¢
membranda lokalize bazal kisim, periplazmik ¢ubuk ve iligkili halka yapis1 ve yiizeye lokalize

kanca. Flajellar bazal yapt MS halkasi, flajellar T3SS, sitoplazmik C halkas1 ya da switch
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kompleksi ve motor bdlgesini icermektedir. i¢ membrandaki MS halkas1, halkanin merkez
membrani igerisinde fonksiyonel flajellar T3SS (FlhA, FlhB, FliO, FliP, FliQ ve FliR’yi
igeren) ile FliF nin homomultimeridir (Sekil 1) (60).

Dis membran

Feptidoglikan

MS hallkasy 1

: T3ss
FIhA FliO
FIhB FIiP
’/;_;,/:_: FliQ FIiR
1

e [ | '
C halkasi [L — FliN Fliv? _]

Sekil 1. Helicobacter pylori’nin flajellar organelinin yapisi (60)

(Flajellar komponentler organizmanin transkripsiyonel regiilator kaskadinda kendi genlerinin
siiflandirilmasma dayanarak renkli kodlanmistir: kirmizi (siif 1), mavi (siuf 2) ve yesil (smif 3). Gri
proteinler, flajellar transkripsiyonel hiyerarsi disinda bilinen ya da transkripsiyonu analiz edilmeyen genler

tarafindan kodlananlar1 icermektedir)

T3SS, i¢ membranin oOtesinde flajelin kisimlar1 olan birgok proteini digariya
vermektedir. MS halkasinin sitoplazmik yiiziinde lokalize olan C halkasi, flajellar salter
olarak fonksiyon gostermekte ve ayni zamanda sekresyonda yardimci olmaktadir.
Epsilonproteobacteria hem FliN hemde F1iY igermesine ragmen, bu kompleks FliG, FliM ve
FliN ya da FliY icermektedir. Fli G, kemotaksis sistemi girdisine bagli ya saat yoniinde ya da
saat yoniiniin aksine flajelin hareketini saglayan switch kompleksinin bir eksen etrafinda
donen komponentinden sorumludur. FliM ve FliN CheY (CheY-P) kemotaksis yanit
regiilatoriin  fosforillenmis formuna baglanmaktadir. CheY-P’nin switch kompleksine
baglanmasi saat yOniinde flajellar harekete neden olmaktadir; CheY-P baglanmazsa saat
yoniiniin aksi hareket meydana gelmektedir. FIiN ayrica T3SS’den etkili salinmasina yardim
eden FliH-Flil kompleksi ile yada substrat-saperon partner gibi salinima neden olan protein

kompleksi ile etkilesimdedir. F1iY, FliN ile homoloji gostermektedir ve H. pylori’de kismen
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fazla fonksiyona sahip olabilir. Bazal yapmin motor komponentleri, flajelin duragan
komponenti ve bir proton kanalin1 olusturan MotA ve MotB’dir; bu komponentler flajellar
hareket igin proton akisi ve dénme momenti olusumu ile iliskili fonksiyon gostermektedir. I¢
membranin Otesinde lokalize olan ¢ogu flajellar protein T3SS, MS halkast ve salinim i¢in
switch kompleksine bagimlidir. Flajel iceriden disartya MS ve switch kompleks, kanca bazal
body kompleks ve ekstraselliiler filamentten olusmaktadir. FIiE, FIgB ve FlgC hallow tiipi
olusturmak i¢in MS halkasinin periplazmik yiizeyinde polimerize olan salgilanan ilk ¢ubuk
proteinleridir. Ayrica, olgunlagmadan salinan flajellar proteinler (merkezden uzak FIgF ve
FlgG cubuk proteinleri gibi) bu kanalda birikmektedir ve filizlenen flajellar yapinin ucunda
polimerize olmaktadir. Ug¢ kisimdaki salgilanma ve polimerizasyon paterni, kanca ve
filamentin biyosentezinin basindan sonuna kadar siirmektedir (60).

Flgl peptidoglikanda P halkast ve FlgH dis membranda L halkas1 olugturmaktadir. Bu
halkalar ¢ubugun g¢evresini olusturur. Cubuk tamamlandiktan sonra, FIgE ve minor kanca
proteinleri sentezlenir. FliK, Helicobacter tiirlerine uygun kanca uzunlugunu olusturmak icin
gereken FIgE proteinlerinin dogru sayisini belirlemektedir. Flajellar biyosentez filament
biyosentezi ile sonlanmaktadir. H. pylori’de filament temel olarak biiyiik flajellin FlaA ve
kiictik flajellin FlaB’den olugsmaktadir. FlaA flajelasyon ve hareket i¢in gerekli iken, FlaB
tiirler arasinda gesitlilik gostermektedir (60).

1i. Hiicre Duvar Yapisi

Gram negatif hiicre duvar yapist goriilir. D1 membranda lipopolisakkarit (LPS)
eksprese edilmektedir. H. pylori LPS’si diger Gram negatif bakterilerle karsilastirildiginda
500 kat daha az endotoksik aktivite gostermektedir (64). Dis membran, H. pylori gibi
bakteriyel patojenlerde konak koruyucu immunitesinin potansiyel hedefidir ve konak immun
yanitindan kagmasini saglar. Bu yiizden dis membran asilari mikroorganizmalara karsi
koruma yanitinin uyarilmasinda kullanilmistir (65). Molekiiler agirligi 31-80 kDa arasinda
degisen dis membran proteinleri (OMPs) tanimlanmistir (51). H. pylori genomu dig membran
proteinlerini kodlayan yaklasik 30 dis membranla iligkili gen (Hop gen) paralogu igerir (66).
H. pylori’nin birka¢c Hop proteinlerinden olan BabA, SabA, OipA, HopZ, iceA (epitel ile
temas sonucunda indiiklenen), AlpA ve AlpB tutunma (adezyon) faktdrleri olarak tanimlanir
(14-16). BabA, H. pylori insan gastrik epitel hiicre yiizeyindeki fukosillenmis
glikokonjugatlar iceren Lewis-b (Le")’ye baglanir (23, 57, 67, 68). Uc bab alleli vardir:
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BabAl, BabA2 ve BabB, bunlardan yalnizca BabA2 insan kan grup antijeni olan Leb’ye
baglanabilmektedir (16, 57). SabA, H. pylori’nin alyuvarlara baglanmasin1 diizenleyen
bakteriyal yilizey proteinidir. Ayrica, H. pylori’nin aderansi i¢in fonksiyonel reseptordiir.
Sialillenmis Le* ve Le® benzeri glikanlara baglanma 6zelligini gostermektedir (69). OipA’nin
fonksiyonu hala daha tam olarak bilinmemekle birlikte, OipA’nin ekspresyonunun cagPAl,
VacAsl ve BabA2 virulans faktorleri ile iliskili oldugu diistiniilmektedir (23, 70, 71). HopZ
vital adezin proteinidir ve primer olarak bakteri ylizeyinde yerlesir. HopZ geni belirgin olarak
H. pylori yogunlugu ve kolonizasyon yetenegi ile iliskilidir. HopH dis inflamatuvar proteini
de tanimlanmustir (72). Diger iki OMP, AlpA ve B, H. pylori' nin gastrik dokuya
baglanmasinda gereklidir; AlpA, AlpB ve BabA2 icin farkli reseptorler vardir (73). AlpAB
bir operonda organize olan HopB ve HopC, iki ¢esit kanal sekilli membran poruna sahiptir
(72). HopA, HopB, HopC, HopD olarak tanimlanan dort porin ailesi dig membranda yer
almaktadir, muhtemelen besin up-take'inde etkilidirler ve bakterinin kolonizasyonu ve
persistansinda 6nemli rol oynarlar (74). Enfekte bireylerde Haemophilus influenzae’nin P2
porinine homoloji gosteren antijenik HopE porin molekiilii de tanimlanmastir (51).

Yiizeyde salinan LPS molekiilii H. pylori patogenezinde 6nemli bir rol oynamaktadir.
H. pylori LPS'nin O zinciri yapisal olarak Le* ve Le’ kan grup antijenlerine benzerlik
gostermektedir. Lipid A molekiilii, merkez bolgesi ve O antijeni sentezleyen genler identifiye
edilmistir. Fukoziltransferazlara (HP379, HP651) kars1 benzerligi az olan iki gen LPS-Lewis
antijen molokiiler mimikrisinde bir rol oynayabilmektedir. Iki glukoziltransferaz (HP208 ve

HP619) ve bir fukoziltransferaz (HP379) genleri faz varyasyonuna bagl olabilmektedir (53).

iii. Genom Yapisi

H. pylori genomu metabolik genlerin az bir kismini igeren oldukga kiiciik, 1.67 Mb
boyutlarindadir (56). H. pylori J99 ve 26695 suslarinin tam genom sekanslart ¢ikarilmistir
(75). H. pylori 26695 susu 1.667.867 baz cifti (bp) bulunan 1.590 gen dizisi igerir. G+C
icerigi ortalama %39’ dur (Sekil 2, Sekil 3) (53). H. pylori’nin proteom bilesenleri fonksiyonel
olarak aktif genleri, subselliiler proteinler, hastalik iliskili proteinler ve immunoreaktif
proteinlerin identifikasyonu i¢in arastirilmustir. H. pylori genomu yaklasik 1600 open-reading
frame icermektedir. Proteom analizi ile kodlanan eksprese edilmis proteinlerin 200’den fazlas1
bulunmustur. Is1 sok protein 60 (GroEL), 50S ribozomal proteinler ve katalazi iceren 30’dan
fazla immunojenik protein identifiye edilmistir (75). H. pylori izolatlarinin yaklasik %40°1
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1.5-23.3 kb boyutlarinda plazmid igermektedir (51). H. pylori kromozomu 16S ve 23S rRNA
genlerinden iki kopya icerir (51, 53). H. pylori igindeki genetik cesitlilik diger bir¢cok
bakterinin genetik cesitliliginden daha fazla oldugu ve insan populasyonundaki genetik
cesitlilikten 50 kat daha fazla oldugu bildirilmistir (52). H. pylori genomunda degisik
lokalizasyonlarda bulunan genlerce iireaz, flajellin, VacA ve CagA proteinleri sentezlenir
(53). Bilinmeyen bir kaynaktan horizontal transfer ile H. pylori genomuna dahil oldugu
diisiiniilen cagA geninin bir ucunda lokalize oldugu cag patojenite adas1 cagPAI’nin yaklasik
40 kb uzunlugunda bir bolge oldugu bildirilmistir (52). H. pylori genom dizisi trikarboksilik

asit dongiisiindeki (TCA) enzimler ve gesitli glukoz oksidize yolaklarin enzimlerini kodlayan

genlerin dizilerini icermektedir (76).
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Sekil 2. Helicobacter pylori 26695 standart susunun dairesel genomunun goriiniimii (53)
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Sekil 3. Kromozomal organizasyon temelinde Helicobacter pylori 26695 ve J99 standart

suslarinin genom sekanslarinin karsilastirilmasi a. Genomun genis goriiniimii. Dairesel cemberler en
distaki konsantrik halkadan numaralandirilmaya baslanmistir. Dairesel gember 1, niikleotid ve dairesel cember 2,
herbir J99 ve 26695 ortologu arasinda benzer aminoaside sahiptir. Rolatif yerlesim ve her bir J99-spesifik sekans
miktar1 hemen ikinci dairesel cember icerisinde gosterilmistir. en genis J99-spesifik bolge 150 bp’lik iki ayri
segementten olugsmustur (b). Dairesel ¢gember 3 (26695) ve 4 (J99) rRNA lokalizasyonu, insersiyon sekansi (IS)
ve tekrar elementlerini gostermektedir. Dairesel cember 5(26695) ve 6 (J99) Notl bolgelerinin lokalizasyonunu
gosterir. Dairesel ¢ember 7 26695 ortologlar ile karsilastirildiginda J99 genlerinin relatif transkripsiyonel
yoniinii gosterir. Renksiz olan bdlgeler ve translokasyonlar J99 ve 26695°te ayni relatif yonde transkribe edilir.
Genlerde inversiyon sonuglar1 J99°da zit relatif yonde transkribe edilir. Dairesel cember 8, 26695 genomu yerine
J99 genom organizasyonunu gosterir. Gereksinilen inversiyonlar ve/veya translokasyonlar J99 i¢in ardarda
numaralandirilmistir. b, ¢. a’daki dairesel cember 8’de goriilen 7-10 (b) ve 3A/3B (c) kompleks organizasyonal

farkliliklara genis bir bakis. 26695 ORF’leri bulunduklar1 lokalizasyon ve sirada gosterilmistir (siyah numaralar).
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J99 ORF’leri kirmizi numaralar ile gosterilmistir. Parantez igindeki ORF’ler ve diger elementler 26695’te
bulunur, ancak J99°da bulunmaz. 26695 ile >%90’mn {izerinde benzerlik gdsteren J99 segmentlerinin
organizasyonu koyu siyah ¢izgi ile belirtilmistir. Cergceveye alman numaralar a’da belirtilen

inversiyonlar/translokasyonlar1 gosterir. a’daki bolgelerin boyutu megabaz (Mb) olarak gosterilmektedir.

Alm RA, Ling LSL, Moir DT, King BL ve arkadaslarina ait olan sekil Meryem Giivenir’in
yiiksek lisans tezinden alinmistir (77, 78)

iv. Filogenetik Dagilimi

Genetik olarak birbirinden uzak insan ve H. pylori populasyonu arasindaki ¢cakisma ile
H. pylori’nin insan goglerinden baglangicindan 6nce en az 100000 y1l 6nce erkegin midesinde
bulundugu hipotezi diigiiniilmektedir (56).

H. pylori oldukga genis bir kitasal alana yayilmistir. Afrikalilar hpAfrical ve hpAfrica2
H. pylori populasyonu ile enfekte, Asyalilar hpAsia2 ve HpEastAsia H. pylori populasyonu
ile enfekte, Avrupalilar ise hpEurope ile enfektedir. Yerli inhabitant arasinda H. pylori
genotiplerinin dagilimi Pasifik boyunca goclerin anlasilmasini saglamaktadir. Pasifik gogii iki
ayr1 go¢ dalgasi ile olmustur. ki, Yeni Gine ve Avustralyaya erken goc ile birlikte hpSahul,
ikincisi ise Pasifik boyunca Tayvandan hspMaori’nin dagilimidir. Dogu Asya, Melanezya ve
Yeni Gine kiyilarinda Orneklenmemis adalarda hpSahul ve hspMaori hala bir arada
bulunabilmektedir. Avustralyada aborjinlerin %28’inde Yeni Gine’deki Iskogyalilarin
%89’unda hpSahul biyocografik grubu bulunmustur. hspMaori ise, Polinezya Yeni Zelanda
ve Filipinler ve Japonyali iic bireyden izole edilen hpEastAsia’nin altpopulasyonudur.
hspMaori yalnizca Polinezyadan ziyade biitiin Avustronezya yayilimin belirleyicisidir. Yakin
zamandaki insan seyehatleri ile iligkili olarak, yerli inhabitantta kalan 6zgiin haplotipler

hpEurope, hspEAsia ve hpAfrical ’dir (Sekil 4) (41).
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Sekil 4. Helicobacter pylori’nin global filogenetik dagilimi (41)
2.3.2. Fenotipik Identifikasyon

Gastrik biyopsi Ornekleri segici agar plaklarinda 3-4 giin sonra kiigiik, dairesel, diiz
koloniler olusturmasi H. pylori’nin identifikasyonu icin Onemlidir. Hemolitik aktivite
gostermez ancak 4°C’de birkag giin sonra goriilebildigi bildirilmistir. Kiiltiire edilmis
bakterinin mikroskobik incelenmesi, biyopsi Orneginde bulunan bakteriden farkli bir
morfoloji gosterebilmekte ve spiral ya da hareketli olmayan fakat diiz ya da kivrimli basil
seklinde goriilmektedir. Spiral sekil ya da hareket besiyerinin viskozitesi ile direkt iliskilidir.
Kiiltiire edilmis bakterinin identifikasyonu i¢in sitokrom oksidaz, katalaz, iireaz, y-glutamil
transpeptidaz, 10sin aminopeptidaz, alkalin fosfataz, aminopeptidazlar ve esterazlar (C4-Ci2)
enzimlerinin varlig1 test edilmektedir. H. pylori katalaz, sitokrom oksidaz enzimine sahiptir
ancak H. pylori’nin katalaz negatif mutantlarida bulunmatadir. Ureaz identifikasyon icin en
onemli enzimdir. Midenin asidik ortaminda yagamini siirdiirebilmesi i¢in bol miktarda iireaz
enzimi iiretmektedir. H. pylori toplam protein igeriginin %6’s1 iireazdir. Ureaz, y-glutamil
transpeptidaz ve alkalin fosfataz pozitif, nitrat rediiktaz ve hippurikaz negatif olmasi ile
H. pylori identifikasyonu saglanabilir. H. pylori 2,3,5,-trifeniltetrazolyum klorid (0.4 ve 1
mg/l), sodyum selenit (%0.1) ve glisin (%]1) iceren ancak glukoz (%8) ve sodyum klorid

(%3.5) icermeyen ortamda iireyebilmektedir. H. pylori bazi istisnalar disinda sefalotine
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duyarli fakat nalidiksik asite diren¢lidir (79). H. pylori in vitro olarak biyofilm
olusturabilmektedir (80). H. pylori karbohidrat tek kaynagi olarak glukozu kullanmaktadir.
H. pylori nitrojen kaynagi olarak iire, amonyak, alanin, serin ve glutamin gibi substratlar

kullanmaktadir (53).
2.4. Epidemiyoloji ve Prevalans

H. pylori diinya populasyonun yarisindan fazlasinda goriilen enfeksiyonlardan biridir ve
primer olarak ¢ocukluk caginda kazanilmaktadir (55-57, 81). Enfeksiyonun prevalansi,
tilkeler arasinda ve ayni iilkedeki populasyon gruplari arasinda biiyiik farklilik gostermektedir
(32). Gelismekte olan iilkelerde prevalans %90, gelismis iilkelerde %25°dir (57, 82). Diisiik
egitim diizeyi, diisiik sosyoekonomik diizey, kalabalik yasam, etnik ve genetik yatkinlik
enfeksiyon i¢in risk faktdrlerini olusturmaktadir (81, 83). Hastaligin prevalansi, yas ve diisiik
sosyoekonomik durumun artisi ile pozitif korelasyon gostermektedir, fakat galigilan spesifik
hasta populasyonu ve cografya ile degismektedir (84). Avusturalya’da Japon cocuklarinda
%4, Afrikali miilteci ¢ocuklarinda %82; Avusturalyali laboratuvar hastalarinda, Malezyali kan
dondrlerinde, Cinli ve Japon okul cocuklarinda ise %15 ya da daha diisiik prevalans
bildirilmistir. Israil gocuk bakim merkezlerinde ve Tiirkiye’de acikca tanimlanmamis yetiskin
bireylerde prevalans %24-25, Italyan koyliilerinde (ortalama yas=59) %58, kuzey Isveg
topluluklarindaki bireylerde (ortalama yas=52) ise %34 olarak bulunmustur. Arnavutluk,
Mistr, Iran, Tiirkiye ve Cin’deki gruplarda ise %60 ve iizeri prevalans bildirilmistir (85).

Yas enfeksiyonun prevalansi ile iliskili en 6nemli degiskendir. Bir yasin altindaki
cocuklarda seropozitiflik orant %20, 10 yasindaki ¢ocuklarda ise seropozitiflik orani %50
olarak bildirilmektedir. Adolesan donemde, enfeksiyonun prevalansi artis gostermekte ve 20
yas populasyonun %70’inin enfekte oldugu bildirilmektedir (81). Belirgin enfeksiyon kaybi1
oranlar1 dort yasindaki cocuklarda %1.3, yedi yasindaki cocuklarda %2, 10 yasindaki
cocuklarda ise sifir olarak bildirilmis, ¢ocuklarda insidansin yasla birlikte azaldigi, dort
yasindaki cocuklarda %?2.6, yedi yasindaki ¢ocuklarda %1.3, 10 yasindaki ¢ocuklarda ise
%0.65 oldugu gosterilmistir (85). Ancak yas ile birlikte H. pylori prevalansindaki artis
"dogumsal kohort etkisi", siirekli maruz kalma, diisiik diizeyde de olsa eriskin ¢aginda
kazanilan enfeksiyon ile agiklanabilir. Dogumsal kohort etkisi; soz konusu erigkin
populasyonun cocuklukta enfekte oldugu zaman dilimindeki daha yiiksek bulag oranim

yansitmaktadir. Yasla birlikte artis1 en iyi bu gorlis agiklamaktadir (43, 86-89). Dogumsal
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kohort etkisi bugiiniin ¢ocuklarinda nadirdir (56). Enfeksiyonun kadin ve erkeklerde ayni
oranda gorildiigii (90), baz1 ¢alismalarda ise enfeksiyonun erkeklerde daha sik goriildiigii
belirtilmistir (91).

Direkt bireyden bireye bulas oral-oral, fekal-oral ya da gastro-oral bulag ya da uygun
olarak temizlenmemis endoskopik aletler iledir (55, 56, 85). Insandan insana gecis enfekte
sekresyonlarla temas araciligi ile ger¢eklesmektedir (84).

Su, insan sindirim sistemi disinda H. pylori’nin yasamini siirdiirebildigi en 1yi ¢alisilmis
ekosistemlerden biridir. Canli olup olmadig1 bilinmediginden potansiyel c¢evresel
rezervuarlarda DNA’sinin  gosterilmesine ragmen organizma icin bulas yolu oldugu
tartismalidir. Cevresel rezervuarlardan organizmanin kiiltiirii dnemlidir. Insan sindirim sistemi
disinda H. pylori deniz zooplanktonundan Kkiiltiire edildigi bildirilmistir. Bu cevresel sus
klinik suslara gore daha yapisal bir yolda biyofilm olusturabilmektedir. Su sistemlerinde ve
reaktor simule klorlanmamis su dagitim sistemleri modelinde biyofilm olusturmaktadir. Bir
diger mikrogevre protozoalarin hiicre ici habitatlar1 olan su, H. pylori canl kalabilmesini
desteklemektedir. Ancak, nehir suyu Orneklerinde Helicobacter tiirleri ve Acanthamoeba
mekansal dagilimi ¢alisilmis ve bu iki mikroorganizma arasinda acik bir iligki
saptanamamugtir (85). Nehir suyunda, deniz suyu, yeralt1 sulari, lagim suyu ve icme suyu gibi
cevresel orneklerde iiretilmesi zor oldugundan H. pylori varligi PCR ile gosterilmistir (92).

Bir diger bulas yolu oral-oral (6pme, annenin ¢ocuga gidayr 6nce kendi agzindan
¢igneyip yumusatarak vermesi) bulas yoludur (43, 93). H. pylori tiikriikk, kusmuk ve dental
plakta da izole edilmistir (56, 94). Bazilarinda H. pylori mide kolonizasyonu gosterilemeyen
gastrik biyopsi hastalarinin %17 sinin oral kavitesinde saptanmistir. Organizmanin olagan dis1
lokalizasyonda olmasi gegisin ilgili yolak ile meydana geldiginin acik bir kaniti degildir.
Tonsiller H. pylori igin ekstra-gastroduodenal rezervuar olarak onerilmektedir fakat yapilan
bir ¢alisma tonsillerin alinmasinin H. pylori bulas riskini etkilemedigi gozlenmistir (85).

Seksiiel gecis bildirilmemistir. Esler arasinda sus degisikligi olmamaktadir ve
enfeksiyon enfekte olmayan partnere nadiren gecer. Aile H. pylori bulasinda merkezi
olusturmaktadir. Siklikla ¢ocuklar ebeveynlerinden birinin susu ile enfekte olmaktadirlar.
Cocuklar evden ayrildiklarinda hatta kendi ailelerini kurduklarinda bile kronik olarak ayni
susu tasimaktadirlar (56). Cinli ¢ocuklarda annenin egitim eksikligi, irandaki yetiskinlerde
annenin ve babanin egitim eksikligi ile H. pylori enfeksiyonu arasinda iliski bulunmustur.

Ancak Tiirkiye’deki tiniversite 6grencilerinde ise ailelerin egitim diizeyleri, aile {iyelerinin
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sayis1 ve gelir diizeyinin H. pylori statiisii ile az miktarda iliskili oldugu gozlenmistir. Direk
bireyden bireye temas ile aile i¢i gecisin temel ge¢is modu oldugu diisiiniilmektedir. Alman
populasyonunda ¢ocukluk ¢aginda H. pylori kazanilmasinda, anne, baba ve kardeslerden gecis
olup olmadig: arastirilmis ve kardeslerin enfeksiyon statiisiiniin genis ailelerin yaygin oldugu
toplumlarda 6nemi oldugu goziiktiigii ve annenin enfeksiyon statiisiiniin ev halkinin hijyeni
ve diger risk faktorleri ile diger aile tiyelerine gore daha giiglii iliskili olabildigi bildirilmistir
(85). Bir baska calismada ise, H. pylori suslar1 ile yapilan makroarray calismasinda, {i¢ ayr1
ailenin tiim bireylerinin sahip oldugu suslar karsilastirilmis ve enfeksiyonun taginmasinda
annenin etkisinin ¢ok az ya da hi¢ olmadigi gosterilmistir (95). Genotipik metotlar
kullanilarak, aile tiyelerinin H. pylori suslarimin arasindaki iligski incelenmis ve Japonya’da
calisma populasyonunun %69’unda, Banglades’de calisma populasyonunun %46’sinda,
Peru’da calisma populasyonunun %30’unda anne ve c¢ocuk suslari arasindaki eslesme
gerceklesmistir. Bu sonuglar farkli yasam sartlar1 ve yas spesifik enfeksiyon paternlerinin bir
sonucu olarak gelisen ve gelismekte olan iilkelerde anneden cocuga gecisin degistigini
gostermektedir. Giiney Afrika, Ingiltere, Birlesik Eyaletler, Kore ve Kolombiya’da da benzer
sonuclar elde edilmis ve aileler i¢indeki suslarin cesitliliginin kentsel bolgelere gore kirsal
bolgelerde daha yiiksek oldugu bildirilmistir (85).
H. pylori’nin bilinen tek rezervuart insandir. Su, evcil kediler ve karasinegin
H. pylori’nin diger rezervuarlari oldugu diisiiniilmektedir (83). Diger iki olas1 insan dis1
rezervuarlar hayvanlarin sindirim sistemi ve gidalardir. Cig siitte H. pylori glmM geni varlig
arastirilmis ve orneklerin %34.7’sinde glmM geni amplifiye edilmistir. Kedi tiikiirik ve
diskilarinda Helicobacter tiirleri bulunmasina ragmen, H. pylori saptanmamistir. Bu
cevrelerde H. pylori’nin fizyolojik olarak bulunmasi, H. pylori gegisinde dis rezervuarlarin
roliinii agiklamak i¢in yeterli degildir (85). Ayrica vektor gegisi oldugu diisiiniilmektedir, bu
biyolojik olarak miimkiindiir ¢iinkii karasinegin orta bagirsagt uygun pH (3.1)’ya sahiptir ve
bu nedenle H. pylori enfeksiyonu igin etiyolojik bir cevre saglayabilmektedir (83).
Shangdong’un kiy1 bolgesinde ve Cin’de normal erigkin bireydeki seroprevalans %35.9
bildirilmistir. Ayrica, 2011 yilindaki c¢alismalarda H. pylori enfeksiyonu prevalansi
Uganda’da %63, Buenos Aires-Arjantin’de %?24.7, Portekiz’de %31.6, Etopya’da %41
bildirilmistir (96).
Giliney Afrika’da (Afrikali enigma), Gliney ve Giineydogu Asya’da (Asyali enigma)
H. pylori enfeksiyonu prevalansi yiiksek iken, gastrik kanser insidansi distiktir (54).
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Afrika’da H. pylori enfeksiyonu prevalansi yiiksek olmasina ragmen, peptik iilser hastalig1 ve
gastrik kanserin nadir oldugu bildirilmistir. Afrika’da H. pylori iliskili hastaliklarin diisiik
prevalans gostermesi olasit nedeninin; endemik yiiksek parazitik salgmin T yardimer hiicre
(Th) 2 baskin yanitina neden oldugu ve bu yanitin da H. pylori enfeksiyonuna sahip bireyleri
peptik ilser ve gastrik kanser gelisiminden korumakta oldugu bildirilmektedir (97).
Kostarika’da H. pylori enfeksiyonu insidansi sabit iken, gastrik kanser insidansi %61 ile
%140 arasinda degigmektedir. Se¢imde yanli davranma, saglik hizmetlerine erisimin ekstrem
sekilde kisitlh olmasi, kisa bir yasam beklentisi ile Afrikali enigma agiklanabilir. Ancak,
Kostarika’da yasam siiresi (78 yil) oldukca uzundur ve ¢cogu Kostarika’li saglik hizmetlerine
ulasabilmektedir. Yiyecek, kimyasallara maruz kalma ve H. pylori enfeksiyonu gibi ¢esitli
faktorlerin gastrik kanser prevalansi ile iligkisi aragtirilmistir. Ancak, “Kostarikali enigma” ile

iligkili olarak tam agikliga kavusmus bilgi bulunmamaktadir (54).
2.5. Helicobacter pylori Enfeksiyonu ve Patogenez

H. pylori ile enfekte bireylerin ¢ogu asemptomatik olup ancak enfekte olan bireylerin
%]10’unda gastrik ya da duodenal ilser gelismektedir. Enfeksiyonda bakteriyal faktdrler,

konak faktorleri ve ¢evresel faktorler rol oynamaktadir (35).

2.5.1. Asidik Ortamda Yasama

H. pylori’nin diisiik pH’ya sahip mide ortaminda yasamim siirdiirebilmesi H. pylori
infeksiyonu i¢in Onemlidir. Hizli hareket 6zelligi ve kendi etrafinda yasayabilecegi pH
ortamin1 saglayan iireaz enzimi sayesinde asiditeden etkilenmeden mukus tabakasina
ulagsmay1 basardigi bildirilmektedir (48, 98). Enfeksiyonun gnotobiotik domuz modelinde,
iireaz ve flajel genlerini tasimayan knockout mutantlarin kolonizasyonunda eksiklik oldugu
gosterilmistir (56). Kollajenazin da kolonizasyonda direkt bir rolii oldugu bildirilmistir
Proteazlarin bu tipinin hiicreler arasi matriksi pargaladigi bilinmektedir. H. pylori’de
bakterinin kolonize oldugu bolgede hiicreler arasi matriks bulunmadigindan kollejenazin bu
rolli oynamasi olanaksizdir. Bu nedenle, kollajenazin bakterinin hareketine olanak taniyacak
sekilde mukus tabakay1 pargaladigi diistiniilmektedir. Sonugta kolonizasyon esnasinda, flajel
bakterinin hareketi i¢in, lireaz enzimi asidik pH’y1 tamponlamak i¢in, kollajenaz ise mukusu
gevsetmek igin gereklidir (99). Ureaza ilaveten iki alifatik amidaz (AmiE, AmiF) ve rocF

tarafindan kodlanan arginazin H. pylori'nin aside karsi direncinde etkili oldugu bildirilmistir
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(64, 100, 101). H. pylori regiilatorleri nikel regiilator proteini (NikR), Fur proteini ve
HPO0164/0165-HP0166 iki komponent sistemi asit adaptasyonu ile iligkilidir (101). Uzamus
kiiltiirlerde H. pylori iiremesi ile biyofilm olusmasi yliksek ekzopolisakkarit iiretimi ile
iligkilidir. H. pylori tarafindan ekzopolisakkarit {iretimi in vivo olarak mide asidine karsi
bakterinin korunmasinda énemli bir rol oynayabildigi bildirilmistir (58). H. pylori’nin immun
taninmadan kacabilmesi i¢in plazminojen gibi konak proteinleri ile bakterinin kaplanmasi
sonucu antijenik bir saklanma sekli olusturabildigi ya da ylizey komponentlerinin faz
varyasyonu ve antijenik varyasyonunun gergeklesebildigi mekanizmalar bildirilmektedir (35).

H. pylori’nin gastrik mukozada yasayabilmesi, lireaz enzimi iiretebilme yetenegine
baghidir. Bu enzim lireyi karbondioksit ve amonyaga parcalamakta ve bu sayede H. pylori
midenin asidik gastrik ¢evresindeki ortamin asiditesini azaltmaktadir (84, 102). Bu enzim
gastrik mukus viskozitesini degistirmeye ¢alisarak bakteriyal harekete yardimei olmaktadir
(84).

Ureaz enzimi H. pylori’nin hem yiizeyinde hemde sitozoliinde bulunmaktadir (35,
59, 63). Ureaz enzimi ayni1 zamanda epitel hiicrelerin CD74 molekiiliine karsi bir adezin
olarak is gdrmektedir (35). Ureaz enziminin biyosentezi i¢in UreA ve UreB yapisal genleri,
UreC ve UreD yardimci genleri ve nikele gereksinim duyan UreEFGHI genleri gereklidir (47,
98, 101). Ureaz top benzeri supramolekiiler bir yap1 olusturan dort o/p trimerin birlesmesi ile
UreA (26.5 kDa) ve UreB (61.7 kDa) alt iinitelerinden olusan nikel igeren hekzadimerdir
(100, 102, 103). Ureaz kompleksi multifonksiyonel o6zelliktedir ve bu proteinin yiizey
ozellikleri H. pylori’nin kolonizasyonu ve hayatta kalmasi i¢in cok onemlidir (102). Ureaz,
sitozolde 1s1 sok proteini HspB ile birlikte akiimiile olur ve sentezlenir. Bu proteinler
bakterinin lizisi ile sitozolden salinir ve canli bakterinin yiizeyine adsorbe olur. Bu iireazin
yiizey ekspresyonunun kabul edilen tek mekanizmasidir (59, 100). Erken log fazinda iireazin
sitoplazma igerisinde, log fazi sonunda ise enzimin yiizeyde ya da ekstraselliiler olarak
bulundugu ve her iki durumda da enzimin aktivite gdsterdigi bildirilmistir. Ureazin %30’u in
vivo olarak H. pylori yiizeyi ile iliskilidir (104). Internal iireazin, asidik pH’da protein
sentezini stimiile etmek i¢in ve periplazmik pH ve membran potansiyelinin artist araciligi ile
gastrik asiditeye karsi korunmak i¢in eksternal pH tarafindan regiile edildigi gosterilmistir
(100, 101). In vitro olarak H. pylori iire varlhiginda pH 1°de birkag saat hayatta
kalabilmektedir. Bakteriyal sitoplazmada iireaz aktivitesi proton kapili iire kanali Urel

tarafindan regiile edilmektedir. Asidik pH’da, Urel aktive olmakta ve en fazla amonyak ve
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COy’iin tretimine izin verecek sekilde sitoplazma igerisine iire difiizyonu en az 300 kat
artmaktadir. Urel notral pH’da aktive degildir, boylece H. pylori’ye karsi 6ldiriicii olan
alkalinizasyondan (pH > 8) kagmaktadir (100).

H. pylori iireaz aktivitesi amonyak {iretimi ile hiicrelerde toksisiteye neden olabilir.
Amonyak, H. pylori iligkili gastrik adenokarsinoma neden olan karsinojenik ajanlarin
olusmasinda noétrofil myeloperoksidaz tarafindan salinan reaktif ara triinlerle etkilesebilir
(59). Ureaz aktivitesinin iiriinii olan amonyagin asimilasyonu glutamin sentaz enzimi ile
gerceklesmekte ve a-ketoglutarat glutamat sentaz enziminden ziyade glutamat dehidrogenaz
tarafindan glutamata doniistiiriilmektedir (53).

Ureaz ekspresyonu kofaktdr olarak nikel tarafindan regiile edilmektedir. Escherichia
coli NikR’nin ortologu olan HP1338 proteini, H. pylori’de iireaz ekspresyonunun nikel
duyarli indiiksiyonunu diizenlemektedir. HP1338 geninde mutasyon oldugunda H. pylori’nin
biiylimesini baskilamaktadir ve {ireaz enzim aktivitesini, iireaz alt tinitelerin ekspresyonunda
nikel indiiksiyonunun artis1 onlenmektedir (105).

Ureaz enziminin etkinligini azaltan PPI gibi inhibitorler olmasinin yam sira, iireaz
enziminin aktivitesini durduran flurofamid ve asetohidroksamik asit diginda farkli inhibitorler
de bulunmaktadir (104). Chamomilla recutita yag ekstrati, nonfermentatif Camellia sinensis
ekstrat1 ve elma kabugu polifenollerinin ekstraktinin H. pylori’nin iireaz enzimini inhibe ettigi
de bildirilmistir (106-108). Flurofamid hiicre membranina ya hi¢ difiize olmaz ya da yavasca
difiize olur. Bakteri yiizeyindeki veya ekstraseliiler iireaz aktivitesi 10 dakikada flurofamid
(1uM) ile inhibe edilir. H. pylori membranma diflize olabilme yetenegindeki
asetohidroksamik asit (7mM) ise 10 dakikada hiicrelerdeki tiim iireaz aktivitesini inhibe
edebilmektedir (104). Fare monoklonal antikoru L2 nin H. pylori'nin lireaz aktivitesini inhibe
ettigi bildirilmistir. Antiiireaz antikorlar1 olusumunun {ireaz enzimatik aktivitesini inhibe
ettiginden, bu gibi antijenik peptitlerin H. pylori’ye karsi as1 stratejilerinde kullanilabilecegi
diistiniilmektedir (105).

2.5.2. Kolonizasyon ve Tutunma

Gastrik epitel hiicrelerin ylizeylerinde eksprese edilen membran bagli miisin
H. pylori’ye karst koruyucu bir bariyer olusturmaktadir (109). Mukozanin kronik
kolonizasyonu i¢in sabit bir bakteri kaynagi, sonradan olusan hiicresel baglanmalar ve

patolojik degisikliklerin olusumu gerekmektedir. Kolonizasyon epitelin mukus ile kaph
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ylizeyine dogru H. pylori’nin aktif hareketi ile karakterizedir. H. pylori’nin kolonizasyon
yogunlugu epitel hiicrelerin MUCS5AC ekspresyon orani ile eslesmektedir (35).

H. pylori’nin insan midesindeki kolonizasyonundaki yeni genler hayvan modellerinde
tiim-genom mikroarray ve transpozan mutant ¢aligmalar1 temeline dayanarak tanimlanmis ve
iireaz aktivitesi, kemotaksis, hareketlilik gibi bilinen genlerin yaninda a-ketoglutarat permeaz,
UDP-glukoz4-epimeraz ve fonksiyonlar1 bilinmeyen genlerin olusturdugu yeni faktorler de
bildirilmistir (110). H. pylori’nin gastrik epitel hiicrelere tutunmasinin efektér molekiillerin
girigini kolaylastirdigi ve enfeksiyonun olusmasi i¢in gerekli oldugu diisliniilmektedir.
H. pylori’nin birkag Hop proteinlerinden olan BabA, SabA, OipA, HopZ, iceA, AlpA ve
AlpB tutunma (adezyon) faktorleri olarak tanimlanir (Sekil 5) (14-16).

Sekil 5. Kolonizasyon ve tutunmadaki virulans faktorleri

2.5.2.1. Adezyon Molekiilleri

Kan grup antijen baglayan adezin (BabA), insan gastrik epitel hiicre yiizeyindeki
fukosillenmis glikokonjugatlar iceren Le” (a-1,3/4 difukosillenmis)’ye H. pylori’nin
baglanmasina aracilik eden 75-kDa’luk bir adezyon molekiiliidiir (23, 55-57, 67, 68, 111,
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112). BabA eksprese eden suslar gastrik epitel hiicrelere daha siki adhere olmaktadir ve bu
BabA ekspresyonu hastalik siddetini etkileyebildigini gostermektedir (55, 113). H. pylori J99
susunda BabA eksprese edilirken, H. pylori 26695 susunda eksprese edilmedigi bildirilmistir
(114). U¢ bab alleli vardir: BabAl, BabA2 ve BabB, bunlardan yalmizca BabA2 Leye
baglanabilmektedir (16, 57, 115-117). babA1 translasyonel baslangi¢c kodonunu igeren 10 bp
delesyona sahiptir, bunun disinda babA1 ve babA2 hemen hemen ayni allellerdir (57). BabA1l
tamamlanmayan bir sinyal peptidinden dolay1 sessizdir (116). Yalnizca babA2 alleli aktif bir
adezin kodlayabilmektedir (113). BabA2’nin iilser ve gastrik karsinoma icin yiiksek risk
olusturdugu ve vacAsl ve cagA genotipiyle giiclii iliskisi oldugu gosterilmistir (16). babA2
ekspresyon paterni antrum ve korpus arasinda farklilik gostermektedir. Antrumda daha
yiiksek olmasi bab adezin geninin yar1 kararli oldugunun gdostergesidir. babA geni konak
cevresindeki degisikliklere adapte olabilmektedir (116). Gastrik mukozay1 kaplayan mukus jel
tabakasini olusturan gastrik mukoza hiicreleri miisin salgilar (68). Gastrik yiizey mukus
hiicreleri MUCSAC miisini, bez mukoza hiicreleri ise MUC6 ve MUCSA miisini eksprese
eder (64, 68, 69, 100, 118). H. pylori enfeksiyonlu midede ise MUCSAC nin yan1 sira MUC2
ve MUCS5B salgilanir. Miisinlerin molekiiler agirhiginin %50°den fazlasini karbohidratlar
olusturur ve her bir miisin 100 farkli oligosakkarit yapisi tagiyabilir. Karbohidrat yapilar hiicre
yiizeyini kaplar ve patojen mikroorganizmalar icin reseptor olarak rol oynar (118).
H. pylori’nin agliitinin gp340 ve tiikiirikk miisini MUCSB ile baglanmas1 BabA ile iligkilidir
(66). H. pylori MUCS5SAC’ ye nétral pH’da baglanir. Oral kavite rezervuardir. H. pylori’ye
immun yanitta tiikiiriik ve mukus 6nemli rol oynar. Tiikiiriik miktar1 azalmasi ve ekzokrin
bezlerin otoimmun parc¢alanmasinin goézlendigi primer Sjongren Sendromunda H. pylori
prevalansinda artis bildirilmistir (118). Gastrik prekanserdz lezyonlarda ve gastrik
karsinomada MUCSAC ve MUC6 ekspresyonu degismektedir (66). Trefoil faktorler
gastrointestinal mukozanin tamirinde gereklidirr. MUCSAC kiigiik sisteince zengin
proteinlerin bir iiyesi olan trefoil faktor ailesi (TFF1) ile birlikte eksprese olmaktadir (66,
100). TFF1 ile H. pylori lipopolisakkaritinin merkez oligosakkarit kisminin baglanmasi igin
optimum pH 5-6’dir. pH’daki bir artis mukus yenilenmesi ile yeri de§isen bakterinin liimen
yakininda uygun olmayan baglanmasina neden olabilir. Aktif kronik gastriti olan 6zellikle
CagA pozitif sus ile enfekte olan hastalarda TFF2 ekspresyonunda azalma gézlenmistir (66).
Protein iiretimi BabB geninin 5’ ucunda sistein-treonin (CT) diniikleotid tekrarlar1 sayisina

bagl olarak switch on-fonksiyonel, switch off- nonfonksiyonel faz varyasyonu ile gerceklesir
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(68, 119). Backstrom ve arkadaslar1 Le” baglanamayan suslarin genellikle babB lokusu icine
rekombinasyonu ile aktive olabilen sessiz babA gen sekanslarini bildirmisler ve ¢ogu susun
Le™ye ek olarak A-Le” ve B-Le™ye baglanabilen “generalist” sus oldugu halde &zellikle
Giiney Amerika Kizilderilileri arasinda predominant birkag susun ise sadece Le”ye
baglanabilen “specialist” sus oldugunu gostermislerdir (120). BabA duodenal iilser ve gastrik
kanser gibi hastaliklarla iligkili olabilmektedir (84). BabA pozitif izolatlar yiiksek BabA
tireticileri (BabA-H, izolatlarin >%80’den fazlasi) ve diisitk BabA iireticileri (BabA-L,
izolatlarin %?20’si) olarak ikiye ayrilmaktadirlar. BabA-L ile enfekte bireylerde gastrik atrofi
ve kanser gibi daha kotii klinik yaklasima neden olmaktadir (64).

Sialik asit baglayan adezin (SabA) (HP0725), eritrositler, notrofiller, ekstraseliiler
matriks proteini laminin ve inflame gastrik dokuda eksprese edilen siyalillenmis
glikokonjugatlara H. pylori’nin baglanmasini diizenlemektedir (100). Ayrica, H. pylori’nin
aderansi icin fonksiyonel reseptordiir. Sialillenmis Le* ve Le® benzeri glikanlar ile
baglanmasinda kullanilan epitop NeuAca2-3Gal olarak karakterize edilmistir. H. pylori NAP
siyalik asit baglama Ozelligini gostermektedir (69). SabA gangliosidlere ve ekstraselliiler
matrix proteini laminine baglanma ile de iligkilidir (121, 122). Tiikiiriik miisini MUC7 ile
H. pylori’nin baglanmas1 SabA ile iliskilidir. SabA ayni1 zamanda polimerik Ig reseptoriiniin
salgisal komponenti ve Iga zincirine (S-IgA-Hc) baglanmak i¢in bulunmaktadir. Bu etkilesim
sindirim sistemi boyunca bakterinin yiizey ya da adeziv Ozelliklerini diizenleyebilmektedir
(66). sabA’nin ekspresyonunun genin 5’ bolgesinde yer alan CT tekrarlayan motif icerisinde
“kayan iplik tamir (slipped strand mispair repair) mekanizmas1” araciligi ile faz varyasyonu
ile diizenlendigi bildirilmektedir (64, 66, 121). sabAB 5’ ucu yakilarinda ¢oklu T ve CT
tekrarlarinda sabA allelleri 26695 susu klonlarinin %25’inde bulundugu bildirilmistir.
Kromozomal replikasyon sirasinda meydana gelen bu mekanizma bakterinin adaptasyonuna
fakat ayn1 zamanda konak immun yanitindan kagmasina olanak tanityan konakta SabA
ekspresyonu i¢in segici bir baskiy1 gostermektedir. sabA transkripsiyonu in vitro olarak aside
yanit veren ArsRS iki komponentli sinyal transdiiksiyonu araciligi ile baskilanir (66). sabA
ekspresyonu pH 5’te azalir, intestinal metaplazi ve gastrik atrofide yiikselir. SabA membran
baglanmasinda gérevli sialil —di-Le™ glikosfingolipidlere baglanma ile selektin mimikrisi
yapar. SabA “on”, HopZ “off” ve iceAl alleli mevcut oldugu durumda MALT lenfoma riski
artis1 bildirilmistir (121). Unemo ve arkadaslar1 SabA adezinlerinin insan notrofillerinin

opsonik olmayan aktivasyonda reseptor baglayici ve oksidatif patlama arasindaki baglantinin
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G protein baglayici sinyal yolagi ve fosfatidilinositol-3 kinazin downstream aktivasyonu ile
iliskili oldugunu bildirmislerdir (123). SabB, SabA’nin paralogudur. SabA ya da SabB
“switch off” ise aderans, kolonizasyon yetenegi, bakteriyal dansite ve inflamasyonun
indiiklenmesinin azaldig1 bildirilmistir (23). de Jonge ve arkadaglar1 Hollandali hastalarda
sabA’nin degil, sabB geninin kapali oldugu durumlar da gastrik {ilserle degil duedonal iilser
ile iligkili oldugu rapor edilmistir. Bu nedenle enfeksiyonun seyrinde bir belirleyici oldugu
gosterilmistir (119). Ayrica, 96 hastada (dokuz gastrik kanser, 28 duedonal iilser, 21 gastrik
tilser, dokuz lenfoma, 29 gastrit) 743 CT tekrarinin SabA veya SabB “on” statiisii ile iligkili
oldugu gosterilmistir (120, 121).

Dis membran inflamatuvar proteini (OipA) (HopH) (HP0638), peptik iilser ya da
kansere neden olan gastrik mukozanin farkli patolojik zarar1 ve bakteriyal adezyona neden
olan genis bir dis membran protein ailesinin iiyesidir ve genlerin fonksiyonel statiisiinii
etkileyen genin 5’ bolgesinde farkli sayida CT diniikleptidleri ile coklu degisken basit sekans
tekrarlar1 ve faz-faryasyon genleri tarafindan kodlanmaktadir (124). Biitiin H. pylori
suslarinda bulunmakta fakat ekspresyonununda suslar arasi varyasyon bildirilmektedir.
Gastrik epitel hiicrelere baglanmada rol oynayan spesifik reseptorler heniiz tanimlanmamugtir.
OipA’nin 5’ ucunda “kayan iplik tamir (slipped strand mispair repair) mekanizmasi” ve
cerceve kaymasi mutasyonlart olmaktadir (23). Gastrik epitel hiicrelerin interlokin 8 (IL-8)
tiretimini stimiile edici rol oynar (124, 125) ve OipA protein iiretimi 0ipA geninin sinyal
sekansinda CT diniikleotid tekrar sayilarima bagli olarak “on” ya da “off” olabilmektedir
(124). IL-8 iiretimine etkisinin yani sira IL-6, RANTES ve metalloproteinaz 1 iiretiminde rol
oynar (23). OipA’nin fonksiyonu hala daha tam olarak bilinmemekle birlikte, OipA’nin
ekspresyonunun cagPAl, VacAsl ve BabA2 virulans faktorleri ile iligkili oldugu
diistiniilmektedir (23, 70, 71). sabA’da oldugu gibi, genin 5’ bolgesinde yer alan CT
tekrarlayan motifleri “kayan iplik tamir (slipped strand mispair repair) mekanizmasi” ile
regiile edildigi bildirilmektedir (121). OipA’nin, STAT 1 fosforilasyonu ve interferon
regiilator faktor 1 (IRF1) yolagi ile IL-8 sekresyonunu arttirdig bildirilmektedir (25, 70, 71,
112). Epidermal biiyiime faktor reseptorii, 10 fosforilasyon bolgesi icermektedir. OipA, fokal
adezyon kinaz (FAK) fosforilasyonunda CagA’dan farkli (tirozin 407) olarak tirozin 397, 576,
577, 861, 925 fosforilasyonuna neden olmaktadir. OipA’nin ve cagA’nin IL-8 promotorunun
tam aktivasyonu icin gerekli oldugu bildirilmistir (25, 70, 112). Gerbillerde OipA-negatif

suslarin gastrik-kanseri uyarma yeteneklerinin azaldigi saptanmustir (110). OipA proteinini
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kodlayan HP0638’e sahip Bati suslarinda alt1, 5+2 ve dokuz CT tekrar paterninin dominant
oldugu, HP0638 “off” olanda ise yedi ve sekiz CT tekrar paterni oldugu; Dogu Asya
suslarinda ise <5 CT tekrar1 icerdigi bildirilmistir (126).

Aderans-iligkili lipoprotein A (AIpAB) gastrik kolonizasyon icin efektor bir
proteindir. AlpA tipik lipoprotein sinyal sekansi, AlpB ise karakteristik standart sinyal sekansi
tasir Konakla H. pylori arasindaki baglanmada rol alan reseptor tam olarak tanimlanamamustir
(127). AlpAB, enfeksiyonun ilk ii¢ ayinda insan gastrik dokusunda in vivo transkribe edilir ve
infeksiyonun erken asamasinda rol oynar bu nedenle profilaktik as1 i¢in 6nemli olabilecegi
diisiiniilmektedir (128). Lu ve arkadaslar1 alpAB’nin C57B/6 farelerinin midelerinden zayif
kolonize olan tim alpA/alpB’den yoksun mutantlarin hiicresel bagisiklikta gelismis
olabilecegini ve alt mukozal seviye proinflamatuar efektorleri olan KC ve IL-6 ile
etkilesimlerini ve alpAB’nin delesyonunun Batisal olmayan Dogu Asya suslarinda insan
gastrik epitelyal gastrik kanser hattt (AGS) hiicrelerinde enfeksiyon sonucu IL-8 uyarimini
azalttigin1 bildirmislerdir (129). alpA/B genlerinin delesyonu durumunda ise farelerin
midelerinde H. pylori baglanmasi ve kolonizasyonunda da azalmaya neden oldugu
bildirilmistir (110).

Diger bir adezyon molekiilii epitel ile etkilesim tarafindan indiiklenen gen
(iceA)’dir. H. pylori ve insan epitel hiicresi arasindaki iliski ile iceAl ekspresyonu upregiile
olur (16, 55, 57). iceAl ve iceA2 genin allelik varyantidir. Peptik iilser ile iliskili olan iceAl
pozitif susta IL-8 tliretimi artmaktadir (16, 81, 113). iceAl ekspresyonu konak mukozal yanit
ile iligkilidir ve iceA2 ekspresyonunun tekrarlayan protein yapisina sahip gen ile
etkilenebildigi bildirilmistir (16). iceA1l geni ile Neisseria lactamica’nin CTAG spesifik tip II
restriksiyon endoniikleazt nlalll’ii kodlayan nlallIR ile belirgin homoloji gdsterdigi
bulunmustur (55, 57, 113). H. pylori DNA’simnin metilasyonu H. pylori’nin indiikledigi
yanitlarin regiilasyonunda 6nemli olabilecegi diisiiniilmektedir. H. pylori DNA metilasyon
paterni suslar arasinda degisiklik gostermektedir. hpyIM, CATG-spesifik metiltransferazdir ve
iceA geni bunun hemen yukarisinda bulunmaktadir. hpyIM gen transkripsiyonunun
regiilasyonu iceAl ve iceA2 geni tastyan suslar arasinda belirgin olarak degisiklik
gostermektedir. iceAl igeren sus daha yiiksek hpyIM transkripsiyon diizeyine sahiptir (105).

Kompleman intrinsik regiilatorii olan decay akselere edici faktor (DAF) (CD5S5),
epitel hiicreyi kompleman aracili lizisden koruyan bir protein ve ayni1 zamanda da patojenler

icin reseptordiir. Dort siirekli, 60 aminoasit uzunlugunda tekrarlayan kompleman kontrol
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protein tekrar1 (CCP) igeren 70 kDa’luk bir glikoproteindir (24). Glikosilfosfotidilinositol kok
ile membrana bagimlidir (24, 67). H. pylori icin reseptor olarak gereksinilen DAF proteininin
gosterilmesi i¢in rekombinant hiicre modelinden yararlanilmistir. Biyolojik olarak uygun
mikrobiyal gastrik epitel hiicre etkilesim modelinde H. pylori’'nin DAF ekspresyonunu
indiikledigi ve knockout farelerde bu etkilesimin basindan sonuna kadar kullanildig:
bulunmustur (24). Saglikli insan gastrointestinal sistem mukozasinda epitelden hiicre
membran kompleman regiilator glikoproteinlerinin eksprese edildigi, bunlarin epitel ve
glandular hasara kars1 korumadigi ancak intestinal metaplazide DAF eksprese edildigi ve
parietal hiicreleri zayifta olsa korudugu gosterilmistir (130).

Ayrica HopZ mutantininda gastrik epitele baglanmay1 azalttigi ve gastrik dokuya
H. pylori tropizmini diizenledigi bildirilmektedir (131). HopZ geninin 5’ bolgesinde yer alan
CT tekrarlayan motif igerisinde “kayan iplik tamir (slipped strand mispair repair)
mekanizmasi” ile regiile edildigi gosterilmistir (121).

hopQ’daki mutasyonlarin AGS gastric epitel hiicrelerine H. pylori’nin aderansini,
CagA’nin konak hiicrelere translokasyonunu ve hiicresel degisiklikleri arttirmast HopQ’nun
bakteriyal aderans i¢in dnemli oldugunu gostermektedir. 2opQ tip I genotipi tip II genotipine
gore daha yiiksek atrofi skoru ile iligkilidir ve gastroduodenal hastaliklar i¢in bir marker

olarak onerilmektedir (66).

2.5.2.2. Diger Faktorler

Fosfatidiletanolamin (PE) (HpaA) 19.6 kDa korunmus bir protein olup H. pylori
katalazinin PE reseptdriine baglandig1 ancak adezin olup olmadigi tartismalidir (127). a-B-
karbonik anhidrazlar cinko iceren bir metalloenzimdir ve karbondioksitin bikarbonata
doniismesinde rol oynar. Cevreye karsi adaptasyonda 6nemli oldugu ancak kolonizasyondaki
rolii bildirilmemistir (132). Hemolizin TlyA (Hp1086) por olusturan sitolizin ortologudur ve
mutasyon oldugunda aderans ve hemolitik aktivite azalmaktadir. cagPAI genlerindeki
ozellikle CagE, CagP mutasyonunda aderansta azalma gézlenmektedir. CagP’nin fonksiyonu
belli degildir ancak cagE IL-8 indiiksiyonunu saglamaktadir (131). Gastrik karsinoma hiicre
hattinda tanimlanan GleNAc transferazin (b3GnTS5S) cagPAl-bagimh yiiksek ekspresyonu
yiiksek H. pylori aderansi ile iliskilidir (66). Flajellar biyosentetik protein fonksiyonu gosteren
FliQ ve FIiS, flajellar motor switch protein fonksiyonu gosteren FliM’de herhangi bir

mutasyon olursa aderansta azalma gozlenmektedir (131). HorB (HP0127) proteini, /orB

31



geni tarafindan kodlanan diger bir dis membran proteini ailesi iiyesinin inaktivasyonu bakteri
kolonizasyonunun ve farelerde LPS O-zinciri ve Lewis antijenlerinin ekspresyonunun
azalmasina neden oldugu bildirilmistir (110, 133). Benzer sekilde, tiimor nekroz faktor
(TNF)-a indiikleyen protein (tip-o) geninin nakavt yapilmasi durumunda gastrik fare
mukozasina kolonize olan H. pylori’lerin azaldigi ve Tip-oa’nin ayrica IL-1a ve TNF-a gibi
proinflamatuar mediyatorlerin salinimini uyardigi saptanmistir (110, 134). Ayrica, yeni bir
virulans marker1 olarak kabul edilen homB geni ¢ocuklarda peptik iilser hastaligiyla ytliksek
oranda iligkilidir. HomB proteni ayn1 zamanda cagA, babA2, vacAsl, hopQI ve oipA varlig
ile korelasyon gozlenmektedir ve H. pylori aderanst ve inflamatuvar yanita neden oldugu
goriilmektedir (135). y-Glutamil transpeptidaz (GGT) H. pylori kolonizasyonu ve hiicre
apoptozu ile iligkili patojenik bir faktordiir. Dispepsili hastalardan izole edilen suslara gore,
peptik ilserli hastalardan elde edilen suslarda daha yiiksek GGT aktivitesi gosterilmistir
(109). H. pylori GroEL (1s1 sok protein 60) bakteriyal yasam i¢in énemli bir faktordiir ve

gastrik hiicre hattina baglanmada rol oynamaktadir.

2.5.3. Helicobacter pylori’nin Konak Hiicreye Tip IV Sekresyon Sistemi ve Diger
Yolaklarla Girisi

T4SS, Gram negatif bakterilerin ¢ogunda bulunan konjugasyon sistemi ile iligkili bir
transporter sistemidir. T4SS tipik olarak 11 VirB proteini ve VirD4, VirB4 ve VirB11 NTPaz
icerir. Farkli H. pylori izolatlarindan elde edilen cagPAI’nin 31 bp direk tekrarlarin yaninda
yer alan 32 gen tasiyan 40kb’lik bir DNA insersiyon elementi oldugu ve kromozomal
glutamat rasemaz genine entegre oldugu bulunmustur. cagPAIl ayni1 zamanda, CagA ve
peptidoglikanin konak hiicre icerisine enjekte edildigi fonksiyonel T4SS’ini kodlar (136).
CagD pilus bir araya gelmesinde gerekli olmadig1 halde konak epitel hiicresine CagA’nin
translokasyonu i¢in gerekli olan T4SS esas bir komponentidir (66). VirD homologunu igeren
27 genin 17’si CagA’nin konak hiicre translokasyonunda mutlaka gereksinilmektedir (59).

H. pylori T4SS, external pilusa ait komponentlerden olugmaktadir. Siringa benzeri
kompleksin VirB fonksiyonel/yapisal homologlarindan en az bes tane bu yolda lokalizedir:
CagC (VirB2), CagL (VirB5), CagT (VirB7), CagX (cagORF528) (VirB9) ve CagY
(cagORF527) (VirB10), cagORF525 (VirB11) (51). CagV, CagX, CagyY, CagT, Caga, Cagf,
ve CagE (VirB4) VirB/D homologlari; Cag o, CagM ve CagZ proteinleri genis bir etkilesim
aginin bir parcasi olarak identifiye edilmistir (137). CagZ, CagP’y1 stabilize etmektedir. Cagf3
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ve CagA arasinda ve CagZ ile Cagf arasinda iliski oldugu bildirilmistir, béylece T4SS
icerisine girmektedir (109). Filament6z kilifl1 bir organel olan T4SS pilusu bakterinin tek bir
kutbunda bulunmakta ve hiicre ile kontakt kuruldugunda indiiklenmektedir. Pilus lokal olarak
yada tamamen VirB10 (CagY) ve CagL ile kaplhidir. VirB10 immun kagisa olanak taniyan
konak antikor taninmasini azaltan farkli boyutlarda iki transmembran domaini igerir. Pilus,
VirB7 (CagT) ve VirB9 (CagW) proteinleri ile iligkilidir. T4SS’de spesifik yardimci
faktorlerin ¢ogunun rolii bilinmemesine ragmen, CagF ve CagL’nin fonksiyonlar
bulunmustur. CagF, CagA translokasyonu icin gerekli olup, CagA efektor proteininin C
terminal salgi sinyaline yakin baglanan saperon benzeri bir proteindir (136). Cagl. T4SS ile
hedef hiicreleri baglayan ozellesmis bir adezin olarak rol oynayan pilusu kaplayan bir
proteindir. Cagl. proteini Arg-Gly-Asp (RGD) motifleri araciligi ile integrin reseptorleri
(asB) ile etkilesir. CagA konak hiicre membranina geger (64, 136, 138). T4SS atrofik gastrit
ve metaplazi gibi histopatolojik degisiklikler ve proinflamatuvar sitokinlerin ekspresyonunun
artmasi ile iliskili olup erken ve ciddi korpus enflamasyonunun indiiksiyonu i¢in gereklidir
(66).

VirB4 (CagE), VirB7 (CagT), VirB9 (cagORF528), VirB10 (cagORF527), VirB11
(cagORF525) ve VirD4 (cagORF524) cag genlerinin altisinin, Bordetella pertussis,
Agrobacterium tumefaciens, Escherichia coli, Legionella pneumophila, Rickettsia prowazekii
ve Brucella suis’in operonlarinda ayni dogrultuda yerlesmis genleri ile homolog oldugu
gosterilmistir (56, 139). T4SS i¢in kodlanan bu operonlar, multimolekiiler bilesenleri
bakteriyal membrandan gecerek hiicreler arasi bosluga ya da diger hiicrelere transfer etmek
iizere Ozellesmistir. Bu homolog genlerin bazilarinin lokalizasyonu ve fonksiyonu
bilinmektedir. VirB4, VirB9 ve VirD4 fonksiyonel adenozin trifosfataz (ATPaz) aktivitesine
sahip iken, VirB2 konjugatif pilinin yapisal alt iinitesidir. VirB4, VirB7, VirB9, VirB10,
VirB11 ve VirD4 bir kompleks olusturmak {iizere birlesmektedirler ve tip 4 transport
biyogenezi icin gerekli minumum kor yapiyr olusturmaktadir (Sekil 6). VirD4
niikleoproteinlerin transferi oldugu zaman gereklidir ve ayrica bir¢ok T4SS’de VirD4
homologu bulunmasi memeli hiicrelerine konjugatif DNA transferi olasiligini gostermektedir

(56).
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Sekil 6. Tip IV sekresyon sistemi sematik yapisi ve farkli bakterilerde kodlanan operonlar
(56)

2.5.4. Hiicre I¢i Sinyal Yolaklarimin Baslangict

H. pylori’nin epitel hiicreler ile etkilesiminde, bazi1 bakteriyal efektor molekiiller
(CagA, VacA, OipA, DupA ve NAP) gastrik epitel hiicrelerin sitoplazmasinin i¢ine penetre
olup enjekte edildiginde epitel hiicrelerin fonksiyon degisikligini baslatmaktadir (35).

2.5.4.1. Peptidoglikan ve Indiikledigi Sinyal Yolaklar

H. pylori’nin helikal seklini hangi mekanizma ile olusturdugu bilinmemektedir. Son

calismalarda peptidoglikan endopeptidaz (csd 1-3) ve ccmA genleri identifiye edilmistir.
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Coklu proteinlerin koordineli hareketleri midede gii¢lii bakteriyal kolonizasyon i¢in gereken
helikal hiicre kurvatur ve kivrim olusmasina olanak taniyan peptidoglikan c¢apraz baglarini
gevsetmektedir. Integrin bagimli yolak ile CagA’ nin konak hiicre igine girmesinin yani sira,
T4SS ayn1 zamanda dogal bagisik yanita neden olan peptidoglikani hiicre icerisine enjekte
etmektedir. as[; integrin kolestrolden zengin mikrodomainler (lipid raftlar) i¢inde bulundugu
gibi, enjekte edilen peptidoglikanin NOD1 taninmasi ile diizenlenen proenflamatuvar yanitlari
indiikleyebildigi diisliniilmektedir. Kolestrol ve asp; integrin bosalmasi peptidoglikan
enjeksiyonu ve NF-kB ve IL-8 yamitlarini engelleyici etkiye sahiptir. Insan beta-defensinlerin
NODI1 bagmli regiilasyonu tanimlanmistir. NOD1 ve beta-defensin-2 epitel hiicreler
tarafindan H. pylori’nin direk oldiiriilmesinde gerekli oldugu gosterilmistir, boylece konak
savunmasinda NOD1’in énemi konfirme edilmistir. Insan epitel hiicre hatlarinda beklenmedik
NODI1-bagimli kaskad aktive olmakta ve RICK->TRAF3->TB-K1-2>IKK-2>IRF7 yolag: ile
tip I interferon sentezine neden olmakta ancak niiklear faktor kappa B (NF-kB) aktivasyonunu

saglamamaktadir (109).

2.5.4.2. Lipopolisakkarit (LPS) ve Indiikledigi Sinyal Yolaklart

H. pylori’de tipik olarak LPS biyosentezinde gorevli glikoziltransferaz WecA ve O-
antijen ligaz WaaL olarak adlandirilan iki yeni enzim bulunmustur, fakat normal olarak O-
antijen sentezinde gorevli flippaz enzimi saptanmamistir. Bunun yerine, H. pylori evrimsel
olarak protein N-glikolizasyon ile iliskili LPS biyosentetik yolaginda Wzk olarak adlandirilan
bir translokaz kullanmaktadir. Ayrica, 3-deoksi-p-manno-oktulosonik asit (Kdo) hidrolaz
genleri (HP0579 ve HPO0580) O-antijen Lewis epitoplarinin ekspresyonunu etkiledigi
gosterilmistir. Sonug olarak, bir ADP- -glisero-p-mannoheptoz-6-epimeraz ortolog (HP0859)
karakterize edilmistir. AHP0859 mutantlar1 ciddi LPS kiriklari, biiyiime oraninda azalma,
novobiosine duyarlilikta artis ve AGS elongasyon fenotipini olusturmada basarisizlik
gostermektedir. Genetik komplemantasyon LPS biyosentezi ve virulanst i¢in gerekli olan
HPO0859 gosteren bu fenotipleri yenilemektedir (109).

Toll benzeri reseptorleri (TLR) dogal bagisikligin baslamasina neden olan ¢esitli
mikrobiyal {riinleri tanimaktadir. H. pylori LPS’si klasik olarak TLR-4 ile degil TLR-2 ile
taninmaktadir. TLR-2 ligand1 olarak LPS fonksiyonlar1 MyD88, IRAK1, IRAK4, TNFR-
iligkili faktor 6, IxkB kinaz-f ve IxkBa yolaklarimi aktive eder. Gastrik epitel hiicrelerin

enfeksiyonu sinyal faktor tribbles-3 (TRIB3) ekspresyonunun azalmasi ile iliskilidir ve
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TRIB3 ve C/EBP homolog proteininin yikimi LPS tarafindan kemokin indiiksiyonu TLR-2
aracilt NF-kB aktivasyonunu arttirmaktadir. Boylece, TRIB3 modulasyonu TLR-2’nin H.
pylori iliskili patogenez akim y&nii esnasinda énemli bir mekanizma olabilmektedir. ilaveten,
iki kolon karsinoma hiicre hatt1 kullanilarak LPS’nin genotoksik etkilerin riskini arttiran ve
DNA tamir mekanizmasii engelleme yetenegi gosteren indiiklenebilir nitrik oksit (NO)
ekspresyonunu upregiile ettigi gosterilmistir (109). Epitel hiicre hattinda H. pylori’ye karsi
yanitta iNOS ekspresyonu araciligi ile NO {iretimi indiiklenmektedir ve NF-kB aktivasyonu
aracilig ile epitel hiicre apoptozu ile korelasyonu oldugu gosterilmistir (105). Sonug olarak,
H. pylori LPS’si kiiltiire gastrik hiicrelerin parahiicresel gecirgenligini arttirmaktadir. In
vivo’da benzer bir etkinin epitelyal bariyer fonksiyonlarda ve patolojide onemli bir etkiye

sahip olabilecegi diisliniilmektedir (109).

2.5.4.3. Sitotoksin iliskili gen A (CagA) Proteini ve Indiikledigi Sinyal Yolaklari

cagPAl horizontal gen transferi ile kazanilmig, kromozomda glutamat rasemaz geni
icerisine eklenmis yaklasik 40 kb bir gen kiimesidir (18, 19, 21, 50, 110, 116, 138-141). G+C
icerigi (%35) genomun tiimiiniin G+C igeriginden (%39) farkli oldugu i¢in bagka
organizmalardan horizontal transfer ile kazanildig1 disiiniilmektedir. Evrimde bazi
noktalarda, iki transpozazi kodlayan IS605 mobil sekansi H. pylori genomuna girmis, bazi
suslarda yarida kesilmis, ¢ogalmis ya da silinmis PAI kismin1 olusturmaktadir (139). cagPAl,
gastrik epitel hiicre igerisine ya da ekstraselliiler bosluga bakteriyal membrandan CagA
transferi icin 6zellesmis T4SS multi molekiiler komponentlerini kodlayan genleri ve cagA-
cagZ ve cago-cag{’y1 iceren yaklasik 31 kadar gene sahip oldugu bildirilmistir (18, 142, 143).
CagA bakteriden tiirevlenmis bir onkoproteindir (52). cagPAI i¢inde lokalize olan cagA geni
120-145 kDa’luk bir proteini kodlar (18, 55, 112, 117, 143-145). H. pylori’ de cagA varhigi;
cagA pozitif ve cagA negatif olarak iki alt gruba ayrilmaktadir. Ancak cagA-pozitif suslarin
gastrik mukozaya zarar verme yetenegi daha fazla oldugu ve cagA pozitif sus ile enfeksiyonda
gastrik karsinoma gelisme riskinin arttig1 bildirilmektedir (21). Avrupa ve Afrika’dan izole
edilen suglarin yaklasik %20-40’1 cagA negatif iken, dogu Asya’dan izole edilen H. pylori
suslarinin hemen hepsi cagA-pozitif oldugu bildirilmistir (18, 52, 142) Bati iilkelerinde, cagA
pozitif H. pylori suslari ile enfekte olan bireylerin peptik iilser veya gastrik kanser agisindan
biiylik riske sahip oldugu bildirilmistir. cagA, cagA geninin 3’ bolgesinde lokalize olan Glu-
Pro-Ile-Tyr-Ala (EPIYA) motifi igeren farkli sayida tekrar sekanslar1 igermektedir. EPIYA
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motiflerini olusturan bu sekanslardan dort farkli EPIYA segmenti bulunur; EPIYA-A,
EPIYA-B, EPIYA-C ve EPIYA-D. Bati iilkeleri kokenli H. pylori suslariin CagA
proteinlerinin her biri 32 aminoasit iceren EPIYA-A segmenti ve 40 aminoasit iceren EPIYA-
B segmentini 34 aminoasit iceren EPITYA-C segmenti izler (EPIYA A-B-C tip CagA). Dogu
Asya H. pylori suslarinin CagA proteinleri de EPIYA-A ve EPIYA-B segmentlerini igerir
fakat EPIYA-C segmentini i¢cermezler. Bunun yerine, EPIYA-D segmenti denilen farkli
EPIYA sekansi igerirler ve Dogu Asya CagA’s1 tek bu segmenti (EPIYA A-B-D tip CagA)
icerir (Sekil 7) (18, 19, 21, 52, 141-143, 145). EPIYA-A ve EPIYA-B bolgesi primer olarak
CagA ile membranin iliskisinden sorumludur (21). EPIYA motiflerinin sayist ile farkl

gastroduedonal hastaliklar arasinda korelasyon olmadig1 gosterilmistir (144).
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Sekil 7. CagA proteininin EPIYA tekrar bolgesindeki sekans ¢esitliligi (142)
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Peru Amazon populasyonunda ilave bir CagA tipi, Kizilderili cagA bildirilmektedir.
Kizilderili CagA AM-I ve AM-II olmak iizere iki tipe ayrilmaktadir. Kizilderili CagA,
degismis EPIYA-B motifi icermektedir; AM-I'de ESIYT ve AM-2’de GSIYD. AM-II CagA
N ucu toplamda 180 aminoasitlik iki genis internal segmentten yoksundur. Ilgingtir ki, AM-II
CagA Western tip CagA ya da Dogu Asya tip CagA ile karsilastirildiginda, enfeksiyon
esnasinda gastrik epitel proliferasyonu ve inflamasyonu stimiile edebilme yeteneginin azaldigi
bildirilmistir. CagPAI'nin sag ucu delesyon, insersiyon ve ilave motiflere gore bes alt tipe
ayrilmaktadir. Tip 1 en sik etnik Avrupa gruplarindan ve Afrika’dan izole edilmekte, Tip II
Dogu Asya’da predominant, Tip III Giiney Asya’da predominant, Tip IV c¢ok nadir
gozlenmekte (spesifik cografik bir bolge tanimlanmamistir), Tip V Calcuttai Hindistan’dan
izole edilen az bir susta ve ayrica Tayland’dan izole edilen suslarda bulunmaktadir (52).

T4SS’ne dogru bakteriyal yiizeyde salinan CagA, CagA’nin merkesinde bulunan Lys-
Xn-Arg-X-Arg (K-Xn-R-X-R) motifi araciligr ile membran eksternalize fosfotidil serine
baglanmaktadir. K-Xn-R-X-R motifinde iki arginin rezidiisii ¢esitli H. pylori suslarindan
tirevlenen CagA proteinleri arasinda yiiksek oranda korunmus bir bolgedir. Boylece, cagA
konak plazma membran fosfotidilserini kendi reseptorii olarak kullanmaktadir (142). T4SS’in
komponenti olan Cagl’nin a5/B1 integrini ile etkilesimi CagA translokasyonu i¢in gereklidir.
Bundan baska, T4SS komponenti CagY’nin ve konak hiicre B1 integrinine efektdr protein
CagA’nin spesifik baglanmas1 CagA translokasyonu i¢in Onemlidir. Bu bulgular,
H. pylori’nin konak hiicre icerisine CagA’y1 gegirmek i¢in fosfotidilserin ve integrinler gibi
konak hiicre molekiillerinin kullandigin1 géstermektedir (117, 142).

CagA hiicre dist pH’nin diismesi sonucu dis sitoplazmik membrandan gecer.
Translokasyon, proton bagimli iire kanali Urel’ya bagldir ve H. pylori’'nin T4SS ile
CagA’nin etkilesimini hizlandirmak i¢in proton bagimli intraselliiler transport sistemine sahip
oldugunu gosterir (146). Konak hiicre igerisinde, CagA fosfotidil serin ile etkilesimi araciligi
ile yeniden plazma membraninin i¢ kismina lokalize olmaktadir ve sonra c-Src, Fyn, Lyn ve
Yes gibi Src ailesi kinazlar (SFKs) ve Abl kinaz tarafindan karboksi terminal EPIYA
motiflerinde tirozin fosforilasyonuna neden olmaktadir. Tirozin fosforillenen CagA Src
homoloji 2 fosfataz (SHP-2)’yi aktive etmektedir (18, 25, 142, 143, 147). SHP-2, CagA’nin
en ¢ok bilinen hiicresel hedefidir (52, 111, 146). SHP-2, ozellikle tirozin fosforillenmis
EPIYA-C ve EPIYA-D bélgesi ile etkilesimdedir (21, 140, 143). CagA’nin aktive ettigi SHP-

2, hiicre proliferasyonunun deregiile eden Ras-Erk MAP kinazi stimiile ederek hiicre
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proliferasyonunu arttirmaktadir. CagA’nin aktive ettigi SHP-2, ayn1 zamanda hiicre hareketini
engelleyen FAK’1 inhibe etmektedir (142). CagA eksprese eden hiicrelerde hiicre hareketinin
artmas1 ve hiicre seklinin degismesi ile FAK’in azaldigi gortilmistiir (146). Sonug¢ olarak,
CagA hummingbird fenotipi olarak adlandirilan hepatosit biiyiime faktorii (HGF) tarafindan
indiiklendiginde olusan morfolojik degisikliklere benzer sekilde morfolojik degisiklikleri
indiiklemektedir (Sekil 8) (50, 70, 105, 139, 142, 145, 148). CagA’nin 972 tirozin
rezidiistiniin  fosforilasyonunun hummingbird fenotipi i¢in oOzellikle gerekli oldugu
gosterilmistir (105). CagA hiicre icerisine enjekte edildikten sonra tirozin fosforilasyonundan
sonra, sitoiskelet yeniden diizenlenmesini indiiklemektedir ve mitojenik sinyal

transdiiksiyonunda diizensizlige neden olmaktadir (144).
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Sekil 8. CagA’nin hiicre i¢ine girisi ve indiikledigi sinyal yolaklar1 (145)
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CagA coklu EPIYA segmentine sahip oldugundan, Bati CagA’da tirozin
fosforillenmis EPIYA-C segmenti, Dogu Asya tip CagA’da tirozin fosforillenmis EPIYA-D
segmenti spesifik olarak CagA-SHP2 etkilesiminde yer almaktadir. Fazla sayidaki EPIYA-C
ya da EPIYA-D segmentleri SHP2’ye baglanmak icin giiclii aktivite gostermektedir. Ayrica,
EPIYA-D segmenti iceren Dogu Asya CagA EPIYA-C segmenti igeren batisal CagA’ya gore
daha yiiksek SHP2’ye baglanma yetenegi gostermektedir (142, 147). SHP2 bir katalitik
protein tirozin fosfataz (PTP) domaini ve bir C terminal ucunu i¢ceren 2 SH2 domainine (N-
SH2 ve C-SH2) sahiptir (142, 143, 147, 149). SHP2’nin iki SH2 domaini pY-(S/T/A/V/T)-X-
(V//L)-X-(W/F) konsensus sekansma yiiksek afinite ile baglanmaktadir (142, 144, 149).
Ilgingtir ki, bu konsensus sekans Dogu Asya CagA’nin SHP2 baglanma bélgesi pY-A-T-1-D-
F ile miikkemmel uyumludur fakat Bati CagA’nin SHP2 baglanma boélgesi pY-A-T-1-D-
D’nden farklidir. SHP2’ye gii¢lii baglanabilme yeteneginden dolayi, Dogu Asya CagA
hummingbird fenotipi indiiksiyonu i¢in daha yiliksek bir potansiyel gosterdigi ve hiicre
proliferasyonu kadar Erk MAP kinaz aktivitesinde daha etkili oldugu bildirilmistir. CagA
proteini multimer olusturabilir ama siklikla konak hiicrelerde dimer olusturmaktadir. CagA
multimerizasyonu tirozin fosforilasyonundan bagimsizdir, fakat hem Dogu Asya CagA hemde
Batisal CagA arasinda yiiksek oranda korunmus 16 aminoasitlik CagA multimerizasyon (CM)
sekansina gereksinim duymaktadir (Sekil 7). CM sekans1 EPIYA-C segmentinin icinde ilk 16
aminoasit rezidiisinde ayrica EPIYA-C ya da EPIYA-D segmentinin 16 aminoasit
downstream rezidiisiinde bulunmaktadir. Spesifik olarak CM sekans1 olmayan mutant CagA
proteininin SHP2’ye baglanabilme yeteneginde belirgin bir azalma gosterilmistir (142, 147).

SHP2’nin yam sira, tirozin fosforilasyonuna bagimli olarak C-terminal Src kinaz
(Csk)’ya spesifik olarak baglanmaktadir. Tirozin fosforillenmis EPIYA-C ya da EPIYA-D
segmenti CagA-SHP-2 etkilesimini diizenlerken, EPIYA-A ya da EPIYA B segmenti CagA-
Csk etkilesimini saglamaktadir. SHP2’de oldugu gibi CagA kompleks olusumuna dogru
Csk’y1 aktive etmektedir. Csk C-terminal inhibitér tirozin rezidiisiinde SFK’lari
fosforillediginden ve SFK aktivitesini inhibe ettiginden, csk SFKs’nin negatif bir regiilatorii
olarak karakterize edilmistir. SFKs, hiicre proliferasyonunun deregiilasyonunda oldugu gibi
CagA-SHP2 kompleks olusumu i¢in en gereksinim duyulan CagA fosforilasyonuna neden
olmaktadir. Ayrica, CagA ile aktive olmus Csk, CagA-SHP-2 etkilesiminin negatif bir
regiilatorii olarak fonksiyon gostermektedir. Aktive SHP2’nin ektopik ekspresyonu Ras’in

aktivasyonunda oldugu gibi apoptozu indiiklemektedir. CagA bagimli apoptoz ile gastrik
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epitel hiicrelerin kayb1 midede uzun siireli kolonizasyonda H. pylori icin dezavantaj
olusturmaktadir. Csk tarafindan CagA-SHP2 sinyalinin azaltilmasi, SHP2’nin tipik olmayan
aktivasyonunun kontrolii aracilifiyla cagA-pozitif H. pylori’nin uzun siireli enfeksiyonuna
olanak taniyabilmektedir. Ayrica, SFKs’nin CagA bagimli inhibisyonu, kismen hummingbird
fenotipinin indiiksiyonuna kismen neden olan vinkulin, ezrin ve kortaktin gibi diger konak
hgcre proteinlerinin defosforilasyonuna neden olmaktadir (142).

CagA ayni zamanda tirozin fosforilasyonundan bagimsiz olarak hiicre biiylimesi ve
hareketi deregiile etmektedir. CagA, tiimor hiicrelerinin invaziv biiyiimesine neden olan
hepatosit bilyiime faktor reseptorii c-Met’e baglanmaktadir. CagA ile aktive olmus c-Met
hiicre biiylimesini ve hareketi stimiile etmektedir (142). CagA ayrica tirozin fosforilasyonunda
bagimsiz olarak “son of sevenless (SOS)”, c-Met hepatosit bilylime faktorii reseptorii ve
fosfolipaz C-y (PLCy) ile bir kompleks olusturan biiylime faktor reseptor baglayan protein 2
(Grb2)’ye de baglanmaktadir (142, 143). CagA ile c-Met kompleksi epitel hiicrelerde
morfolojik degisiklige neden olurken, PLCy ile CagA’nin kompleks olusturmasinin biyolojik
fonksiyonu acikliga kavugsmamistir (142). CagA-Grb2 etkilesimi SOS’a dogru Erk MAP
kinaz1 aktive etmekte ve boylece hiicre biiylimesinde oldugu gibi hiicre sac¢ilmasinida
(scattering) stimiile etmektedir (25, 117, 142).

Gastrik mukoza, tight junction ve aderans junction gibi hiicre-hiicre adezyon
mekanizmalar1 araciligi ile her bir hiicrenin sikica adhere oldugu polarize epitel tek tabakadan
olusmaktadir. Tight junctionlarin ¢ogu apikal hiicreler aras1 baglantilardir ve bazolateral hiicre
yiizey domaininden apikali bolmektedir. Sonug olarak, epitel hiicreler apikal-bazal epitelyal
polarite kazanmaktadirlar. Epitelyal polaritenin korunmasina ilaveten, tight junctionlar epitel
tek tabakanin paraselliiler bariyerini olusturmakta ve boylece, gastrik mukoza gibi epitel
dokularin homeostazini regiile etmektedir (142). CagA, polarize epitel hiicrelerde ZO-1 ve
JAM gibi tight junction komponentleri ile birlikte lokalize olmaktadir (21, 117, 142, 143).
Ayrica, polarize epitel hiicrelerde CagA’nin ekspresyonu, CagA tirozin fosforilasyonundan
bagimsiz olan polarize tek tabakadan CagA eksprese eden hiicrelerin disartya ¢ikmasina
neden olmaktadir (142).

CagA, tirozin fosforilasyonundan bagimsiz olarak partitioning-defektif 1
(PAR1)/mikrotiibiil afinite regiile eden kinaz (MARK) ile birbirlerini etkilemektedir ve epitel
polaritenin kaybi ve tight junctionlarin parcalanmasi ile sonuglanan kinaz aktivitesini inhibe

etmektedir (142, 150). Memeli hiicrelerde, dort PAR1 izoformu (PAR1a/MARKS3,
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PAR1b/MARK?2, PAR1c/MARKI1 ve PAR1d/MARK4) hiicre polaritesi, hiicre i¢i transport,
hiicre dongiisii, hiicre gogii, noral farklilasma ve nérodejenerasyonda onemli rollere sahiptir.
Bu fonksiyonlarin ¢ogu, sitoiskelet mikrotiibiilleri ve aktin aginin polaritesi ve dinamikleri ile
iliskilidir. PAR1b ve atipik protein kinaz C (aPKC) epitel polaritesini regiile ettigi
diisiiniilmektedir. Epitel hiicrelerde, aPKC-PAR3-PAR6 kompleksi apikal membrana lokalize,
PARID ise bazolateral membrana lokalize olmaktadir. Tight junctionlarda, PAR1b aPKC
tarafindan fosforillenmekte ve membrandan sitoplazmaya salinmaktadir. CagA, CagA
dimerizasyonunu diizenleyen CM sekansi araciligi ile PARI1 ile birbirlerini etkiledigi
bulunmustur. PARI1 bir dimer olarak bulundugu i¢in, iki CagA proteini PAR1 dimeri ile
etkilesim araciligi ile pasif olarak homodimerize oldugu goériilmektedir. Boylece, CagA-PAR1
etkilesimi hem epitel polariteyi bozmakta hem de CagA-SHP2 etkilesiminde zorunlu bir rol
oynamaktadir. Memeli PAR1 kinazlari, mikrotiibiillerin stabilitesini regiile etmek suretiyle
Tau, MAP2 ve MAP4 gibi mikrotiibiil iligkili proteinleri (MAPs) fosforile eden MARKSs
olarak identifiye edilmektedir. Mikrotiibiiller mitoz esnasinda ayrilan ve kromozomal diizende
gerekli bir rol oynayan hiicre dongiisiinde M fazinda mitotik ig olusturmaktadir. CagA, ig
olusumunu bozan PARI1 kinaz aktivitesini inhibe etmekte ve boylece mitoz esnasinda
profazdan metafaza gecisi geciktirmektedir. CagA ayn1 zamanda anafaz esnasinda hiicre
eksen boliinmesine zarar vermektedir. Sonu¢ olarak, CagA’nin kronik maruz kalmasi
hiicrelerde kromozomal aneploidi ve poliploidine neden olmaktadir (142). Fosforillenmemis
CagA tight and aderans junctionlarin yikimi hiicre polaritesinin kaybi, proinflamatuvar ve
mitojenik yanitlar gibi konak hiicre yanitlarini ortaya ¢ikarabilmektedir. CagA baglanir ve
epitel hiicrelerde epitel hiicre polaritesini ve baglantilarin1 pargalayarak PAR1b/MARK?2
kinaz aktivitesini inhibe eder. CagA-PARI1b etkilesimi CagA multimerizasyon motifleri ile
diizenlenir. Dogu Asya suglarinin CagA multimerizasyon motifleri Western CagA’dakine
gore PARI1b’ye daha giiclii baglanmaktadir. CagA’nin bir diger fosforilasyon bagimsiz
hiicresel etkisi STAT3 sinyal yolaginin aktivasyonudur. Hep-2 hiicre hattinda H. pylori cagA
bagimli bir bi¢imde tirozin fosforilasyonunu, niiklear translokasyonu ve STAT3
transkripsiyonel aktivitesini baglatmaktadir. IL-6 ile otokrin aktivasyonu araciligiyla
STAT3iin diizenlendigi diger bakteriyal patojenlerden farkli olarak, H. pylori aracili STAT3
aktivasyonu IL-6R diizeyinde meydana gelir fakat bilinen aktivasyonu ligandlar1 IL-6, IL-11
ve LIF’ten bagimsizdir. Uzamis enfeksiyonda H. pylori reseptor endositoz ve degredasyonun

inhibisyonu ile Epidermal biiyiime faktor reseptorii (EGFR) yiizey ekspresyonunu
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arttirmaktadir. Bu olay CagA bagiml fakat c-Abl’'nin cagA fosforilasyon bagimsiz
aktivasyonu ile olmaktadir (66).

E-kaderinin sitoplazmik ucu ile etkilesimi ile adherens junctiona lokalize olan f-
katenin adherens junctionlarin temel bir komponenti olarak énemli bir rol oynamaktadir. -
katenin ayn1 zamanda Wnt/B-katenin yolaginda sinyal uyum saglayan molekiil olarak
fonksiyon gostermektedir. Fizyolojik sartlar altinda, Wnt proteini yoksa, sitoplazmik f-
katenin, Aksin-adenomat6z polipoziz coli (APC)-kazein kinaz I (CKI)-glikojen sentaz kinaz-
3B (GSK-3B) kompleksi tarafindan fosforillenmekte ve sonra ubiqutinasyona bagimli
proteozomal degradasyon mekanizmasi tarafindan degrade olmaktadir. Ayrica, Wnt
proteinleri tarafindan aktivasyonun iizerine, disheveled (Dvl), GSK-3p araciligi ile B-
kateninin fosforilasyonunu inhibe etmektedir. Sonu¢ olarak, B-katenin stabilize olmakta ve
TCF/LEF transkripsiyon faktorleri ile iligkili oldugu sitoplazma ve niikleusta ¢ogalmaktadir
ve sonra c-myc ve siklin DI gibi B-katenin bagimli genleri transaktive etmektedir (Sekil 9)

(142).
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Sekil 9. CagA ile B-katenin sinyalinin aktivasyonu (142).

H. pylori cagA pozitif suslar ile enfeksiyon Wnt yoklugunda B-katenin sinyali aktive
etmektedir. Gergekten, CagA fiziksel olarak E-kaderin-B-katenin kompleksinin
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destabilizasyonuna neden olan tirozin fosforilasyonundan bagimsiz olarak E-kaderin ile
etkilesime girmekte ve boylece siklin D11 igeren -katenin hedef genlerinin transaktivasyonu
ile sonuglanan B-kateninin niiklear translokasyonuna neden olmaktadir. Ayni1 zamanda, CagA
ile deregiile olan B-katenin tipik olmayan sekilde bagirsak spesifik transkripsiyon faktor
CDX1’1 kodlayan cdx!’i transaktive etmektedir ve sonra gastrik epitel hiicrelerde intestinal
farklilagsma marker MUC2’yi indiiklemektedir. Bu bulgular CagA’nin cagA pozitif H. pylori
enfeksiyonu ile iligkili olan intestinal metaplazi, midede prekanser6z lezyon gelisiminde
onemli bir rol oynadigin1 géstermektedir (142). CagA hem SHP-2 bagimli hem de bagimsiz
mekanizmalar ile ERK MAPK aktivasyonunu saglar. CagA tarafindan ERK’in
regiilasyonunun bozulmasi, G1-S progresini saglayan siklin D1°1 indiikler, gastrik stromay1
parcalayan matriks metalloproteaz 1’in (MMP-1) salimimina yol acar (151-153). Chang ve
arkadaglar1 H. pylori’nin uyardig1 hiicre dongiisiiniin diizenlenmesinde 6nemli olan siklin D1
ekspresyonunun cagA mutantlarinda azaldigin1 ve API ve CAMP yanit elemanlarinin (CRE)
siklin D1 ekspresyonunu uyardigin1 bildirmislerdir (154). CagA ile B-katenin sinyal
aktivasyonu CagA CM sekansina gerek duymaktadir. PAR1 CagA ve E-kaderin ile bir
kompleks olusturmaktadir. CagA-PAR1 etkilesimi CagA ile E-kaderin-f-katenin
kompleksinin destabilizasyonuna neden olma olasilig1 vardir (142).

NF-kB ve mitojen aktive edici protein kinaz (MAPK) dogal bagisik yanit ve
inflamasyon da Onemli diizenleyicilerdir. Hiicre igerisine giren CagA hem tirozin
fosforilasyonuna bagli hem de bagimsiz olarak bir¢ok konak hiicre molekiilii ile etkilesime
girer; H. pylori’nin NF-kB’yi aktive ettigi ve bundan dolay1r T4SS ile CagA’nin degil,
peptidoglikanin translokasyonu ile IL-8 ve diger proinflamatuvar sitokinleri uyardigi
bildirilmigtir (84, 155, 156). Brandt ve arkadaslar1 CagA’nin tirozin fosforilasyonundan
bagimsiz olarak Ras-MAPK yolag: ile NF-kB’yi aktive ettigini, Hirata ve arkadaslari ise
gastrik epitel hiicrelerde IxkB kinazi (IKK) uyarmasi ile NF-kB’nin aktive edildigini ve
H. pylori’nin bir¢ok farkli mekanizma ile NF-kB transkripsiyonunu aktive ettigini
gostermislerdir (155, 156). H. pylori infeksiyonunda CagA’nin aktive ettigi MAPK yolag: ile
eksprese edilen galektin-3 seviyesinin arttig1 bildirilmistir (146). cagPAI disinda; HSP60 ve
DNA bagimli RNA polimerazin B-alt iinitesini kodlayan rpoB gen polimorfizminin epitel
hiicrelerinden IL-8 indiiksiyonunda rol oynayan faktorler oldugu gosterilmistir (70). Cho ve
arkadaslar1 H. pylori’nin NF-kB ve MAPK aktivasyonu arasindaki iliskide H. pylori enfekteli
AGS hiicrelerinde ERK’nin IkBa fosforilasyonunu uyardigini bildirmislerdir (157).
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Aktivasyon-indiikleyici sitidin deaminaz (AID), DNA ve RNA enzimi gibi fonksiyon
gosteren sitidin deaminaz ailesinin bir tyesidir. cagPAIl pozitif H. pylori ile enfeksiyon
ektopik olarak IKK bagimli NF-kB aktivasyonu araciligi ile insan gastrik epitel hiicrelerde
tipik olmayan AID ekspresyonunu indiiklemekte ve bodylece p53 timor supresor gende
mutasyonlara neden olmaktadir. Tipik olmayan AID ekspresyonu ile indiiklenen
mutasyonlarin birikimi ayn1 zamanda H. pylori iligkili gastrik karsinogeneze neden olma
olasilig1 vardir (142). Gastrik atrofi ve gastrik kanser ile PTPN11 geni tarafindan kodlanan
SHP-2’deki intron-3 (SNP; JSTOS57927; G’den T’ye) tek niikleotit polimorfizm (SNP)
iligkisinde PTPN11 genotipinin A alleli ile gastrik atrofinin diisiik diizeyde iliskisi oldugunu
ve PTPN11 genindeki G/A SNP’in gastrik atrofi ve gastrik kanser olusumunda risk faktorii
oldugunu gostermislerdir (140, 158, 159). Bircok maliniteli hastada goriilen SHP-2’yi
kodlayan PTPN11 genindeki mutasyonlar, gastrik kanser olusumunda CagA tarafindan SHP-

2’nin aktivasyon deregulasyonunda onemlidir (147).

2.5.4.4. Vakuol olusturan sitotoksin A (VacA) Proteini ve Indiikledigi Sinyal
Yolaklari

VacA proteini 140-kDa’luk protoksine benzeyen ve salgilandiginda 88-kDa olgun
forma doniigen, cicek seklinde bir yapiya ve alt1 ya da yedi kat radyal simetriye sahip 12 nm
uzunlugunda ve 30 nm ¢apinda oligomerik bir toksindir (47, 56, 122, 160, 161). VacA toksini
AB grubu toksinlerdendir, A-alt {initesi enzimatik aktiviteden sorumlu iken, B alt {initesi ise
hedef hiicrelerin ylizeyindeki reseptorlere baglanma ve tanimadan sorumludur (47, 162).
Salgilanan VacA toksini (88 kDa) anyon se¢ici membran kanallarinin olusumu i¢in diizlemsel
bilayer yag tabakalarinin i¢ kismina yerlesebilmektedir. Bu kanallarin olusumunun sitotoksik
aktivite i¢in gerekli oldugu bildirilmistir (70). 140 kDa’luk protoksin sinyal sekansi,
passenger domain ve sonuncu olarak tip V sekresyon sistemi olarak fonksiyon gosteren bir
kisim bulunur (160, 163). Olgun 88 kDa VacA passenger domaini, VacA’nin iki domaini ya
da alt tinitesi oldugu diisiiniilen 33 kDa (p33) amino terminal fragmenti ve 55 kDa (p55)
karboksi terminal fragmentinden olusmaktadir ve olgun virulan 88 kDa’luk VacA toksinini
olusturan ektraselliiler ¢cevreye gecisi esnasinda ayni noktada oto-transporter domaininden

ayrilir ve islemlenir (Sekil 10) (160, 161, 164).
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Sekil 10. VacA’nin genotipik ¢esitliligi ve yapis1 (160, 161).

Yaklasik 33 kDa molekiiler agirligindaki N-terminal ucu “p33” (ayn1 zamanda p34 ve
p35 olarakta bilinmekte) olarak isimlendirilmektedir. Yaklagik 55 kDa molekiiler
agirhgindaki C-terminal ucu “p55” (aynt zamanda p58 olarakta bilinmekte) olarak
isimlendirilmektedir. VacA’nin por olusturma aktivitesi p33’e, hiicre baglanmasinda
baslangigta p55 domainine baglidir. p33 ayn1 zamanda hiicre baglanmasinda da etkilidir ve
son zamanlarda p55’in vakuolizasyon ve membran depolarizasyonu i¢in 6nemli oldugu
gosterilmistir (160). p33 domaini membran kanal olusumunda 6nemli bir role sahiptir. Hem
p33 domaininin hem de p55 domaininin bilesenleri VacA oligomerizasyonu i¢in gereklidir ve

p55 domaininin bilesenleri VacA’nin konak hiicreye baglanmasi ic¢in gereklidir. p55
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domaininde iki aminoasit delesyonu (aspartik asit 346 ve glisin 347) VacA
oligomerizasyonunda eksiklige neden olmaktadir. VacA p55 domaini ototranspor passenger
domainlerin karakteristigi olan saga doniislii paralel bir B-heliks yapisina sahiptir (163, 164).
Torres ve arkadaslart VacA’nin iki domaini p33 ve p55’in birbirleri ile molekiiller arasi
etkilesimi ile baglanmada, hiicreye alinmada ve VacA’ nin vakuol olusturma aktivitesinde
rolleri bildirilmistir (165). Ayrica, VacA p33’iin hiicre dliimii ile iliskili oldugu, p55’in ise
hedef hiicreye toksin baglanmasi ile iligkilidir (162). VacA’nin iki domaini olan p33 ve p55’in
epitel hiicrelerin yiizeyine tek tek eklendiginde, vakuolun sitotoksik aktivite gostermedigi;
buna karsin, domainler beraber eklendiginde hiicre yiizeyine baglanan p33/p55 protein
kompleksinin hiicre vakuolasyonunu indiikledikleri gosterilmistir. VacA’nin p33 domaini
anyon secici membran kanal olusumu icin gerekli hidrofobik bir amino terminal bolge icerir.
Bu bolge ¢ogunlukla transmembran oligomerizasyonuna arabuluculuk eden li¢ GXXXG
sekans motiflerini igerir (70). p55’in N terminali VacA’nin indiikledigi vakuolizasyon ve
konak hiicre membran1 depolarizasyonu i¢in gereklidir. Bu domain anyonik membran
kanallariin olusumunda rolii olan VacA oligomerik yapilarin olusumu i¢in énemlidir. p55’in
N terminali VacA’nin indiikledigi vakuolizasyon ve konak hiicre membrani depolarizasyonu
icin gereklidir. Bu domain anyonik membran kanallarinin olusumunda rolii olan VacA
oligomerik yapilarin olusumu ic¢in Onemlidir. p33 VacA domainini kodlayan vacA
intermediate (i) bolgesi sekans varyasyonunda rol oynamaktadir. il tip suslar Iran
populasyonunda gastrik karsinoma ile Italyan populasyonunda ise peptik iilser hastalig: ile
iliskilidir (66).

vacA geni iki degisken bolge icermektedir: sla, sIb, slc ya da s2 allellerini iceren
sinyal (s) peptit kodlayan bolge ve mla, mib, mlc, m2a ve m2b allellerini iceren orta (m)
bolge (50, 52, 166, 167). VacA yapisindaki sinyal (s) bolge (sl ve s2) ve orta (m) bolge (ml
ve m2) farkli H. pylori suslarinin vakuolizasyon aktivitesinde degisikliklere neden olmaktadir
(Sekil 10) (52, 160). vacA s2 genotipi vacA sl’de bulunmayan ilave N terminal hidrofilik
aminoasit segmenti iceren VacA proteini kodlar. Bu ekstra segmentin varligi, s2 genotipinin
vakuolizasyonu indiiklemesini engeller (160, 166, 167). m bolgesi c-terminal bolgesinde yer
alan 55 kDa’luk alt tnitesi kismini kodlamaktadir. m1 genotipi m2’ye gore daha giiclii
vakuolizasyon aktivitesi gostermektedir. s ve m bolgesindeki bu varyasyonlar dort olas1 H.
pylori genotipi gostermektedir: sIml, slm2, s2ml ve s2m2. s2ml genotipine ¢ok nadir

rastlanmaktadir (167). In vitro denemeler sIm2 suslar1 gibi slml suslarinin en sitotoksik
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oldugu, s2m2 suslarmin ¢ok az ya da hicbir sitotoksik aktiviteye sahip olmadigi, s2ml
suslarinin ise nadir sitotoksisiteye sahip oldugu bildirilmistir (25, 50, 52, 166, 167). slml ve
sIm2 VacA genotipine sahip H. pylori suslari, diger genotiplerle karsilastirildiginda daha
ciddi kronik enflamasyona neden olmaktadir. siml genotipi en yiiksek artmis gastrik kanser
riski ile iligkilidir (160). vacA s2 ya da m2 suslar ile enfekte olanlar ile karsilastirildiginda
vacA sl ya da ml susu ile enfekte bireylerde peptik iilser ve gastrik kanser riski artmaktadir
(52, 168). vacA sl tipi sla, slb ve slc; vacA ml tipi mla, mlb ve mlc olarak ii¢ tipe
ayrilmaktadir (52, 167). vacA slc ve m1b tipleri siklikla Dogu Asya’da, sla ve mlc tipleri ise
siklikla GiineyAsya’da goriilmektedir (52). Tiirkiye’de vacA sl genotipinin %97.9’unda sla
alt tipi dominanttir (167). vacA mlc genotipi merkez Asya’daki suslarda predominanttir, mla
tipi Afrika’da ve etnik Avrupali’larda ve slb tipi 6zellikle Iberyali yarimadasi1 ve Latin
Amerika suglarinda yaygmn oldugu bildirilmistir. slb tipi ayni zamanda Afrika’da
predominanttir (52, 166). vacA’nin tgilincii hastalik ile iligkili vakuolizasyon aktivitesinin
polimorfik determinant1 intermediate (i) bolgesi s ve m bolgesi arasinda identifiye edilmistir
(52, 167). vacA 1 bolgesi p33 vacA alt iinitesini kodlamakta ve il (vakuolasyon aktivitesine
sahip) ve i2 (vakuolizasyon aktivitesine sahip olmayan) olarak iki tipte siniflandirilmaktadir
(167). slml yalnizca il ve s2m2 suslarida yalnizca 12 olarak smiflandirilmasina ragmen,
slm?2 susglari ya il ya da i2 olarak siiflandirilmaktadir (52). vacA il suslari ile enfekte gastrik
mukozada vacA 12 suslarn ile enfekte olanla karsilastirildiginda enflamasyon, hiicre
infiltrasyonu ve enflamasyon aktivitesinde belirgin olarak artig oldugu gdsterilmistir (167). il
suslarmin daha patojenik oldugu bildirilmistir (52). il genotipi giiclii olarak CagA iiretimi ile
iliskilidir (159). Dordiincii ve olas1 hastalikla iliskili bolge ise 1 ve m bdlgeleri arasinda yer
alan delesyon (d) bolgesidir ve d1 (delesyon yok) ve d2 (69-81 bp delesyon) olmak {iizere iki
farkl tipi vardir (52).

VacA bakterinin yiizeyi ile iligkilidir, diisiik pH ayrimi olmadiginda aktiftir ve toksin
yalnizca bakteriden salindiktan sonra oligomerleri olusturmaktadir (56). VacA, epitel hiicre
membranlarinin depolarizasyonu, vakuolizasyon, membran kanal formasyonu, apoptoz, epitel
hiicre baglanmasinin inhibisyonu ve T hiicre aktivasyonun inhibisyonu gibi hiicresel
aktiviteleri indiiklemektedir (50, 52, 84, 112). VacA in vivo olarak H. pylori’nin
kolonizasyonu icinde onemlidir (160). VacA hiicre membraninda por olusturarak konak

hiicreden {iire ve anyonlarin salinimini uyarir (Sekil 11) (122, 163).
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Sekil 11. VacA’nin hiicre icerisine girisi ve indiikledigi sinyaller (145)

Hedef hiicreye VacA’nin baglanmasi, VacA’nin toksisitesinde kritik bir noktadir.

VacA epitel hiicreler ve T hiicreleri iceren c¢oklu hiicre tiplerini etkilemektedir ve hiicre

baglanmasinda konak hiicre reseptorleri ya da diger yiizey faktorleri de etkilidir (160).

VacA’nin sadece gastrik epitel hiicrelerdeki etkisinin gosterilmesine ragmen, salgilanan

VacA’nin graniilosit, monosit gibi diger ilgili hiicre tiplerinde derin dokular igine penetre

oldugu goriilmektedir (122). VacA toksini ise sitotoksik aktivite i¢in gerekli olan anyon segici

membran kanallarmin olusumu igin ¢ift katmanli yag tabakalarinin i¢ kismina yerlestigi

bildirilmistir (121). Boylece, VacA hiicre membraninda por olusturarak konak hiicreden iire

ve anyonlarin salinimini uyarmaktadir (122). VacA anyon segici kanallar1 olusturmaktadir.

Membran gecirgenliginin indiiklenmesi ve transselliiler yolak tarafindan epitel hiicrenin 6teki
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tarafina iirenin transepitelyal akisini arttirdig1 gosterilmistir. Ozellikle, VacA transmembran
porlarin olusmasina neden olarak {ireyi hiicre membranindan gececek duruma getirmektedir.
Boylece VacA iireaz aktivitesini arttirarak H. pylori patojenitesini arttirabildigi
diisiiniilmektedir (105). H. pylori lireaz1 lireyi amonyaga doniistiirerek asidi notralize ederek
pepsinojenin pepsine aktivasyonunu engellemekte ve dispepsiye neden olmaktadir (163).
VacA’nin lipit tabakasina etkin bir sekilde baglanmasinda kolestrol maddesi gerekmektedir.
VacA kolesterol, sfingomiyelin ve dioleoilfosfatidilkolinden olusan iki katmanli yapi ile
etkilesim halindedir ve genellikle VacA’nin sfingomiyelince zengin bolgeleri hedef aldig:
bildirilmistir (169). VacA gastrik epitel hiicreye baglandiginda baska, T lenfositlere
baglandiginda bagka reseptorler kullanmaktadir. Son zamanlarda lenfosit fonksiyon iligkili
antijen-1 (LFA-1), CD18’in B2 integrin alt {initesi T hiicrelerinde spesifik VacA reseptorii
oldugu bildirilmistir. VacA’nin gastrik epitelyum hiicreye baglanmasinda EGFR, heparin
siilfat, glikosfingolipitler, reseptdr protein fosfataz alfa (RPTP@&), reseptor protein fosfataz
beta (RPTPB) ve sfingomiyelin reseptorleri kullanilmaktadir (160). VacA’nin RPTPé& ve
RPTP ile etkilesimin peptik iilser olusumuna yardimci oldugu diistiniilmektedir (146).
RPTP-a ve RPTP-fB VacA’min konak hiicre reseptorii olarak identifiye edilen
sfingomiyelinlerdir. Sfingomiyelin hiicre memran1 ile VacA iligkisinde ve toksinin
indiikledigi vakuolizasyonda gereklidir. VacA’nin 06zellesmis membran fonksiyonel
domainlerine baglanmasinin hiicre sinyalizasyonunda biyolojik olarak anlamli olabilecegi
diistiniilmektedir (66). VacA’nin RPTPP’ya baglanmas: hiicre vakuolizasyonuna neden olur
(70). Ayrica, VacA proteinin hem ml hem m2 formlarinin RPTP&4 ve RPTPRB’ya
baglanabildigi gosterilmistir. RPTP molekiiliiniin ekstraselliiler domainleri farkli hiicrelerde
diferansiyel post-translasyonel —modifikasyonlar (glikolizasyon) gecirirler ve bu
modifikasyonlarin VacA’nin baglanma aktivitesini etkiledigi bilinmektedir. Bu yiizden,
VacA’ nin ml veya m2 formlarina karsi hiicresel yanitinin bir kisminin en azindan RPTPs
post-translasyon modifikasyonlar ile kontrol edilebilecegi diisiiniilmektedir (146). VacA’nin
konak hiicrede sitoplazmik vakuolizasyon, mitakondriyal hasar, sitokrom c salinimi, apoptoz
ve immun kagis gibi etkileri vardir. VacA oligomerleri erken endozom ve ge¢ endozom
kompartmanlarinin olusmasi ile vakuolizasyona neden olmaktadir. H. pylori hiicre yilizeyinde
vacA 1ile baglandiginda proinflamatuvar sinyaller olusturak niikleusa kadar ulagmakta ve
inflamasyonu indiiklemektedir. VacA, mitakondriye lokalize olarak depolarizasyonu etkiler,

mitakondriyal dinamikleri bozar, mitakondriyal dis membranda bax gecirgenligini
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tetikleyerek apoptozu uyarmaktadir. Apoptoz esnasinda sitokrom c salinimi olur ve hiicre
Olimii gerceklesmektedir. vacA, ayrica p38 aracilifi ile ve glikojen sentaz kinaz aktivasyonu
ile prostoglandin E2 regiilasyonunda artig olmakta hiicresel proliferasyonu diizenlemektedir.
vacA tarafindan stimiile edilen histamin, asit ve pepsine karsi bikarbonat aracili korumay1
inhibe etmektedir (163).

VacA baska hiicrel eride etkilemektedir. VacA, parietal hiicre icerisine kalsiyum
girisini indiikleyerek calpain 1’1 aktive eder ve proton salmimimi engeller. H. pylori’nin
icerdigi vakuoller makrofaj igerisinde yasama olanak taniyarak immun kagis saglamaktadir.
Hiicre i¢i kalsiyum salinimina neden olarak mast hiicreleri igerisinde salgisal graniillerin
salintmini indiikler. Monositlerin vacA intoksikasyonu p38 aktivasyonuna neden olur NFKB
araci81 ile sitokin salinimi olur. H. pylori tarafindan epitel hiicre-hiicre baglarinin harabiyeti
ile VacA T hiicre proliferasyonu ve aktivasyonunun bozulmasmi aktive etmektedir. B
hiicrelerde ise MHCII antijen sunumunu engellemektedir (163).

VacA’nim ilk olarak Racl guanin trifosfastaz (GTPaz) ile kontrol edilen filamentoz
aktin (F-aktin) yapisinin altindaki plazma membran bodlgesine baglandig: bildirilmistir (165).
VacA daha sonra klatrinden bagimsiz Cdc24 ile kontrol edilen erken endositik kompartman
icinde pinositoz edilir ve vakuol olusumunu uyaran ge¢ endozom olusur (146). CD2-iligkili
proteininin (CD2AP) VacA iceren erken endozom ile F-aktin arasinda koprii kurdugu
bildirilmistir. CD2AP, F-aktin yapisim1 diizenler ve VacA’nin erken endozomdan geg
endozoma transferi i¢in gereklidir (110). Lizozom-endozom fiizyon siirecinde ise vezikiil
iligkili membran protein 7 (VAMP7) ile Q-SNARE sintaksin yedi rol oynamaktadir (66).
H. pylori ile enfekte epitel hiicre kiiltiirlinde kullanilan golgi parg¢alama ajani Brefeldin A
(BFA)’nin VacA’nin indiikledigi hiicre vakuolasyonunu artirdig1 ve ayrica VacA’nin diistik
toksik formlart ile hiicresel vakuolizasyonu indiikledigi gosterilmistir (70).

VacA, insan T hiicrelerinin H. pylori aracili inhibisyonunda anahtar faktordiir (170,
171). VacA baslangigta epitel hiicrelerin vakuolizasyonunu indiikleme yetenegine sahip
oldugu tanimlanmistir (70, 171). VacA, Ca™ —kalmodulin- bagiml fosfataz kalsindrin
seviyesinde T-hiicre reseptor/IL-2 sinyal yolagi ile engelleyerek hiicre proliferasyonunu
inhibe eder (171). Transforme T hiicre hattinda, VacA optimal T-hiicre aktivasyonu igin
gerekli olan transkripsiyon faktorii niikleer faktor aktive edici T hiicreleri (NFAT) ’nin
niikleer translokasyonu ve T-hiicresi canliligi ve proliferasyonu igin gerekli olan IL-2

salinimini bloke eder (170, 171). Sundrud ve arkadaslar1t VacA’nin NFAT aktivasyonu ve IL-

51



2 ekspresyonundan bagimsiz olarak, aktive CD4+ T-hiicrelerinin proliferasyonunu inhibe
ettigini gostermislerdir (170).

VacA’nin mitokondriye gecisindeki hedef yolak tam olarak bilinmemektedir (Sekil
12). VacA plazma membranina baglandiktan sonra ilk olarak sitozole ulagmalidir. Bundan
sonra, VacA mitokondriye gecer ve sonrasinda dis mitokondriyal membranin obiir tarafina
gecmektedir. Di1g mitokondriyal membranin sirayla proteinler karsiya gegmekte ve bunlar dig
mitokondriyal membran translokazi (TOM) ic¢inden gecirilmelidir (160). VacA uygun sartlar
altinda heptamer, dodekamer, tetradekamer olusturabilmektedir (162). Protein geg¢iren kanal
katlanmis proteinler i¢in uygun olmayan bir ¢capa sahiptir. Bu nedenle, VacA kanal arasindan
gecmek ve mitokondriye girmek icin translokasyon oOncesi ya da esnasinda katlanmamig
olmalidir. Son ¢alismalarda VacA’nin N-terminal domaininin mitokondriyal gegiste 6nemli
oldugu bildirilmistir. N-terminal ucu ayn1 zamanda VacA membran kanal olusumu ig¢in
gereklidir. Kanal olusumu sitozole endozomal kisimdan VacA’nin salinmasinda 6nemli

oldugu ve mitokondri i¢in hedef olabilecegi diistiniilmektedir (160).
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Sekil 12. VacA’nin mitokondriye girisi (160)
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VacA p33 ve pS5 alt iiniteleri endositozla konak hedef hiicrelerine girmektedir.
Mitokondrial i¢ membranda anyon kanali olusmaktadir. p33 ve p55 alt iinitelerinin bir araya
gelmekte ve mitokondri i¢ membraninda por olusturmaktadir (109). p33 N-terminal ucu,
mitokondriyal hedef i¢in 6nemli ve etkili oldugu bildirilmistir. Mitokondriyal dis yiizeyde p33
icin primer reseptdr yapisinin endojen mitokondriyal proteinlerin igeri aktarilmasi igin
gereksinim duyulan dis membran TOM kompleksinin bir parcasi olan Tom20 oldugu
bildirilmistir (162, 172). TOM kompleksinin merkez komponenti Tom40 mitokondri igine
p33’iin aktarilmasini diizenlemektedir. Sonug¢ olarak, p33 mitokondriyal i¢ membranda
toplanmaktadir. VacA ya da toksik alt iinite p33, direkt temas yoluyla endozomdan
mitokondriyal membrana transfer olabilmektedir. VacA’ ’nin mitokondriye ge¢is yolaginin “1)
Hedef hiicreye VacA baglanmasi p55 alt initesi ile iliskilidir 2) VacA hedef hiicrelere
endositoz ile girer 3) Erken ve ge¢ endozom toplanir 4) Mitokondriyal dis membran ile
endozomal membranin spesifik ve direkt etkilesimini diizenler 5) VacA sonug¢ta mitokondri
igerisine aktarilir.” sekilde oldugu ongoriilmektedir (162).

VacA sitozol icine gecer, mitokondri i¢ membraninda toplanarak endojen mitokondri
kanallar1 aktive olur ve bdylece apoptoz uyarilir. VacA’nin proapoptotik etkisi hiicre tipine
baglidir ve gastrik epitel hiicrelerde sinirli kalacag: diisiiniilmektedir. CagA’dan farkli olarak
VacA’nin T hiicre apoptozunu uyarmadigr ve T hiicre proliferasyonunu 6nemli derecede
azalttig1 ve bdylece H. pylori enfeksiyonu patogenezine yeni bir bakis agis1 kazandiracagi
disiiniilmektedir  (149). vacA’nin  N-terminal domainindeki hidrofobik  bolgenin
vakuolizasyon i¢in gereksinim duyuldugu gosterilmistir. vacA’nin hidrofobik bolgesi
uzaklagtirildiginda yalnizca vakuolizasyonu inhibe etmez aymi zamanda mitokondri i¢
membranina entegre olmasini engeller. Vakuolizasyon indiiksiyonunundaki roliiniin yani sira
apoptotik kaskadini baglatmaya neden olabilen mitokondriye lokalize oldugu gdosterilmistir.
Tipik olarak apopotoz esnasinda bilinmeyen bir mekanizma aracilifi ile mitokondri i¢
membran boslugundan sitoplazma igerisine sitokrom c¢ salinir, sonrasinda hiicre 6liimi ile
sonuglanan downstream 6lim kaspazlar1 aktive olur (160). VacA, Bax ve Bak pro-apoptotik
proteinlerini aktive ederek mitokondriden sitokrom-c salinimini uyarir ve bdylece VacA ile
uyarilmis apoptozun hiicrenin vakuolizasyonundan bagimsiz oldugu gosterilmistir (47, 146).

vacA geni tim H. pylori suslarinda bulunmasina karsin, tim H. pylori suslarinin hepsi
protein salgilamazlar (50). Suslarin %50-65’1 sitotoksin {iiretir ve in vitro olarak Hela

hiicrelerinde ve in vivo gastrik epitel hiicrelerde vakuolizasyonu indiiklemektedir (173). VacA
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pozitif H. pylori suslar1 ¢dziinebilir formda bir sitotoksin salgilamakta ve dis membran
vezikiilleri ile iliskili oldugu bildirilmistir. Bu kii¢ciik membran6z yapilar in vitro ve in vivo
olarak H. pylori’'nin yiizeyinden olugmaktadir (174). VacA proteininin salgilanmasi1 CagA
proteini varlhigr ile iliskilidir (50). VacA’nin epitel hiicrelerde CagA’nin indiikledigi bazi
yanitlar1 inhibe edebildigi gosterilmistir. VacA EGFR, HER2/Neu ve sonradan hiicre
scattering ve elongasyonunda onemli olan Erk1/2 MAPK ’nun aktivasyonunu inhibe
etmektedir. Bu durum, VacA ve CagA’nin ¢ok fazla hiicresel hasardan kacginirken hiicreler ile
H. pylori etkilesimine izin vererek epitel hiicrelerde birbirlerinin etkilerini downregiile ettigini
gostermektedir. Parietal hiicreler ile VacA etkilesimi apikal membran sitoiskelet
etkilesimlerini bozan, gastrik asit sekresyonunu inhibe eden ve H. pylori ile enfekte hastalarda
gozlenen hipoklorhidrik fenotipini taklit eden ezrinin kalpain aracili proteolizizini
diizenlemektedir. Ayrica VacA mukozal histamin salinimini stimule ederek prostoglandin E2-
stimule duodenal mukozal bikarbonat salinimimi inhibe eder. Bikarbonat saliniminda
VacA’nin inhibitor etkisi lilser gelisimine katilarak asit hasarina karsi duedonal mukozal
savunmay1 zayiflatabilmektedir (66).

vacA ml alleli siklikla epitel hasar, atrofik gastrit ve intestinal metaplaziyi igeren
gastrik degisiklikler ve gastrik karsinoma ile iligkilidir. Ayrica, insan gastrik mukozasinda
PMN infiltrasyonu ve bakteriyal yiik artisi, duodenal ve gastrik {ilserasyon, gastrik kanser ile
iliskili oldugu bildirilmistir (163). babA, cagA ve vacAsl birlikte bulundugunda, bati
populasyonunda duodenal iilser ve gastrik adenokarsinoma ile iliskilidir (117). vacA sl ve il
polimorfizmi, antrumda kronik inflamatuvar infiltrasyon ile iliskili oldugu, gastrik atrofi,
intestinal metaplazi ve H. pylori kolonizasyonu yogunlugu ile iligkili olmadig: bildirilmistir

(175).
2.5.5. Konak Hiicre Yamti

Dogal bagisiklik yanitta, epitel hiicreler patojen iliskili molekiiler paternler (PAMPs)
olarak adlandirilan patojenlerin korunmus mikrobiyal yapilar1 araciligi ile enfeksiyon igin ilk
bariyeri olusturmaktadir. PAMP’lar mikrobiyal niikleik asitler ve peptidoglikan, LPS,
lipoproteinler ve flajellinler gibi hiicre duvar ve flajellar komponentleri icermektedir.
PAMP’lar sitoplazmik ve endosomal membranlarda [TLR’ler, C-tip lektin reseptorleri
(CLRs)] ya da sitozolde [NOD benzeri reseptorler (NLRs), RIG benzeri reseptorler (RLSs)]

bulunan dogal immiin ya da patern tanima reseptorlerin (PRRs) en az dort farkli sinifi ile
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taninmaktadir. PRR’ler yalnizca hematopoetik hiicrelerde degil ayni zamanda H. pylori
enfeksiyonuna karsi savunmada ilk hat olan gastrik epitel hiicrelerdede bulunmaktadir (170).
TLR ve niikleotid baglayan oligomerizasyon domain (Nod) proteinleri; lipoproteinler ve
peptidoglikan (TLR2), lipopolisakkarit (TLR4), flajellin (TLRS), bakteriyel DNA’nin CpG
motifleri (TLR9) ve peptidoglikan (Nod1 ve Nod2) gibi bakteriyal komponentleri diizenleyen
konak molekiilleridir. H. pylori’ye karsi sitokin yanitt TLR2, TLRS ve TLR9 (ama TLR4
degil) yoluyla aracili dogal bagisiklik reseptorleridir (70). TLR2, H. pylori LPS’sini, TLR9 H.
pylori lipoproteinlerini ve DNA’sin1 tanimaktadir (171). Ayrica bazi ¢aligmalarda bunun
aksine, gastrik epitel hiicreler TLR-4 eksprese etmediklerinden, H. pylori LPS’si muhtemelen
fare modellerinde gosterildigi gibi TLR-4 eksprese eden monositlerle enfekte mukozanin
infiltrasyonu araciligi ile tanimlandigi da bildirilmektedir (176). Dendritik hiicrelerde H.
pylori 5’-trifosforlanmig RNA, RIG-1 bagimli tanima ile tip 1 interferonlarin ekspresyonunu
indiikler. DC-SIGN gibi CLR reseptorleri i¢in fukosillenmis H. pylori ligandlar
tanimlanmistir. NOD1 H. pylori peptidoglikanim1 tanir ve NF-xB ve API1 transkripsiyon
faktorlerini aktive eder ve ayni zamanda tip 1 interferonlarin {iretimine neden olur.
Muhtemelen, heniiz kesin olmamakla birlikte flajellin (NAIPS ve IPAF) ve toksinleri
(NALP3) iceren H. pylori NLRs’lerinin inflamazomu aktive ettigi ve olgun IL-1p ve IL-18
salinimina neden oldugu disiiniilmektedir (Sekil 13) (171).
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Sekil 13. Helicobacter pylori’nin taninmasinda konak dogal bagisiklik reseptorleri ve sinyal

aglar1 (171)

H. pylori diger gastrointestinal patojenlerden farkli olarak PAMP’larin tanimasindan
kagmak i¢in evrim geg¢irmis oldugu bildirilmektedir. H. pylori flajellinin N-terminal D1
domaininin TLRS tanima bdlgesindeki mutasyonlar nedeni ile flajellin TLRS i¢in zayif
liganddir. Gergekten, H. pylori flaA sekansina benzeyen Salmonella flajellininde tanimlanan
89-96 mutasyona ugrayan rezidii TLRS tanimasini durdurmaktadir. Bakterinin LPS tabakas1
dominant olarak E. coli LPS tabakasi ile karsilastirildiginda 1000 kat azaltilmis biyoaktivite
gosterdigi bilinen tetra-acillenmis lipid A’dan olusmaktadir. H. pylori LPS tabakasi
TLR4/MD-2 kompleksini aktive eder fakat kompleksin hiicrelerde overekspresyonu yalnizca
in vitro olarak gosterilmistir (177). Guigli TLR4 ligandindan daha ziyade, H. pylori LPS
tabakasi gastrik epitel hiicrelerdeki TLR2’yi aktive ettigi diisiiniilmektedir, fakat buda
TLR’nin ektopik ekspresyonu kullanilarak yalnizca in vitro olarak gosterilmistir. Hayvan ve
hiicre kiiltiir deneylerinde, TLR2 ligandlarinin (LPS ya da digeri) gercekten H. pylori ve
Helicobacter tiirlerinde varoldugu ve epitel hiicrelerde TLR2’ye baglanabildigi ve NF-«kB’yi
aktive ettigi gosterilmistir (171). Baz1 H. pylori suslarinda TLR4 yoniine ¢eviren LPS

tirevleri tiirevleri tanimaktadir (177). H. pylori DNA’s1 in vitro olarak dendritik hiicrelerde
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eksprese edilen TLR9'u aktive ederken, TLRO” fareler H. pylori enfeksiyonlarmi kontrol
etme yeteneginde vahsi tip farelerden farkli olmadigi bildirilmistir (171).

Ekstraselliiler TLR4, peptidil-prolil sis-trans izomeraz HPO175 ile direkt olarak
etkilesir. HP0175’in uyardigir IL-6 gen ekspresyonunun, monositik hiicrelerde MAPK ve
TLR4 bagimli NF-kB aktivasyonuna bagli oldugu bildirilmistir. TLR2 ve TLR4,
makrofajlardan IL-18 ve IL-6 gibi H. pylori’nin uyardigi sitokin ekspresyonu icin gereklidir.
Ayrica, TLR2’ye bagimli NF-kB ve MAPK sinyallerinin IL-8 salinimini uyaran HSP60 i¢in
gerekliliginin ve NF-kB ve MAPK gibi TLR-iliskili sinyal transdiiksiyon yolaklarinin
H. pylori enfeksiyonu patogenezinde 6nemli rol oynadigi gosterilmistir (14). NF-xB, NF-IL6
ve CRE H. pylori enfeksiyonu aracili COX-2 indiiklenmesiyle iliskili olabilecegi bildirilmistir
(70). Chan ve arkadaslar1 H. pylori’nin uyardigi COX-2 ekspresyonunun COX-2 promotorii
ile CRE ve AP-1 aktivasyonu sonucu downstream transkripsiyon faktorleri (CREB-1, ATF-2,
c-jun, c-fos) ve ozellikle p38’mn MAPK’1 aktive ettigini, TLR2/TLRY yoluyla anjiyogenez
olusumunu ve kanser hiicre yayilmasimi arttirdigini; bunun etkisinin hem NS398 hem de
celecoxib spesifik COX-2 inhibitérii ile inhibe oldugu bildirilmistir (178).

H. pylori giiglii bir dogal bagisiklik yanit1 indiikler. H. pylori’ye kars1 dogal bagisik
yanit gastrik epitel inflamasyonu (gastrit) ile sonuclanir ve H. pylori’ye karsi kazanilmis
immun yanitin baslangici i¢cin énemli olan kemokinler ve sitokinlerin salinimi araciligi ile
diger immun hiicreleri ve notrofillerin akinini indiikler. H. pylori’ye karst immiinite T hiicre
bagimhidir. T hiicreler Helicobacter’e karst koruma i¢in gereklidirler, fakat ayni1 zamanda
gastik immun aracili hasar B hiicrelere ya da antikor salinimina degil T hiicrelere baglhdir
7).

Hem CD4+ hemde CD8+ T hiicreler H. pylori enfeksiyon bolgesinde artis
gostermektedir (175). CD4" T hiicreleri sitokin salinim profili ve sitotoksik potansiyeline gore
siniflandirlir. iki temel Th hiicre vardir. Thl hiicreleri TNF ve interferon-y (IFN-y) salgilar,
perforin ya da FAS (CD95) ile diizenlenen mekanizmalar araciligi ile antijen yiiklii hedef
hiicreleri lizisine ve makrofaj aktivasyonuna neden olmaktadir. IL-4, IL-5 ve IL-10 salinimina
neden olan Th2 hiicreler, Th1 hiicre aracili inflamatuvar olaylarin down regiilasyonunu saglar
ve B hiicreler tarafindan antikor {iretimine yardimci olmaktadir. Konak sitokin yanit1 hastalik
gelisimi ve gastrit baslangicinda 6nemli bir belirtegtir (97). Farkli fare suslarindaki asi
caligmalarinda, Helicobacter tiirleri ya da fare suslarina bagl olarak hem Th2 hem de Thl

sitokin yanitinin H. pylori’ye karst kazanilmis bagisik yanitta rol oynadigi ve hastaliktan
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korunmada enfeksiyona kars1 Th1/Th2 yanitinin dengesinin 6nemli oldugu gdsterilmistir (97,
176). Gastritin siddeti dogal bagisik yanita baghdir ve midedeki inflamasyon paterni hangi
hastaligin gelisecegini belirlemektedir. Kronik antrum baskin gastrit, artmis asit iiretimi ve
duodenal iilsere egilim ile iliskili iken; korpus baskin ya da pan-gastrit azalmis asit liretimi,
gastrik iilser ve adenokarsinomaya egilim ile iligkilidir. H. pylori iligkili gastroduodenal
hastaliklarin gelisimi ya da asemptomatik kronik gastrit kazanilmis bagisiklik yanitin
predominant T-yardimci fenotipi ile iliskilidir. H. pylori enfeksiyonunda insan gastrik T
hiicreleri patoloji ile iligkili olan Thl fenotipi baskindir (97). H. pylori’'nin indiikledigi Th1
yanit1 kanser gelisimine neden oldugu bildirilmektedir (111).

Gastrik mukozada dendritik hiicreler antijen yapmaya baglamaktadir ve naif T
hiicrelerin aktive edilecegi lenf nodlar1 yakinina go¢ etmektedir. In vitro olarak, H. pylori
varliginda kiiltlire edilen dendritik hiicreler aktive olmakta ve IL-6, IL-8, IL-10, IL-12, IL-1
ve TNFa sitokinleri salgilanmaktadir. H. pylori enfekte bireylerde, peptik iilser hastalig
gastrik CD4" T hiicre yanitlarmi Th1 polarizasyonu ile iliskilidir. Kronik gastrit hastalig1 ise
karisik Th1/Th2 yanit1 ile iligkilidir. Peptik iilser hastalarindan tiirevlenen H. pylori reaktif Th
hiicre klonlarinin yaklasik yaris1 CagA’ya spesifiktir. Ulser olmayan gastritli hastalardan
tirevlenen H. pylori reaktif Th hiicre klonlarinin yaklasik dortte biri H. pylori iireazina
spesifiktir. H. pylori spesifik T hiicre yanitinin Thl polarizasyonu daha ciddi hastalik ile
iliskilidir (97). Afrika’da ve Cin, Japonya, Tayland ve Endonezya gibi Asya iilkelerinde
H. pylori enfeksiyonu prevalansi yiiksek olmasina ragmen, diger iilkelere gore bu bolgelerde
gastrik kanser insidansi1 daha diistiktiir, bu fenomen “Afrikali enigma” ve “Asyali enigma”
olarak adlandirilmaktadir (52, 111). H. pylori enfeksiyonunda polarize Thl yanitinin
patojenik kapasitesi indirekt olarak siklikla “Afrikali enigma” olarak adlandirilan fenomen ile
desteklenmektedir. Afrika’da H. pylori enfeksiyonu prevalans: yiiksek olmasina ragmen,
peptik iilser hastalii ve gastrik kanserin nadir oldugu bildirilmistir. Afrika’da H. pylori
iligkili hastaliklarin diisiik prevalans gostermesi olasi nedeninin; endemik yiiksek parazitik
salgin Th2 baskin yanitina neden oldugu ve bu yanitin da H. pylori enfeksiyonuna sahip
bireyleri peptik iilser ve gastrik kanser gelisiminden korumakta oldugu bildirilmektedir (97).

CD4"CD25" regulator T hiicreleri (Treg) yalnizca otoimmiin hastaliklarin gelismesini
onlemez ayn1 zamanda H. pylori enfeksiyonu gibi patojen tarafindan indiiklenen enflamasyon
ve hastalig1 regiile etmekte oldugu bildirilmistir. Farede, CD4"CD25" Treg gastrik mukozada

H. pylori kolonizasyonunu arttirmasina ragmen, gastik immunopatolojiyi azaltmakta ve

58



H. pylori spesifik CD4" T efektor hiicrelerin antijen spesifik proliferasyonunu in vitro olarak
baskilamakta oldugu bildirilmistir. /n vivo olarak, H. pylori ile enfekte farelerde CD4*CD25*
Foxp®* Treg’lerin bosaltmasi ciddi gastrite, gastrik mukoza igerisine B hiicreleri, T hiicreleri
ve makrofajlarin salinimina, H. pylori spesifik IgG1 ve IgG2c titresinin artmasina ve sonug
olarak bakteriyal yiikiin azalmasina neden olmaktadir. CD4"CD25" Treg tarafindan efektor T
hiicre baskilanmasinin mekanizmasi agikliga kavusmamistir ancak CTLA-4 aracili anerji ve
TGF-8 salinimini igermekte oldugu bildirilmigtir. CD4" T hiicreleri bir kere CD4"CD25" Treg
tarafindan anerjik hale getirildiginde, bu Treg’lerin varlig1 hiporeaktiviteyi korumak icin
gerekli degildir. insanlarda ayni zamanda, dogal CD4*CD25* Foxp®* Treg’ler H. pylori
enfeksiyonu esnasinda caligmakta ve bakteriyal kolonizasyon ve mukozal TGF-f gen
ekspresyonu artis1 ile korele oldugu bildirilmistir. Yetigskin bireyler ile karsilastirildiginda
H. pylori ile enfekte cocuklarda H. pylori kolonizasyon diizeyi benzer olmasina ragmen, Treg
sayilariin arttig1 ve Treg- sitokinleri TGF-B ve IL-10’un ekspresyonunun arttig1 ve gastrit
diizeyinin daha diisiik oldugu bildirilmektedir. H. pylori enfeksiyonu insanlarin ¢ogunda
asemptomatik persistent enfeksiyona ve yetersiz regiilator T hiicre yanit1 olan bireylerde
gastroduodenal patoloji gelisimine neden olan CD4*CD25* Foxp™* Treg’leri indiiklemektedir.
H. pylori enfeksiyonuna yaklagimda regiilatér T hiicrelerinin bu etkileyici rolii “Afrikali
enigma” icin bir diger acgiklama getirmektedir; endemik bdlgelerde uzun siireli helmint
enfeksiyonlar1 saglam bir anti-enflamatuvar, regiilatér T hiicre agin1 indiiklemektedir ve bu da
H. pylori ile enfekte bireyleri peptik iilser ve gastrik kanser hastaligindan korumaktadir (97).

H. pylori enfeksiyonu IL-2 ve IFN-y iiretimi ile sonug¢lanan primer Thl T hiicre
yanitina neden olmaktadir (84, 168). H. pylori ve B lenfositler arasindaki etkilesim
predominant CD5+ B hiicrelerin kontrolsiiz biiylimesi ve proliferasyonuna neden olmaktadir.
Bu hiicreler polireaktif ve oto reaktif IgM ve IgG3 antikorlar1 liretmektedir. H. pylori ile
kronik enfeksiyon ve sonugta olusan iireaz salinimi B hiicrelerin canliligimin artmasi ve
stimulasyonuna neden olmaktadir (84).

H. pylori enfeksiyon patolojisi gastrik mukozada kaskad olaylar1 seklinde gerceklesir.
Bakterinin gastrik mukozada kolonizasyonu kronik gastrit ile sonuglanir, bazi hastalarda ise
kronik gastrit {ilser veya kansere doniisebilmektedir. H. pylori enfeksiyonu kanser
olusumunda, ilerlemesinde ve kanser hiicrelerinin yayiliminda 6nemli rol oynamaktadir.
H. pylori’nin indiikledigi patolojik degisikliklerin mekanizmasi proinflamatuvar sitokin olan

NF-kB’nin aktivasyonunu ve vaskiiler endotelyal biiylime faktorii (VEGF) gibi biiyiime
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faktorlerinin ekspresyonunu arttirir. NF-kB uyaran kinaz (NIK) ve p21 uyaran kinaz 1
(PAK1) arasindaki direkt etkilesim H. pylori infekte epitel hiicrelerde gosterilmis ve
proinflamatuvar sitokinlerinden TNF-o’nin endojen timdor promotorii oldugu bildirilmistir. H.
pylori’de gastrik kanser olusumunda yeni proteinler Tipa gen ailesi ve HP-MPI'nin, Ras
protein ve NF-kB aktivasyonu ile timor-destekleyici aktivitesinin ortak calistigi gosterilmistir
(146).

H. pylori enfeksiyonu gastrik mukozanin mikrogevresinde; gastrik epitel hiicrelerin
apoptozunda artis ve gastrik mukoza hiicrelerinde enflamatuvar yanitin yami sira direkt
sitotoksisite olusturmasi gibi degisikliklere neden olmaktadir. Thl hiicreler H. pylori
enfeksiyonunda segici olarak artmaktadir. IFN-y ve TNF-a gibi Thl sitokinler, H. pylori
tarafindan indiiklenen apoptoza ek olarak proinflamatuvar sitokinlerin = salinimini
arttirabilmektedir. H. pylori enfeksiyonu ayni zamanda T hiicrelerin infiltrasyonu ile Fas/FasL
iliskisi aracilig1 ile gastrik epitel hiicre apoptozuna neden olan gastrik epitel hiicrelerde Fas
ekspresyonundaki artis ile gastrik mukoza hasarini da indiikleyebilmektedir. H. pylori’nin
gastrik epitel hiicre ile etkilesimden sonra sitotoksinler araciligi ile hiicre Oliimiine direkt
neden oldugu gosterilmistir (179).

H. pylori enfeksiyonu mitokondriyal yolak araciligi ile apoptozu indiiklemektedir. Bax
ve Bak pro-apoptotik proteinleri H. pylori enfeksiyonunda fazla miktarda eksprese
edilmektedir. Ayrica, cagA pozitif suslar yiiksek Bax ve Bak skoru ile iliskilidir. Anti-
apoptotik proteinlerden Bcl-2 ve Bcl-x midede kiigiik kurvaturda fazla miktarda eksprese
edildigi bildirilmistir. Oksidatif stres ile mitokondriyal yol aktive edilmektedir. Virulan suslar
ile enfeksiyon daha ciddi enflamasyon reaksiyonu ve yiiksek oksidatif hasar1 ortaya
cikarmaktadir (180). H. pylori aracili patogenezde apoptoz da diizensizlik ve anti-apoptotik
yolak 6nemli faktorler olarak tanimlanmistir (111). Sitokrom-c gibi Bcl-2 protein ailesi ile H.
pylori’nin uyardigr hiicre olimi ispat edilmistir. Son yillarda, apoptozu diizenleyen
mekanizma bazi arastirmacilar tarafindan aydinlatilmistir. Ashktorab ve arkadaglar,
fonksiyonel ARF ve p53 proteini mitokondriyal modifikasyonu uyarir ve bunda H. pylori’nin
de 6nemli bir rol oynadigini bildirmislerdir (181). Makrofaj migrasyon inhibitor faktdr (MIF)
kanser olusumu ile ilgili proinflamatuvar sitokindir (14). Beswick ve arkadaslar,
H. pylori’nin CagA’ya bagh olarak MIF’1 uyardigini, MIF’in epitel proliferasyon ve
prokarsinogenezdeki roliiniin H. pylori rekombinantinda hiicre proliferasyonunu artirdigin

gostermislerdir (182). Galgani ve arkadaslari, H. pylori suslarinin fonksiyonel cag PAI'nin
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ekspresyonu ile insan monositlerinde apoptozu uyardigini gostermislerdir (183). Eguchi ve
arkadaglar1 ise siklin bagl kinaz inhibitérii olan p27°nin H. pylori’ye karsi gastrik epitel
hiicrelerdeki apoptotik yanitin bir kismini diizenledigini bildirmislerdir (184). Fosfatidil
inositol 3-kinaz/protein kinaz B (PI3K)/(Akt) sinyal yolag1 hiicre proliferasyonunu, canliligini
ve goOclinii iceren farkli biyolojik siirecleri regiile etmektedir. H. pylori epitel hiicrelerde
PI3K-Akt sinyal yolagini aktive etmektedir. Mongolian gerbil modellerde hiperfosforillenmis
Akt H. pylori ile enfekte hayvanlarin gastrik pit hiicrelerinde predominant olarak eksprese
edilmektedir. H. pylori’nin indiikledigi PI3K-Akt sinyalinde bakteriyal virulans faktorlerin
gerekmesi gibi farkliliklar bulunmaktadir. PI3K aktivitesi reseptor tirozin kinaz tarafindan
indiiklenebilmektedir. C-Met degil ama EGFR aktivasyonunun H. pylori aracili PI3K-Akt
sinyali ile iligkili oldugu bulunmustur ve hiicre canliligi, go¢ii ve IL-8 iiretiminde onemli
oldugu gosterilmistir. Hiicre hatti1 modellerinde Akt’in downstream hedefi olan GSK3f’nin
H. pylori tarafindan fosforillendigi ve inaktive edildigi gosterilmistir. GSK3p aktivitesinin
suprese edilmesiyle, H. pylori B-katenin fosforilasyonu ve ubikutin bagimli degredasyonun
inhibisyonuna ve siklin DI’in T hiicre faktor/lenfoid enhancer baglayan faktor (Tcf/Lef)
bagimli transkripsiyonuna neden olmaktadir. H. pylori tarafindan PI3K-Akt aktivasyonuyla
GSK3p supresyonu NF-«kB aktivasyonu ve IL-8 iiretimi ile iliskili olabilmektedir (66). EGFR
promitotik ve antiapoptotiktir ve asir1 ekspresyonunun kontrolsiiz proliferasyon ve gastrik
neoplazi riskinin artmasina yol agabilecegi diistiniilmektedir. EGFR ekspresyonunun H. pylori
enfeksiyonu tizerindeki etkisi AGS hiicrelerinde ¢aligilmistir. cagPAl-pozitif suslarda; EGFR
transaktivasyonu, ERK fosforilasyonu ve Src aktivasyonunu ile EGFR ekspresyonunun
onemli derecede artis gosterdigi bulunmustur (110). Ayrica eksternal membran vezikiilii olan
gama-glutamil transpeptidaz ve VacA gibi virulans faktorlerinin apoptoz i¢in uyarict olduklari
gosterilmistir. CagA’nin pro ve anti-apoptotik faktorler arasindaki iligkisi rapor edilmistir
(14). CagA’nin Mek - Erk - SRE yolag ile antiapoptatik proteinlerin ekspresyonunu
arttirdig1 saptanmustir (185). CagA pozitif suslar ile enfeksiyon, atrofi olusumunda Snemli
gorevi olan ¢ogunlukla sinusa ait kiicik kivrimlarda bulunan gastrik mukozadaki pro-
apoptotik proteinlerin asir1 ekspresyonu ile iliskili oldugu bildirilmistir (14). Bu etkide
monositler ve bakteri arasinda direkt baglanti gereklidir fakat VacA ve CagA’dan farkli
olarak tanimlanmamus faktdrlere de gereksinim duyar. Ilging olarak, in vitro iiretilmis monosit

tiirevi dendritik hiicreler H. pylori’nin uyardig1 apoptoza direnglidirler (94).
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Direkt olarak apoptoza neden olmasinin yani sira, H. pylori TNF iliskili apoptozu
indiikleyen ligand (TRAIL) aracili apoptoz sinyalinin modulasyonu aracilig1 ile gastrik epitel
hiicrelerde TRAIL aracili apoptoza duyarlilig1 indiiklemektedir (179, 186). Ayrica, H. pylori
enfeksiyonu T lenfositlerin infiltrasyonunu indiiklemektedir ve apoptozu arttirmak igin
enflamasyona neden olmaktadir. FasL ile gii¢lii homoloji gosteren TNF siiper aile iiyesi olan
TRAIL (aynm1 zamanda Apo2L olarakta adlandirilir) in vitro olarak transforme hiicre hatlarinin
cesitliliginde apoptozu indiikleyebilir ancak normalde ana hiicrelerde indiikleyememektedir.
in vivo olarak aktive olmus T hiicrelerde sitotoksik efektdr bir molekiil olarak gorev
yapabildiginin gostergesi olarak T hiicreler TRAIL/TRAIL reseptor etkilesimi araciligi ile
hedef hiicreleri oldiirebilmektedir. H. pylori gastritinde TRAIL/TRAIL reseptor etkilesimi
infiltre edilmis T hiicreleri ve gastrik epitel arasindaki etkilesimi kapsamaktadir. H. pylori’ye
kars1 hassas insan gastrik epitel hiicreler, Helicobacter enfeksiyonu esnasinda infiltre edilmis
T hiicreler tarafindan gastrik epitel hiicrelerin immun aracili apoptozunda rol oynayan
TRAIL-aracili apoptoza duyarliligt arttirmaktadir. H. pylori tarafindan TRAIL duyarliliginin
indiiksiyonu H. pylori’nin virulans faktorleri VacA ve CagA’nin ekspresyonuna bagh
degildir, canli bakteri ve direkt epitelle baglantiya baghdir. Gastrik epitel hiicrelerde
H. pylori'nin indiikledigi TRAIL-aracili apoptoza karsi duyarlilik apoptoza direncinin
kirilmas1 ve mitokondrial yolagin aktivasyonuna neden olan mitokondriye 6liim sinyalini
gotiiren kaspaz 8 down-stream yolaginin aktivasyonuna baglhidir (179).

Gastrointestinal epitel organizmalarin kagmasina duyarlidir ve enflamasyon bolgesine
lenfositlerin ve dendritik hiicrelerin cekilmesi i¢in sitokinler/kemokinlerin iiretmektedir.
CCR6 mukozal hiicrelerde dendritik hiicre lokalizasyonu, lenfosit homeostazi ve immun
yanit1 diizenlemektedir. CCR6 secici olarak dendritik hiicrelerde ve bazi bellek T hiicrelerinde
eksprese edilen CCL20 i¢in spesifik bir B kemokin reseptoriidiir ve gastrik enflamasyon
esnasinda kemokin aracili lenfosit trafiginde rol oynayabilmektedir. H. pylori
enfeksiyonunda, gastrik mukozada CCR6'CD3" T hiicre infiltrasyonunda belirgin artis
gozlenmektedir ve CCR6 ligand, CCL20 kemokini inflame gastrik dokularda segici olarak
eksprese edilmektedir. Bu sonuglar, CCL20 ve CCR6 arasindaki etkilesim Helicobacter
enfeksiyonu esnasinda gastrik mukozada inflamasyon bdlgesine T hiicrelerin toplanmasinda

rol oynayabilecegini gostermektedir (Sekil 14) (179).
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Sekil 14. Helicobacter pylori enfeksiyonunda gastrik mukoza hasarinin immun

patogenezi (179)

H. pylori enfeksiyonu yoklugunda, gastrik mukoza icerisine ¢ok az T hiicre
infiltrasyonu olmakta ve gastrik epitel hiicrelerde apoptozu indiiklememektedir. Ancak
H. pylori enfeksiyonu varhiginda, H. pylori enflamasyonu indiiklemektedir ve gastrik
mukozada enflamasyon bolgesine CCR6 eksprese eden CD4" T hiicrelerin infiltrasyonuna

neden olan CCL20 kemokininin iiretimini indiiklemektedir. TRAIL eksprese eden T hiicreler
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H. pylori ile enfekte gastrik epitel hiicrelerde sonradan apoptozu indiiklemektedir. Bu arada,
CagA gastrik epitel hiicrelerde oldugu gibi lenfositlerin i¢ine de entegre olabilmektedir. CagA
B hiicrelerin igerisine transloke oldugunda, proliferasyon i¢in B lenfositlerin aktivasyonunu
indiikleyebilmektedir. H. pylori enfeksiyonu yoklugunda, gastrik epitel hiicrelerde oliim
reseptorleri ile TRAIL baglanmas1 yalmzca zayif olarak kaspaz sekiz aktivasyonunu
indiiklemektedir ve hiicre Oliimiine neden olan kaspaz sekiz sonrasi sinyaller aktive
olmamaktadir. Ancak H. pylori enfeksiyonu varliginda, H. pylori apoptoz direncinin kirilmasi
ve mitokondriyal yolagin aktivasyonuna neden olan Bid boliinmesi aracilig1 ile mitokondriye
Oliim sinyalini iletmek ve kaspaz sekiz aktivasyonunu arttirmak i¢in TRAIL birlesmesinden

sonra TRAIL 6liim indiikleyen sinyal kompleksinin (DISC) birlesmesini arttirmaktadir (179).
2.5.6. Otoimmiinite

H. pylori enfeksiyonu gastrik otoimmiinite ile giiclii olarak iliskilidir (97, 118). Bir¢cok
klinik ve epidemiyolojik ¢aligma otoimmun gastritli bir¢ok hastanin H. pylori enfeksiyonuna
sahip oldugunu ya da onceden gegirdigini gostermektedir. Otoimmun gastrit korpusta parietal
hiicrelerin ve zimojenik hiicrelerin {irettigi gastrik asit kaybina neden olan salgi bezlerinin
otoimmun aracili yikimi (korpus atrofi) ile karakterize edilmektedir. Otoimmun gastritin son
noktas1 pernisiydz anemidir. Klasik otoimmun gastrit ve H. pylori ile indiiklenmis korpus
atrofik gastrit arasinda dikkat ¢ekici benzerlikler vardir ve otoimmun gastritin histolojik
olarak tanimlanan on klinik sathast H. pylori eradikasyonu ile basarili bir sekilde tedavi
edilebilmektedir. H. pylori, enfekte bireylerin yaklasik yarisinda gastrik mukozal antijenlere
karsi tepki olusturan otoantikorlart indiiklemektedir. Parietal hiicrelerin sekretuvar
kanalciklarinda yer alan proton pompasi gastrik H'K'-ATPaz otoimmun gastritte
immunopatolojiye neden olan otoantijendir. H'K*-ATPaz ayn1 zamanda korpus atrofili kronik
H. pylori gastritinde tek temel otoantijen olarak identifiye edilmistir. Farede, H. pylori
enfeksiyonu H'K*-ATPaz’1n glikozillenmis -alt initesindeki Lewis antijenleri ve LPS Lewis
kan grup antijenleri arasindaki mimikri aracilig1 ile gastrik otoantikorlar1 indiiklemektedir.
Ayrica, insanda H. pylori iliskili anti- H'K*-ATPaz otoantikorlar1 protein epitoplarina karsi
yonelmektedir ve onlarin olusumu Lewis mimikrisini icermemektedir. insanda, H. pylori
enfeksiyonu, bir kisminin hem H. pylori peptit antijenleri hemde H'K*-ATPaz’a kars1 ¢apraz

yanit olusturdugu gastrik T hiicrelerinin aktivasyonuna neden olmaktadir. Dolasan antigastrik
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otoantikorlar kendi baglarma patojenik degildir fakat devam eden T-hiicre aracili gastrik
otoimmiiniteye isaret etmektedir (97).

Insan otoimmun gastrit patogenezi hakkinda bilinenler deneysel otoimmun gastritin fare
modellerine dayanmaktadir. Deneysel otoimmun gastrit CD4+ T hiicrelerin H'K*-ATPaz a-
alt linitesi (630-641) epitopunu taniyan affTCR eksprese ettigi T hiicre reseptor transjenik
(TCR-Tg) farelerde ya da neonatal timektomize farelerde spontan olarak gelismektedir.
Deneysel otoimmun gastrit ve otoimmun gastritte, gastrik enflamatuvar infiltratlar CD4" ve
CDS8" T hiicreler, makrofajlar ve B hiicrelerden olustugu ve fare modellerindeki histopatolojik
lezyonlar kronik otoimmun gastriti olan insanda gozlenenler ile benzer oldugu bildirilmistir.
Deneysel otoimmun gastrit H'K™-ATPaz-spesifik CD4" T hiicreler ile diizenlenmektedir ve
H'K"-ATPaz’daki hem a hem de B alt {initesindeki gastritojenik T hiicre epitoplar identifiye
edilmistir. Deneysel otoimmun gastrit H'K*-ATPaz icin spesifik Thl, Th2 ya da Thl7
hiicreler tarafindan indiiklenebilmektedir. Ayrica, en temel rol gastrik mukozadan igeriye
giren Thl hiicreleri ve IFN-y’ya baglanabilmesidir. Th1-, Th2- ve Th17-aracil1 gastritte dogal
olarak olusan CD4+CD25+ Treg’lerin rolii tanimlanmis ve TGFf-indiiklenmis otoantijen
spesifik Foxp3* regulatér T hiicreler (iTreg) otoantijen sunan dendritik hiicrelerin
aktivasyonunun baskilanmasi ile otoimmunitenin 6nlenebilecegi gosterilmistir (97).

Gecmis ya da aktif H. pylori ekfeksiyonunun kaniti olmaksizin otoimmun gastritli
hastalarda gastrik mukozada ¢ok sayida T hiicre bulunmaktadir. H'K*-ATPaz otoantijeninin
uyarimi ile antral T hiicrelerinin %3’{i ¢ogalabilirken, korpustan tiirevlenen T hiicrelerin
yaklasik %251 gastrik H'K'™-ATPaz1 taniyabilmektedir. Piirifiye H'K*™-ATPazin T hiicre
proliferasyonu doza bagimli ve HLA sif II ile sinirlidir, otoreaktif T hiicrelerin antijen
spesific poliklonal aktivasyonu ile olusan otoimmun gastritin gostergesi olan farkli TCR Vp
yeniden birlesmesi ve submolekiiler epitoplar icermektedir. Cakisan 15-mer sentetik
peptitlerin kiitiiphanesi, insan gastrik H'K"-ATPazin biitiin a ve £ alt {initelerini kapsamakla
birlikte, H. pylori enfekte otoimmun gastritli hastalardan H'K'-ATPaz-spesifik ve
H. pylori/H' K*-ATPaz-spesifik CD4" T hiicreleri tarafindan taninan submolekiiler epitoplarin
identifikasyonu i¢in kullanilmaktadir. Sonug olarak, aday H. pylori epitoplari her bir bireyin T
hiicre dondriiniin MHC smif II peptit baglayan motiflerinin dikkate alindig1 H. pylori J99 ve
26695 suslarinin genomlar: ile identifiye edilmis H'K'-ATPaz epitoplarinin dizileriyle
karsilastirilmaktadir. H'K*-ATPaz-spesifik CD4" T hiicre klonlar tarafindan taninan H'K'-

ATPaz o ve f alt linitelerinin epitoplarinin repertuvart H. pylori ile enfekte olan ve olmayan
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otoimmun gastritli hastalarda benzerdir. Biitin H. pylori/H'K'-ATPaz capraz reaktif T
hiicreleri £ alt iinitesinden (270 aminoasit uzunlugunda) daha uzun olan H'K*-ATPazin « alt
tinitesindeki (1034 aminoasit uzunlugunda) otoantijenik epitoplarini tanimaktadir. Sasirtici
sekilde, identifiye edilen H. pylori peptitlerinin hicbiri H. pylori ile enfekte kronik antral
gastrit ve peptik iilserli hastalarda gastrik T hiicrelerin temel hedefi olarak identifiye edilen
VacA, CagA ve iireaz gibi bilinen immunodominant H. pylori proteinlerine ait
H. pylori/H'K*-ATPaz c¢apraz reaktif T hiicreleri tarafindan tanmmamaktadir. H.
pylori/H' K*-ATPaz ¢apraz reaktif T hiicrelerinin antijen spesifik uyarimi HLA-DR ile
sinirlidir (97).

Otoreaktif ya da capraz reaktif H'K*-ATPaz-spesifik Th klonlar1 hedef hiicrelere kars:
ya Fas-fas ligand-aracili apoptoz ya da perforin aracili sitotoksisite araciligi ile hiicre 6liimiinii
indiikleyebilmektedir. Gastrik epitel hiicrelerinde Fas ekspresyonu Thl sitokinleri IFN-y ve
TNFa tarafindan arttirilmaktadir ve Fas/FasL etkilesimi gastrik epitel hiicrelerin dliimiine
katkida bulunmaktadir. Bu gozlemlere dayanarak gastrik otoimmunitenin baslangicinda ya da
hizlanmasinda H. pylori enfeksiyonunun rolii ile ilgili en azindan iki olas1 senaryo
diisiiniilmektedir. Cogu enfekte bireyde, heniliz tam olarak anlagilamamasina ragmen, H.
pylori ve konak immun yanit arasindaki etkilesimler CD4"CD25" Treg tarafindan kontrol
altinda tutulan gastrik mukozanin asemptomatik kronik enflamasyonuna bagli oldugu
diistiniilmektedir. Ayrica, ayn1 zamanda goriiniise gore saglikli bireylerde timustaki negatif
seleksiyondan kacan H'K*-ATPaz-otoreaktif CD4" T hiicrelerini barindirabilmektedir. Bazi
bireylerde, H. pylori’nin neden oldugu kronik Thl aracili enflamasyon H'K"-ATPaz-spesifik
CD4" T hiicrelerinin aktivasyonuna ve sonrasinda gastrik otoimmuniteye neden olan
CD4"CD25" Treg baskilanmasina son vermek icin yeterli olabilmektedir. ikinci senaryo ayni
zamanda H'K"-ATPaz-spesifik otoreaktif T hiicreler tarafindan timik kagisi kapsamaktadir,
fakat ilaveten eger konakta hem H'K'-ATPaz hem de H. pylori peptitlerinin sunumunu
kolaylastirabilen HLA genleri eksprese edilirse, gastrik otoimmunite gelisimi i¢in konagin
genetigi etkilenmektedir. Gastrik H. pylori-spesifik T hiicrelerin sitolitik efektor fonksiyonlari
otoimmun gastrit yada MALT lenfomali hastalar arasinda asir1 derecede farklilik

gostermektedir (Sekil 15) (97).
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Sekil 15. Helicobacter pylori iliskili gastrik otoimmiinite ve gastrik lenfomada T hiicrelerin

farkl1 sitotoksik fonksiyonlar1 (97)

T hiicreler enfeksiyona karsi savunmada onemlidir, fakat uygun olmayan Th yanitlar
konak i¢in tehlikeli olabilmektedir. Duyarli bireylerde, H. pylori H'K*-ATPaz epitoplari ile
capraz reaksiyon veren H. pylori-spesifik T hiicrelerin yayilmasi ile molekiiler mimikri
araciligi ile gastrik otoimmuniteyi indiiklemektedir. Capraz reaktif T hiicreler hem Fas-ligand
(FasL) ile indiiklenen apoptoz hem de perforin aracili sitotoksisitenin uzun siireli aktivasyonu
ile gastrik mukozanin yikimi ile sonuglanabilmektedir. Bunlarin aksine, enfekte bireylerin az
bir kisminda gastrik H. pylori spesifik Th hiicreler B hiicre biiytimesinin sitotoksik kontrol
(hem perforin hem de Fas-FasL aracili) eksikliginde rol oynar. Benzer sitolitik defektler, B
hiicre biiytime faktor aktivitesi ve Th hiicreler tarafindan kostimiilator sinyallerin kronik akis1
ile sitokinlerin tiretimi ile iliskilidir. H. pylori antijenlerine kronik maruz kalma ile birlikte B
hiicrelerinin asir1 biiylimesi ile sonuglanir, bdylece neoplastik B-hiicre transformasyonuna ve

gastrik diisiik diizeyde MALT, B hiicre lenfomanin baglamasina yardimci olmaktadir (97).
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Otoimmun hastaliklar kendi antijenlerine karsi toleransin1 kaybeden immun sistemin
disregulasyonu ile karakterize edilmistir. Bu hastaliklarin tam etiyolojisi bilinmemektedir;
ancak konak ve cevresel faktorlerin kompleks kombinasyonunun eksensel bir rol oynadigina
inanilmaktadir. H. pylori antijenlerinin molekiiler mimikrisi otoimmun gastrite neden olan
capraz reaktif T hiicrelerinin aktivasyonunda bulunmaktadir. IgM romatoid faktor, anti tek
iplikli DNA antikoru ve anti-fosfotidil kolin antikorlar1 H. pylori komponentleri 6zellikle
iireaz tarafindan aktivasyonu sonrast B hiicrelerin iiretildigi gosterilmistir. Immun
hastaliklarin patogenezinde insan 1s1 sok proteinleri (HSP) ile yiiksek diizey sekans homolojisi
gostediginden dolayr mikrobiyal HSP rolii kabul edilmektedir. Sjogren’s sendromu
patogenezinde H. pylori tarafindan tiretilen HSP 60’1n olas1 bir rolii oldugu diistiniilmektedir.
Immun trombositopenik purpurali hastalarda H. pylori enfeksiyonunun eradikasyonunun
vakalarin %50’sinde platelet sayiminin gelistirilmesinde etkili oldugu gosterilmistir. H. pylori
enfeksiyonu ile diger otoimmun hastaliklar ile iliskiye dair ¢elisen ve tartismaya yol agan
veriler bulunmaktadir. Bazi durumlarda, enflamatuvar barsak hastaligmin H. pylori

enfeksiyonundan korunma etkisi oldugu bulunmustur (84).
2.6. Helicobacter pylori Enfeksiyonu Tanisinda Kullanilan Yontemler

H. pylori enfeksiyonu tanisinda kullanilan yontemler; endoskopi gerektiren invaziv
yontemler ve endoskopi gerektirmeyen invaziv olmayan yontemler olmak iizere iki grupta

incelenmektedir (79, 187).
2.6.1. Invaziv Yontemler

2.6.1.1. Endoskopi

Biyopsilerin elde edilmesi igin iist sindirim sistemi endoskopisi yapilmalidir. Fenol
kirmizis1t mukozal pH testi H. pylori standart endoskopik tanisi i¢in yeni bir metottur. Gastrik
mukozaya 9%0.1°1ik fenol kirmizisi soliisyonu spreylenmektedir. Boyama skoru olarak
eksprese edilen boyama alani histopatoloji ile dlgiilen H. pylori dansitesi ve UBT pozitifligi
ile korelasyon gostermektedir. Endoskopik fenol kirmizis1 boyamas1 H. pylori enfeksiyonu
tanisi i¢in alternatif bir yontem olabilir (125, 188).

Yeni yiiksek rezoliisyon magnifying endoskopi metodu, H. pylori gastriti tanisi ve

atrofi, intestinal metaplazi gibi spesifik histopatolojik o©zelliklerin identifikasyonu igin
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standard endoskopiden daha iistiindiir. Konfokal lazer endomikroskopisininde H. pylori
gastriti tanisinda rolii bulunmaktadir (141, 188). Atrofi ve intestinal metaplazi oranina baglh
olarak biyopsi almiminda en iyi bolgenin iist korpus biiyiik kurvatur oldugu bulunmustur
(188).

Konvansiyonel dar bantli goriintileme (NBI) ile H. pylori gastritinin bes farkh
histopatolojik asamasini tanimlamakta oldugu bildirilmistir. Konfokal lazer endomikroskopi
H. pylori ve intestinal metaplazili hastalarda mukozal bariyer defektini saptamak i¢in
fonksiyonel goriintiileme teknigi olarak kullanilabilmektedir. Ayrica, endositoskopi yliksek
tan1 degeri olan biyopsiler ve in vivo histoloji elde etmek icin giivenli ve etkili yeni
endoskopik goriintiileme teknigidir. Endositoskopi H. pylori’nin in vivo saptanmasi kadar
hiicresel diizeyde mukozal yapilarin analizine de izin veren 1400 kat biiyiitme ile mikroskopik
goriintiileme saglar. Son zamanlarda, fonksiyonel ve molekiiler hedefli goriintiileme
teknolojileri H. pylori'nin gercek zamanli saptanmasi alaninda potansiyel bir dneme sahip

oldugu bildirilmistir (96).

2.6.1.2. Hizli Ureaz Testi (HUT)

H. pylori, kandan gastrik mukozaya difiize olan iirenin konsantrasyonunun diisiik
oldugu o6zel ekolojik cevresine adapte olmak i¢in, genis miktarda iireaz iiretmektedir. H.
pylori  ireazinin  bakteriyal ireazlar arasinda en yiiksek spesifiklige (36+28
pmol/min/proteinin mg) sahip oldugu gosterilmistir. H. pylori igeren bir biyopsi O0rnegi iire
acisindan zengin bir ortam igerisine konuldugunda, iireaz enzimi iireyi karbondioksit ve
amonyaga parcalamaktadir. Amonyum iyonlar1 pH’1 arttirmaktadir ve fenol red gibi bir pH
indikatorii varliginda saridan kirmiziya renk degisikligi goriilmektedir. Ure konsantrasyonunu
%2’den %10’a arttirmak, daha yiiksek sicaklikta (37°C) enkiibe etmek ve tamponun
baskilanmast gibi farkli yollar testin duyarliiginin gelistirilmesinde kullanilmaktadir.
Biyopsinin boyutu testin duyarliligini etkilememektedir (78). Sivi kiiltiir ortamma iire
eklenmesi H. pylori canliligini negatif olarak etkileyebilmektedir. Ureaz enzimi sayesinde
pH’m 7.2°ye hizli artis1 H. pylori’nin yasamini siirdiirmesinin dramatik olarak azalmasina
neden olmaktadir (189).

Ik jenerasyon ticari kitler (CLO test ve Hpfast) agar temellidir, yeni jenerasyon Kitler
ise (PyloriTek) mikropor membran ile iki bolgeye ayrilan strip temelli testlerdir (42, 79). Agar
bazli testler bir saat sonra %70-80, 24 saat sonra %90-95 duyarlilik gostermektedir. Bu
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nedenle uzun siireli beklemeden dolay1 bu testler hizli test olarak siniflandirilamamaktadir.
Ayrica, agizdaki diger iireaz pozitif bakteriler 24 saat sonra okundugunda spesifikligi
azaltabilmektedir. Midede bulunabilen H. heilmannii iireaz pozitif bir bakteridir ancak
bakteriyal yiikiin az olmasi nedeni ile pozitif bir sonu¢ vermeyebilir. Strip temelli testler
(PyloriTek) iki saat sonra %99 duyarhilik, %95 ozgiillik gostermektedir (79). Ayrica sivi
temelli testler (CPtest, EndoscHp) daha kisa siirede sonu¢ vermektedir ve in house olarakta
hazirlanabilmektedir (187). H. pylori Quick test CLO’dan daha ucuz ve etkili daha hizl bir
ireaz testidir (96).

Ureaz testinin sonuglarini etkileyen cesitli faktdrler vardir. Ureaz testinde yeterli
duyarlilik elde etmek en azindan 10° bakteriyal yiik ile kisithdir (79, 189). PPI ile tedavi iireaz
testi sonuglarini etkilemektedir. PPI bakteriyal yiikii azaltmaktadir ve ayrica PPI’1n kendisi de
antiiireaz 6zellik gosterebilmektedir. Intestinal metaplazi varliginda, yalanci negatif test
sonucu vermektedir (79). Aktif ilserli kanamali hastalarda ya da tedavi sonrasi diisiik
duyarlilik ve 6zgiilliik gbzlenmektedir (96, 187).

HUT duyarliligi kanamali hastalarda azalmaktadir fakat PPI standart dozunun kisa
stireli kullanimi etkilememektedir. HUT un diisiik duyarliligina bir ¢éziim olarak test edilen
biyopsi sayisin1 dorde arttirmak Onerilmistir. Bir biyopsi yerine dort biyopsi kullanildiginda

pozitif sonuclar %52°den %96’ya artig gostermistir (188).

2.6.1.3. Histopatolojik Inceleme

Histopatoloji, H. pylori gastritinin direkt tanisinda altin standard yontemdir (96).
Biyopsi ornekleri %10 formaldehit fiksatifi igerisine konulmaktadir. Herhangi bir transport
problemi yoktur, materyal oda 1sisinda gonderilebilir ve enfeksiydz degildir. Bu fiksatif
bakterinin morfolojisini korumaktadir ve bircok boya kullanilabilmektedir. Ayrica,
formaldehit igerisinde saklama kisithidir ¢linkii bir hafta sonra tani zorlasmaktadir. Bakterinin
morfolojisini degistirdigi i¢in bouin fiksatifi kullanilmamalidir (79).

H. pylori’ye spesifik bir boya bulunmamaktadir. Rutin hematoksilen-eosin boyasi,
bakteri ve mukus arasinda zayif kontrast olusturdugu i¢in H. pylori i¢in uygun degildir.
Warthin-Starry giimiis boyasi, modifiye Giemsa ve akridin oranj gibi 6zgiin boyalarla
bakterinin histolojik olarak tanimlanmasi daha kolaydir. Bakterinin bulundugu mukozanin
degil H. pylori DNA’sinin boyanmasina izin veren bu boyalar asidofil o6zelliktedir.

H. pylori’ye kars1 0zel bir boya diisiiniilen Genta boyasi ile hem bakteri hem de gastrit
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lezyonlar gozlemlenebilmektedir (79). Karbol fuksin ve alsian blue boyalarinin karigimu,
Tayland’da Giemsa boyamaya alternatif olarak onerilmistir. Giemsa ve hematoksilen eozin
boyamalartyla karsilastirildiginda ayni oranda pozitiflik goézlenmis ve kombine boyamanin
basitligine ve diisik maliyetine ve intestinal metaplazide goblet hiicrelerinin
identifikasyonunda degerli olduguna isaret edilmistir (188).

Giincellestirilmis Sydney sistemine gore eriskinde antrumdan iki biyopsi, fundustan iki
biyopsi ve incisura angularisten de bir biyopsi alinmalidir. Gastrik aktivite agisindan; yok
(grade 0), hafif (grade 1), orta (grade 2) ve siddetli (grade 3) olarak H. pylori bakteriyal
dansitesi ve intestinal metaplazi, PNL, lenfositler ve atrofi yoniinden Giincellestirilmis
Sydney sistemine gore degerlendirilmektedir (190). Atrofi i¢in yeni derecelendirme sistemi
olan OLGA kullanim kolaylig1 ve atrofik gastritin siddetini degerlendirmek i¢in oldukca
yararlidir. Populasyondaki gastrik kanserin farkli risklerine iliskin olarak OLGA
derecelendirmesi gastrik kanser insidansini gostermektedir. Karsinoma hiicreleri intestinal
metaplaziden bagimsiz meydana gelebildigi bulunmustur. Bu bulgu konfirme edilirse,
intestinal metaplazinin prekanser6z olmadigi ancak parakanserdz lezyon oldugu
gosterilecektir (188).

H. pylori enfeksiyonunun histopatolojik tanisi patologun deneyimine baglidir ve tanisi
zaman almaktadir. Spesifik H. pylori antikoru ile immun boyama yiiksek duyarlilik ve
ozgiilliik gostermektedir. Ayrica, digoksigenin ya da florosein ile isaretlenmis 16S rRNA gen
probu kullanilarak uygulanan in sifu hibridizasyon gelistirilmistir (79).

Histopatolojik saptama uygun sartlar altinda duyarliligt %95’e ulasabilmektedir.
Patologun deneyimi ve materyalin kalitesi onemlidir. Ozgiilliigii de %95’e yaklasmaktadir.
Mukozada diger bakterilerin varlig1r yanlis pozitif sonuca neden olabilmektedir. Ayrica,
patolog immunohistokimya ya da FISH yontemini konfirmasyon i¢in kullanabilmektedir (79).
Yiiksek duyarliliga sahip olmasina ragmen, biyopsinin alindigi bdlge, biyopsi sayisi ve
biyopsinin boyutu tani kesinligini etkilemektedir. Patchy dagilim nedeniyle yanlis taniya
neden olabilmektedir (187). Maastricht IV Sonu¢ Raporu’na goére, eger miimkiinse
histopatoloji uygulanmadan iki hafta 6nce PPI kullaniminin birakilmasi gerektigi bildirilmistir
(96, 191). Peptik iilser kanamali hastalarda H. pylori tani testlerinin duyarlhiliginin kanamadan
dolay1 azaldig1 bilinmektedir, fakat kanama varliginda bile histopatoloji oldukca giivenilir bir

test oldugu bildirilmistir (96).
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2.6.1.4. Kiiltiir

H. pylori kiiltiirii i¢in en iyi 6rnek endoskopi esnasinda elde edilen biyopsi 6rnekleridir.
Hastalarin antibiyotik ya da antisekreatuvar ilaglar 6zellikle PPI kullanmamis olmasina dikkat
edilmesi gerekmektedir. PPI'imm gastrik mukozada bulunan konsantrasyonda direkt
antimikrobiyal etkisi olmamasina ragmen, antrumda bulunmamasina neden olan, bakteriyal
cevresindeki pH’1 degistirerek midede H. pylori’nin dagilimini indirekt olarak etkilemektedir
(79). Endoskopi oOncesinde iki hafta kadar antibiyotikler, PPI ve H, antagonistlerinin
kullanimindan kaginilmasi onerilmektedir (79, 187). H. pylori’nin biyopsi Orneklerinden
primer izolasyonu olduk¢a zordur ve izolasyon oranlart %75-90 olarak bildirilmektedir. Bu
oranlar H. pylori’nin nazli bir organizma olmasi ve gastrik mukozada bakterinin patchy
dagilimi, biyopsi forsepslerinin kontaminasyonu, anestetik alimini, orofaringeal flora varligi
ve transport esnasinda organizmanin canlilifini kaybetmesi gibi kontrolii zor bir¢ok faktore
bagli olabilmektedir (192).

Endoskoplar araciligi ile biyopsi Orneklerinin potansiyel kontaminasyonu soz
konusudur (79, 192). Biyopsi Orneklerinin tuzlu soliisyon ile yikanmasi H. pylori’nin
iretimini arttirmaktadir. Antrumdan alinan biyopsi 6rnegi iyi duyarlilik gostermektedir fakat
giivenilir bir tan1 icin yeterli degildir. H. pylori diizensiz dagilim gosterebilir ve daha fazla
biyopsi Ornegi analiz edilirse organizmanin saptanma sansi artmaktadir. Antrumdan iki,
korpustan iki biyopsi 6rnegi alinmasi dnerilmektedir (79).

H. pylori narin bir mikroorganizmadir. Kuruma, oksijenle temas ve oda 1sisindan
korunmalidir. Biyopsi Orneklerinin hava ile temas etmemesi gerekmektedir ve kisa siireli
transport icin (maksimum dort saat) tuzlu su icgerisine konulmaktadir (79). Daha uzun (24
saat) saklanacaksa Stuart, Portagerm pylori (bioMérieux, France) gibi transport ortamlari
kullanilmali ve 4°C’de saklanmalidir (79, 187). Biyopsi Ornegi 24 saatten uzun siire
saklanacaksa —70°C veya siv1 nitrojen kullanilmalidir (79).

H. pylori’yi kiiltiirde iiretebilmek i¢in agar bazli, liremesini ve seciciligini arttiran
katkilar iceren besiyerleri mevcuttur. Beyin kalp infiizyon agar, Columbia agar ve Wilkins
Chalgren agar H. pylori kiiltiirlinde kullanilan besiyerleridir. At kani, at serumu veya koyun
kani, ¢esitli besinler (vitaminler ve oligoelementler) ve iireme katkilar1 (yumurta sarisi, aktif
komiir, nigasta, sigir serum albumini, katalaz) H. pylori iiremesini arttirmaktadir. Demir
siilfat, sodyum piirivat, domuz musini H. pylori iiremesini arttirmakta oldugu bildirilmistir.

Ayrica, kan icermeyen izovitaleks (%2) ve hemin (10 mg/lIt) iceren ve ayrica bu besiyerinin
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icerisine iireaz pozitif kolonilerin identifikasyonu icin tire (20g/lt) ve bir pH indikatoriide
(fenol red) eklenen bir besiyeride bildirilmistir (79). 2,3,5-trifeniltetrazolyum klorid (40mg/1t)
H. pylori kolonilerinin identifikasyonu i¢in kullanilan bir diger suplementtir (79, 192).
Besiyerine, Gram pozitif koklarin inhibe edilmesi i¢in vankomisin ya da teikoplanin, Gram
negatif basilleri inhibe eden polimiksin, nalidiksik asit, kolistin, trimetoprim ya da sefsulodin
ve funguslarin inhibe edilmesi i¢in nistatin ve amfoterisin B besiyerine eklenmektedir. En ¢cok
kullanilan sefsulodin yerine polimiksin ve amfoterisin B iceren Skirrow formiil
modifikasyonlu DENT katkist ticari olarak elde edilebilmektedir (79).

H. pylori mikroaerofilik sartlarda {ireyebilmektedir, bu ortami saglamak icin
mikroaerobik kabin ya da inkiibatorler, jar igerisinde atmosferi saglayan otomatik aparat
(Anoxomat, MART Microbiology BV, Netherland) ya da gaspackler (CampyPak Plus, BD
Diagnostics Systems, Sparks, Md ve Anaxopack-Campylo, Remel, Lenexa, Kans)
kullanilmaktadir. Optimal kiiltiir sicakligi 37°C’dir. Uygun sartlar altinda kiiltiirde iig-dort giin
sonra koloniler goriilebilmektedir. Ancak kiiltiir negatif sonug ic¢in yedi-on giin beklenmesi
gerekmektedir (42, 79). Siavoshi ve arkadaslar1 iki mukoid H. pylori susunun mikroaerobik
ve aerobik sartlarda 24 saat enkiibasyondan sonra {ireyebildigini ve bunlarin metronidazol (32
pg/mL), tetrasiklin, klaritromisin, amoksisilin ve furazolidon (4 pg/mL) antimikrobiyallerine
kars1 yiiksek konsantrasyonda direng gosterdigini bildirmislerdir (58).

Maastricht III ve Maastricht IV Sonu¢ Raporu’na goére, primer klaritromisin direnci
%20’den yiiksek olan cografik bolgelerde H. pylori kiiltiirii ve antimikrobiyal tani testleri
uygulanmasi  gerektigi  bildirilmigtir (26, 191). Ayrica ilk eradikasyon tedavisi
basarisizligindan sonra ikinci basamak tedavi uygulanmadan Once biitiin bolgelerde kiiltiir
uygulanmasi onerilmistir (191).

H. pylori tamisinda kiiltiir altin standart yontemlerden biridir (192). iki énemli avantaji
vardir: Antimikrobiyal duyarlilik testlerine olanak saglar ve sus tiplendirme yontemlerinde,
virulans karakteristikleri i¢in ileri arastirmalarda kullanilabilir (79, 187). Sefsulodin,
trimetoprim, vankomisin ve amfoterisin antibiyotiklerini ve 2,3,5 tetrazolium klorid iceren
Egg Yolk Emiilsiyon Agar H. pylori’nin primer izolasyonunda oldukg¢a duyarli (%95) bir
besiyeri oldugu bildirilmistir (192). Biyopsi orneklerinden H. pylori’nin hizli izolasyonu,
identifikasyonu ve antibiyotik duyarlilik testleri i¢in antibiyotikli %5 at serumlu Ham’s F12
stvi kiiltiir ortamu gelistirilmistir (79, 188, 189). Kiiltiir indikasyon ortami (CIM), sivi ortamda

H. pylori kiiltiirii ile ilgili olarak varolan problemleri ¢6zmek icin kullanigh bir soliisyondur
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(188, 189). Serum proteinleri varliginda, CIM 10’ koloni olusturan iinite (CFU)/ml minumum
baslangi¢c inokulasyonu ile 48-96 saatte liremeyi saglamaktadir Klinik materyalden sivi
kiiltiirler elde edildikten sonra metronidazol ve klaritromisin i¢in duyarlilii ig¢in
kullanilabilmektedir (189). Albu-MAX II® olarak adlandirilan yiiksek oranda piirifiye
edilmis lipidge zengin bovin serum albumin i¢ren sivi ortamin H. pylori iiremesinde
kullanilabildigi gosterilmistir (96).

Antimikrobiyal duyarlilik testi icin disk difiizyon, E test, agar diliisyon yontemleri
kullanilmaktadir. H. pylori duyarlilik testlerinde CLSI (Clinical and Laboratory Standards

Institute) tarafindan agar diliisyon yontemi 6nerilmektedir (80, 187, 193).

2.6.1.5. Molekiiler Tant Yontemleri

2.6.1.5.1. Polimeraz Zincir Tepkimesi (PCR)

PCR mide biyopsi, tiikriik, dental plak, gastrik sivi, digki gibi klinik 6rneklerden H.
pylori’nin tanisinda kullanilir (79, 94, 187, 194, 195). PCR, tedavinin etkinligi ya da ciddi
hastalik gelisimi ve suslarda potansiyel virulans faktorlerinin varhigi hakkinda bilgi
vermektedir (187). Molekiiler testlerin muhtemel klinik kullanim alanlari; tedavi sonrasi
niiksii, re-enfeksiyondan ayirma, bakteri sayisinin az oldugu gastrik sivi, dental plak, digki
gibi orneklerden tanimlama ve klinik 6nemi olan DNA mutasyonlarini saptamadir (195, 196).
Ayrica H. pylori’nin spesifik patojenik faktorleri (cag PAI, vacA), aderans genleri (babA2,
sabA) yada patojenite genlerinin (0ipA, dupA, ice A) saptanabilmesi i¢in de kullanilmaktadir
(79).

2.6.1.5.2. Real-time Polimeraz Zincir Tepkimesi (Real-time PCR)

Real-time PCR 23S rRNA’nin peptidiltransferaz bolgesinde bulunan A2142C, A2142G
ve A2143G nokta mutasyonlariyla olusan klaritromisin direncinin direkt olarak ve kisa siirede
saptanmaktadir (79, 197). Hedef gene spesifik primerler, mutasyon bolgesine hibridize olan 5’
ucunda LC-Red 640 ile isaretli sensor prob ve 3-5 niikleotid altindaki bolgeye hibridize olan
3> ucu florosein ile isaretli anchor probu kullanilmaktadir. Anchor prob floroforu
uyarildiginda, floresan rezonans enerji transferi araciligi ile enerji sensor proba transfer
olmakta ve bir sinyal yaymaktadir. Nokta mutasyonlarin1 ya da polimorfizmi saptamak i¢in

melting curve analizi kullanilmaktadir (79). ureA ve insan B globulinin amplifikasyonu igin
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yeni bir multipleks floresans rezonans enerji transfer Real-time PCR, gastrik biyopside ureA/p
globiilin oranini belirleyerek bakteriyal dansitenin kantifikasyonuna izin vermektedir. Bu test
kullanilarak saglikli mide ile karsilagtirildiginda makroskopik erozyonlarda bakteriyal
dansitede artis gozlenmektedir. Bir diger real-time reverse transkriptaz PCR ve in situ
hibridizasyon yonteminde genis miktarda H. pylori suslarinda yliksek olarak korunmus 76 bp
H. pylori 16S rRNA’s1 hedeflenmistir, insandan, hayvandan ve ¢evresel kaynaklardan
H. pylori’nin spesifik saptanmasi, identifikasyonu ve kantifikasyonu i¢in kullanilabilen
kombine duyarli ve spesifik yontemlerdir. ureC’nin termofilik helikaz bagimli izotermal
amplifikasyonu ve H. pylori DNA’sinin kolorimetrik saptanmasi ve hibridizasyon igin altin
nanopartikiil problar kullanilarak nanodiagnostik metod gelistirilmistir. Bu metod bir saatten
az bir zamanda 10 CFU/mL saptayabilmekte ve kiiltiir ile karsilastirildiginda duyarlilig
%92.5 spesifikligi %95.4 olarak bulunmustur (188).

2.6.1.5.3. Dual Priming Oligoniikleotid Polimeraz Zincir Tepkimesi (DPO-PCR)

DPO-PCR, nonspesifik baglanma bdlgelerinin bloklandig1t ve bozuk primer
ipliklerinin elemine edildigi i¢in konvansiyonel PCR ile karsilastirildiginda, duyarhiligi ve
spesifikligi yiiksek multipleks bir PCR yontemidir (96, 198). DPO-PCR yontemi, DPO patent
teknolojisini kullanan multipleks PCR temeline dayalidir. DPO primerleri yapisi esasinda
konvansiyonel primerlerden farklidir (198). DPO primeri tek basamakli PCR testi kullanilarak
tek niikleotid polimorfizmlerin saptanmasi i¢in gelistirilmistir (199). Aslinda, primer 55-65°C
arasinda daha spesifik bir hibridizasyona olanak taniyan bir 5 polideoksinosin baglayici ile iki
kisima ayrilmaktadir. Bu baglayict balon seklinde bir yapir olusturmakta ve iki kisim
arasindaki siir1 ¢izmektedir. 5° ucu (yaklasik 20 baz) matrikse baglanmakta ve “dengeleyici”
olarak baglanmay1 baglatmaktadir. Kisa 3° ucu (yaklagik 10 baz) ilk basamakta mismatch
yoksa hedef bolgeye baglanmaktadir, hedef spesifik uzamay1 belirler ve “belirleyici” olarak
gorev yapmaktadir. Boylece, uzun 5’ segment hedef olmayan bdlgeye baglanmasina ragmen,
kisa segment spesifik olmayan uzamaya karsi koymaktadir. Kisa 3’ kisim tek basina
baglanma sicakligi hazirliginda basarisiz olmaktadir. Sonuncusu tercihen hedefe baglanir ve
spesifik olmayan baglar1 engellemektedir. Bu PCR herhangi bir konvansiyonel termocyclerda
gerceklestirilebilmektedir. Seeplex® ClaR-H. pylori ACE detection kit kullanilarak H. pylori
varligi ve A2142G ve A2143G nokta mutasyonlarinin neden oldugu makrolid direncinin

saptanmasinda DPO-PCR yo6ntemi uygulanmaktadir. DPO-PCR yonteminin duyarliligi %97.7
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ozgilligl %83.1 olarak bildirilmistir (198). DPO-PCR yo6ntemi real-time FRET-PCR ve E-

test yontemi ile iyi korelasyon gostermektedir (198, 199).
2.6.1.5.4. Floresan in situ Hibridizasyon (FISH) Yontemi

H. pylori'nin saptanmasi ve klaritromisin direncinin belirlenmesinde kullanilan
molekiiler yontemdir. 16S rRNA ve 23S rRNA genlerini hedefleyen floresan isaretlenmis
oligoniikleotid problar1 kullanilmaktadir. In situ hibridizasyon virulans faktdrlerin saptanmasi
ve Ozellikle gastrik mukozada suglarin tam olarak lokalizasyonunun saptanmasina da olanak

tanimaktadir (200).

2.6.1.6. Molekiiler Genotiplendirme

Tibbi olarak Onemli bircok bakteri tiirli gibi H. pylori’de biyokimyasal testler
(biyotiplendirme), yiizey yapisal ozellikleri (serotiplendirme) veya genetik ozelliklerine gore
(genotiplendirme) alt gruplara ayrilir. H. pylori’nin tiplendirme yontemleri o6zellikle
epidemiyolojik calismalarda kullanilmaktadir. Ayrica as1 ¢alismalarinda da farkli cografik
bolgelerde bulunan H. pylori tiirlerinin 6zelliklerinin belirlenmesinde yararlanilmaktadir
(201).

Konak hiicreler ile bakterinin es zamanli genotiplendirmesi 6rnek miktarinin kii¢iik
olmas1 nedeniyle bazen zor olmaktadir. PCR temelli genotiplendirmede amplifiye DNA, hem
H. pylori 16S rRNA, vacA, hsp60, urel, sod, ureA ve cagA hem de insan sitokin
polimorfizmi i¢in kullanilmaktadir. Gastrik biyopsi orneklerinde, cagA Dogu Asya EPIYA
motif genotiplendirmesi icin bu motiflere kars1 monoklonal antikorlar kullanilarak hazirlanan
yeni testin duyarlilik %93.2 ve spesifiklik %72.7 saptanmistir. Optimizasyonu yapildiktan

sonra cagA tiplendirme metodu olarak kullanish olacaktir (188).
2.6.2. Invaziv Olmayan Yiontemler

2.6.2.1. Ure Nefes Testi (UBT) ( 2C ve *C UBT)

UBT altin standart yontemlerden biridir (43). Agiz yoluyla alinan isaretli iire, H. pylori
ile enfekte kisilerde midedeki bakterinin iireaz enzimi tarafindan hidrolize edilmektedir.
Olusan isaretli CO, kan ile absorbe edilmekte ve solunum havasinda salinmaktadir. Kisi

H. pylori ile enfekte degil ise, isaretsiz CO, iiretilmekte ve izotoplarin ¢ogu idrar ile
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atilmaktadir. °C iire kullamldiginda, 6rnek test yapilmadan 6nce ve sindirimden 30 dk sonra
toplanmaktadir. °C/"C orani her iki 6rnekte de Slgiilmektedir ve sonuclar bu iki 6lciim
arasindaki farka gore olgiilmektedir. Bireyin diyetine gore nefesinde varolan *C miktarina
bagli olarak bazal degere gereksinim duyulmaktadir. Sonug¢ her 1,000’de DOB (delta over
baseline) olarak verilmektedir. '*C iire kullanildiginda 6rnek toplama yalnizca sindirimden 20
dakika sonra olmaktadir (79). '*C dogal olarak elde edilen kararli bir izotop oldugundan
cocuklarda ve hamilelerde kullanilabilmektedir (187).

UBT yiiksek dogrulukta ve tekrarlanabilir bir testtir. Duyarlilig1 (~% 95)ve 6zgilliigi
olduk¢a yiiksek tani testi olmasinin yanisira; eradikasyon tedavisinin izleminde de
kullanilmaktadir. Midedeki diger iireaz olumlu bakteriler (H. heilmannii, Proteus sp.) olumlu
sonuca neden olabilmektedir. Kanamali iilser varliginda ya da gastrik biyopsi alinimindan
hemen sonra test yalanci negatif sonug¢ verebilmektedir (79). Antibiyotik tedavisi, ranitidin
bizmut tuzlarinin kullanimi1 veya PPI kullanimi ise yalanci olumsuz sonuglara neden olabilir
(187). Baz1 calismalarda klaritromisin direngli H. pylori varliginda UBT degerleri daha
yiiksek bulunmustur, ancak diger antimikrobiyallere direngli H. pylori varliginda ayn1 durum
gozlenmemektedir. Atrofik gastritli hastalarda oral kaviteden iireaz pozitif bakteriye bagh
olarak yanlis pozitif sonug olasiligr bulunmaktadir. Bu yanlis pozitif sonuglar1 engellemek
icin kapsiil UBT kullanilmalidir. Alt1 yasindan kii¢iik ¢ocuklarda da yanlis pozitif sonuglar
elde edilebilmektedir. Bunun nedeni yalnizca endojen CO,; iiretiminin etkisi ile degil ayni
zamanda belirlenemeyen faktorlerle de olabilmektedir. Tedaviden dort hafta sonra tek bir
UBT uygulanmast H. pylori eradikasyonu konfirmasyonunda iki seri UBT uygulanmasi kadar
etkilidir, ikinci UBT uygulanmasi maliyeti arttirmaktadir (188). 2005 yilinda Canadian
Consensus Raporunda *C-UBT testinin ¢ocuklarda en uygun ve en giivenilir oldugu, kiigiik
cocuklarda ise daha az tan1 kesinligi oldugu bildirilmistir (135). Maastrict IV Sonu¢ Raporuna
gore, yiiksek tam kesinligine sahip olmasi ve kolay uygulanmasi agisindan *C-UBT testinin

H. pylori enfeksiyonu tanisinda en iyi test oldugu bildirilmistir (96, 191).

2.6.2.2. Serolojik Yontemler

2.6.2.2.1. Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA)

H. pylori enfeksiyonunun kronik bir enfeksiyon oldugunu diisiiniildiigiinde, sadece IgG
saptanmasinin dikkate alindig1 ve en avantajli yonteminde ELISA oldugu bildirilmistir. Ticari

testler degisik antijen ekstraktlar1 kullanmaktadir. Yiiksek ya da diisilk molekiiler agirlikli
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olanlarin daha spesifik oldugu goriilmektedir. Bir¢cok kitin tan1 kesinligi >%90 olarak
bildirilmis olup sadece valide edilmis ticari testler kullanilmalidir (191).

H. pylori’ye ozgiil antikorlarin tespitinde bir serolojik testin yararliligi kullanilan
antijenin icerigine bagldir. Genelde ii¢ tip antijen kullanilmaktadir. Bunlar; tam hiicreler ve
tam hiicre pargalar1 gibi ham antijenler; glisin ekstraktlar1 ve 1s1 stabil antijenler gibi hiicre
fraksiyonlari; lireaz ve 120 kDa antijen gibi zenginlestirilmis antijenlerdir (51). cagA veya
vacA’ya kars1 antikor saptamaya yonelik yeni serolojik testler gelistirilmistir (196). Bu testler
cagA proteini gibi 6zgiin saflastirilmis veya rekombinant antijenleri kullanir (51).

Serolojik testler H. pylori tanist i¢in olduk¢a uygun testler olup, diger testlerde yalanci
negatiflife neden olabilen midedeki lokal degisikliklerden etkilenmedigi bildirilmistir.
Ayrica, hasta PPI ile tedavi edildiginde en az iki hafta onceden bunu kesmek miimkiin
olmadig1 durumlarda valide edilmis bir IgG seroloji testi (ELISA) kullanilabilmektedir. Bu
test antimikrobiyal ve antisekretuvarlarin yakin siireli kullaniminda oldugu gibi kanamali
tilserler iginde kullanilabilmektedir (96, 191).

Serum pepsinojen testleri H. pylori ile enfekte hastalarda gastrik preneoplastik
durumlarin 6nlenmesi i¢in klinik olarak kullanighdir. H. pylori serolojisinde hem serum
pepsinojen I/II oran1 hem de gastrin 17 (G17) saptanabilmektedir. CagA serum PGI ve PGI/II
oraninda azalma ile iliskilidir. Gastrik atrofinin serolojik degerlendirilmesi intestinal tip

gastrik kanser riskine maruz kalmanin belirlenmesi i¢in uygun oldugu bildirilmistir (96).
2.6.2.2.2. Westernblot

“Immunoblotlama” teknikleri ile baslica hangi antijenlere kars1 antikor yaniti olustugu
gosterilebilir. Bu antijenler CagA antijeni, lireaz alt {initeleri olan UreA ve UreB, 1s1-sok
proteinleri HspA ve HspB, flagellin alt tiniteleri, katalaz, lipopolisakkarit, “current infection
marker” ve OMP gibi 6nemi heniiz bilinmeyen bazi antijenlerdir; yiizeyde sunulur veya
bakterinin salgisal bilesenleridir. H. pylori suslar1 arasindaki farkliliklarin yanisira bakteriyle
enfekte kisilerdeki bagisik yanitta da farkliliklar goriiliir. H. pylori tam hiicre lizatlarinin
kullanildig1 Westernblot, bakteriyal antijenlere karsi olusan antikor profili hakkinda daha
detayli bilgi edinmemizi saglamaktadir (202). Bakteri ortadan kaybolduktan yillar sonra
H. pylori etiyolojisini konfirme etmek icin Anti-CagA antikorlar1 uzun siire kalict antikor

olarak tanimlanmistir. Immunoblot (Helico Blot 2.1) ile CagA antikorlarmin saptanmasi
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basarili bir eradikasyondan 10 ya da daha fazla yil sonra hastalarin %87’sinde CagA
antikorlar1 hala gézlenmektedir (188).

2.6.2.3. Diskt Orneklerinde Kullanilan Tani Yontemleri

2.6.2.3.1. Diski Kiiltiirii

Cesitli bakterilerin diskida bulunmast ve H. pylori’nin zor iiremesi nedeniyle diski
kiiltlirii zordur; bunun i¢in en iyi sartlar hala bilinmemektedir. Bu yiizden H. pylori, E. coli,
Shigella spp, Salmonella spp veya V. cholerae gibi diger kiiltiirde kolay iiretilebilen enterik
bakterilerden farklidir (203). 1992'de Thomas ve arkadaslar1 Gambiya'da malniitrisyonlu
bebeklerin digkilarindan ve eriskinlerin diyareli diskilarindan yaptiklan kiiltiirde H. pylori’ yi
iretmeyi basarmislardir. Digki kiiltiiriinde H. pylori' nin iiretilebilmesi bakterinin canli
formunun diskida bulundugunu géstermistir. insan diskis yiiksek oranda safra asitleri igerir
ve H. pylori safra tuzlaria 6zellikle deoksikolik asite duyarli oldugundan digkidan izolasyonu
giictiir (79). Intestinal flora ve onun iiriinleri, barsaktan gegis zamani, diskinin icerigi ve
saklama kosullar1 gibi diger faktorler de 6nemlidir. H. pylori'nin diskidaki formu ve canlilig
konusundaki bilgiler heniiz kesinlik kazanmamuistir. Bakteri in vivo, spiral veya kivrimli basil
seklindedir. In vitro deneylerle safra asitlerinin bakterinin morfolojisini kiiresel sekle
dontistiirebildigi gosterilmistir. Duodenum ve kolondaki anaerobik ortam da H. pylori' nin
kiiresel veya kok yapisina donmesine neden olabilir. Eski kiiltiirlerde de bakteri kok yapisina
donebilir ki bu formun da canli ve dinlenen form oldugu gosterilmistir. Kok yapisinin
patolojik 6nemi hakkinda ¢eliskili agiklamalar mevcuttur (5). Diski kiiltiiriiniin duyarliligini
arttirmak i¢in Ornekteki safranin inaktive edilebilmesi i¢in kolestiramin kullanilmasi
gerekmektedir. Doku temelli testler ve digki antijen testi ile karsilastirildiginda diski
kiiltiirtintin duyarlilig1 %21 6zgilligii ise %100 olarak bildirilmistir (204).

2.6.2.3.2. Diski Antijen Testleri

Poliklonal ve monoklonal anti-H. pylori digki antijen testleri kullanilmaktadir. Diskida
poliklonal anti-H. pylori antikorlar1 ile kapli ELISA testi ve HpSA digki antijen testi
bulunmaktadir. Avrupa’da 11 endoskopi tnitesi ile yapilan ¢ok merkezli yapilan ¢alismada,
UBT’nin duyarlilig1 %95.3 ve o6zgiilliigii %97.7 saptanirken, digki antijen testinin duyarlilig1
%94.1, ozgiilligi %91.8 olarak saptanmistir. Monoklonal antikorlarin kullanildigir Femtolab,
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Amplified-IDEA-HpStar ve Immunocard STAT HpSA testleri poliklonal antikorlarin
kullanildig1 testlere gore sabit reaktif kalitesine sahiptir, testler arasi degisikliklerden daha
ziyade ¢ok iyi cogalabilirlik 6zelliginde ve elde edilen optik dansiteler belirgin olarak daha
yiiksektir (79). Poliklonal enzim immunassay (EZ-STEP H. pylori) atrofik gastritli ve
intestinal metaplazili hastalarda giiclii tan1 performansina sahip oldugu ve TestMate pylori
enzim immunoassay®’in ise PPI kullanimi esnasinda bile giivenilir ve kullanigh bir test
oldugu bildirilmistir (96). Diski antijen enzim immunoassay i¢in H. pylori’nin alkil
hidroksiperoksit rediiktaza (AhpC) kars1 basit hizl1 ve maliyet etkin poliklonal antikor {iretimi
bildirilmistir. Monoklonal antikor temelli, diskida antijen immunassay (Premier Platinum
HpSA PLUS) test duyarlilig1 %96.6 ve 6zgiilliigli %94.9 olarak bildirilmistir (188). Katalaza
kars1 monoklonal antikorlarin kullanildig1 Rapid TPAg hizli bir disk1 antijen testidir. H. pylori
eradikasyonunun belirlenmesi i¢in Rapid TPAg tan1 kesinligi %98 olarak saptanmustir (96).

Diski antijen testlerinin bazi kisitliklar: vardir. Barsak haraketlerinin etkisi heniiz detayl
olarak calisilmamistir. Temelde kabizlik antijenin parcalanmasina neden olurken, 6nemli bir
diliisyon faktorii var olmadik¢a, kisa bir gec¢is zamaninda degistirilmemis antijenin
eliminasyonu s6z konusudur. Deneysel Ornekte en diisiik konsantrasyon yalnizca 24 saat
bekletilme sonrasinda saptanamayabilir. Ornegin mukolitik ajan N-asetil sistein ile muamele
edilmesi testin duyarlilik ve 6zgiilliiglinli azaltmaktadir. Pozitif 6rnegin saptanmasi igin cut-
off degerinin belirlenmesi 6nemlidir. Bu testler oldukca spesifik olmasina ragmen, nadiren
diskida nadir bulunan diger Helicobacter tiirlerinide saptayabilmektedir (79).

Ust gastrointestinal kanamali hastalarda, HUT ve UBT yanlis negatif sonuglar
verebilmektedir. Demiray ve arkadaslari iki farklt monoklonal digki antijen testini (Rapid
STRIP!HpSA ve Simple H. pylori antijen kaset test) karsilastirmislar. Rapid STRIP!HpSA
testinin duyarliligr %60 spesifikligi %86, Simple H. pylori antijen kaset testinin duyarliligt
%33 ve spesifikligi %86 saptanmistir. Bununla birlikte Rapid STRIP!HpSA testinin iist
gastrointestinal system kanamali hastalarda H. pylori enfeksiyonunun saptanmasinda ve
eradikasyon kontroliinde rutin tan1 testi olarak kullanilabilecegini bildirmislerdir (34).

Maastrich III Sonu¢ Raporuna gore, diski antijen testinin duyarliligt %91 ve 6zgiilliigii
ise %93 olarak bildirilmistir. Digk1 antijen testinin duyarlilig: digk: iki-ii¢ giin oda 1sisinda
bekletildikten sonra %69’a diismektedir. Ayrica, tedaviden en az dort hafta sonra H. pylori
eradikasyonunun degerlendirilmesinde, UBT’nin yapilamadigi durumlarda monoklonal

antikorlarin kullanildig1 digki antijen testi Onerilmektedir (26, 200). Maastrict IV Sonug
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Raporuna gore, diski antijen testleri i¢in poliklonal antikorlar yerine monoklonal antikor

testleri 6nerilmektedir (96, 191).
2.6.2.3.3. Diski PCR

H. pylori’nin genellikle yasayan tek bakteri oldugu gastrik biyopsi orneklerinin aksine
disk1 6rnekleri 6n PCR adimlarmin olduk¢a 6nemli oldugu kompleks bir materyaldir. Ilk kez
PCR yontemi ile diskida H. pylori DNA’s1 ilk olarak 1993’te Mapstone tarafindan
saptanmistir. Bu sonuglar Van Zwet tarafindan tekrarlanamamistir. Bunun nedeninin az
miktarda hedef DNA icermesi ya da PCR inhibitdrleri olabilecegi diisiiniilmiistiir (79). Bu
inhibitorler hedef DNA amplifikasyonundan once Ornekten uzaklastirilmalidir. PCR
inhibisyonunun digki siispansiyonunun dilisyonu 1ile ortadan kaldirilabilecegi ileri
stiriilmiistiir. Ancak bu yontemle testin duyarlilig1 azalmaktadir. Ciinkii diliie 6rnekte daha az
bakteri vardir. PCR amplifikasyonu i¢in digkidan DNA'y1 saflagtirmada cesitli yontemler
gelistirilmistir (5). Monteiro bu inhibitorlerin 6zellikle sebze orjinli kompleks polisakkaritler
oldugu saptanmustir. 48 saat sebzesiz diyet ile bu inhibitorler elimine edilmektedir.
Polisakkarit konsantrasyonu biiyiik porlu polipropilen filtreler kullanilarak (QIAamp tissue kit
ve Xtraction DNA ekstraksiyon kiti-QIAGEN) belirgin olarak azaltilmaktadir. Ayrica son
zamanlarda digkidan DNA ekstraksiyonu i¢in uygun olan bir kit (QIAamp DNA stool kit-
QIAGEN) gelistirilmistir. Ayrica H. pylori igin spesifik hedeflerin kullanilmasi
gerekmektedir ¢linkli diskida H. cinadei, H. pullorum ve H. canis’de bulunabilmektedir (79).
Ayrica, diskida H. pylori varligi kolay uygulanabilen kisa siirede sonu¢ veren yeni bir

noninvaziv yontem olan “basit digki PCR” metodu ile saptanabilmektedir (205).
2.6.2.3.4. Diski1 Nested PCR

Disk1 Orneklerinde klaritromisin direncinin belirlenmesinde kullanilmaktadir. Kiiltiir
izolatlar1, gastrik siv1 ve diski ornekleri arasinda H. pylori klaritromisin direncinin saptanmasi
benzer bulunmustur. Kiiltlir ile karsilagtirildiginda, digki nested PCR tekniginin duyarlilig:
%96.3 spesifikligi ise %91.3 olarak bulunmustur (195).
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2.6.2.3.5. Diski Real Time PCR

Biprob teknolojisi kullanilarak disk1 6rneklerinde H. pylori enfeksiyonunun saptanmasi
ve klaritromisin direncinin belirlenmesinde Real-time PCR teknigi kullanilmaktadir (79, 200,
206). glmM ve recA housekeeping genlerini hedefleyen biproblar florofor Cy5 ile isaretlenmis
sekans spesifik problardir (206). Diski real-time PCR testi (H. pylori ClariRes assay)
H. pylori saptanmasinda ve klaritromisin duyarliliginin belirlenmesine olanak taniyan tek
invaziv olmayan testtir. Bu testin H. pylori saptanmasindaki duyarlilign %69, ozgilligi
%100; Kklaritromisin duyarliliginin belirlenmesinde duyarlilik %83.3, ozgiillik %100
saptanmustir (96).

2.6.2.3.6. Diski Genotiplendirme

Digki oOrnekleri kullanilarak noninvaziv genotiplendirme glmM ve recA genlerini
hedefleyen iki H. pylori spesifik biprob real-time PCR testi ile olmaktadir. Suslar arasi
farkliliklar amplikonlarin  melting 1sisindaki farkliliklar ile belirlenmektedir. Diski
orneklerinde bu testin duyarliligi %92.2 ve spesifikligi %100 olarak saptanmistir. Noninaziv
olmasi, H. pylori suslarinin ayriminda ve saptanmasinda yiiksek hassasiyeti nedeniyle, bu
genotiplendirme testi organizmanin bulas yolunu aydinlatmaya yardimer olacak genis 6l¢iilii

caligmalarda kullanilabilme potansiyeline sahiptir (188).

2.6.2.4. Diger Ornekler Icin Kullanilan Tani Yontemleri

2.6.2.4.1. idrar Antikor Testleri

Idrarda H. pylori’ye karst 1gG antikorlarim1 saptamak igin ELISA ve
immunokromatografik testler kullanilmaktadir (42). Japonya’da iki c¢esit ticari test
gelistirilmistir: standart ELISA (Urinelisa, Otsuka, Tokyo, Japan) ve immunokromatografik
test (Rapirun, Otsuka, Tokyo, Japan) (42, 79). Idrarda H. pylori IgG’sinin saptanmasi; non
invaziv, kolay, hizli, ucuz olmasi nedeni ile avantajlidir (79). Idrarda H. pylori 1gG
antikorlarmin saptanmasinda duyarlilik %92.3, o6zgiillik %89.7 olarak bildirilmistir (42).
Idrar testinin dogrulugu ne pH’a ne de idrarda bakterinin varligina bagh degildir. Yiiksek bir
total IgG yalanct olumsuz sonuglara neden olabilmektedir ve diisiik bir total IgG ise yalanci
olumlu sonuglara neden olabilmektedir; ayrica idrar analizi anormal olan hastalar

dislanmalidir. Bir diger kritik nokta ise dondurulmus 6rnek degil taze idrar 6rneginin analiz
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edilmesi gerekmektedir. Dondurulup ¢6ziilmiis 6rneklerde protein presipitasyonu olabilmekte
ve testin duyarliligini azaltmaktadir (42, 79). Test taze Orneklere uygulanmali ya da bir
koruyucu eklenmelidir (42).

Idrar temelli EIA testleri non invaziv, 6rnek toplanmasinin basit, yiiksek duyarlilik ve
ozgiilliige sahip olmasi nedeniyle avantajlidir (26). Idrar EIA testlerine direk
uygulanabilmekte ve 20 dakika kadar kisa bir siirede sonug verilebilmektedir. Idrar temelli
immunotestler tarama i¢in uygundur ve genis capli epidemiyolojik calismalar H. pylori

enfeksiyonunun prevalansini etkiler (207, 208).
2.6.2.4.2 Tiikiiriik Antikor Testleri

Enfeksiydz ajanlara karst immiin yanit sirasinda tiikiiriik antikorlar1 salgilanmaktadir.
Ilgingtir ki, H. pylori’ye kars1 spesifik IgA saptanmasi enfekte olan ve olmayan bireyleri ayirt
edemeyebilmektedir, fakat IgG saptanmasi bu ayirimi yapabilmektedir. Tiikiiriik testi Helisal
(Cortecs Diagnostics, Deeside, United Kingdom) ve Oralfluid ELISA (Enteric Products,
Stony Brook, NY) testleri ticari olarak mevcuttur. Bu testlerin duyarlilik ve spesifikligi ¢ok
disiiktiir. En iyi sonug serum titresi yiiksek olan duedonal iilserli hastalarda veya bes yasindan
bliyiik cocuklarda gozlemlenmistir. Serum ve tiikiiriikten elde edilen titreler arasinda iyi bir

korelasyon oldugu saptanmustir (79).
2.7. Helicobacter pylori Enfeksiyonu Tedavisi

H. pylori enfeksiyonunun kolaylikla tedavi edilemedigi ve c¢oklu ila¢ tedavisine
gereksinim duyuldugu bildirilmektedir. Bir¢ok tedavi rejimi klinik olarak basit ve basarili
olmasina ragmen, tedavi basarisizlig1 gozlenebilmektedir (43).

Ideal tedavi; ucuz, yiiksek oranda bagari gosteren, uygulamasi kolay, iyi tolere
edilebilmesi ve ¢ok az yan etki gozlenmesi gibi 6zelliklere sahip olmalidir. Tiim bu kriterlere
sahip olan tedavi rejimi olmamasina ragmen, tedavilerin ¢cogu iyi tolere edilebilir ve etkilidir
(43). Maastricht III konsensus raporunda eradikasyon tedavisi rejiminin etkili olabilmesi i¢in

%80’den fazla eradikasyon orani elde edilmesi gerektigi bildirilmistir (209).
2.7.1. Tedavide Kullanilan Ajanlar

H. pylori ile iligkili hastaliklarin tedavisinde temel olarak asit giderici, antisekretuvar

ajanlar ve antimikrobiyal ilaglar kullanilmaktadir (43). Her bes yilda diinya ¢apinda ulusal
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uzmanlarin birlikteli§inde (Maastricht Consensus, 2010) revise edilerek H. pylori i¢in tedavi
opsiyonlar1 tanimlanmakta ve H. pylori antibiyotik diren¢ problemine karsi empirik tedavi
Onerilmektedir (10).

H, reseptor antagonistleri genis kullanimi olan antisekretuvar ajanlardir. Parietal
hiicrelerde H, reseptoriinde histaminin geri doniisiimlii inhibitorleridir. H, reseptor
antagonistleri H. pylori’ye kars1 antibakteriyal aktivite gdstermezler (43).

PPI, gastrik parietal hiicrelerin luminalinde hidrojen potasyum ATPaz pompasinda asit
sekresyonunu bloke etmektedir. Bu pompa, hidrojen iyonlarinin gastrik liimene salinmasi ve
gastrik salgimmin diisiik pH ¢evresel karakteristigini yaratarak parietal hiicre mikrovillus
membraninda karsilikli hidrojen ve potasyum degisimini saglamaktadir. PPI intraluminal
gastrik pH’y1 arttirarak ATPaza baglanmakta ve inhibe etmektedir. PPI H. pylori’ye karsi
direkt antibakteriyal aktiviteye sahiptir fakat tek basina kullanildiginda enfeksiyonu tedavi
edememektedir (43).

H. pylori in vitro olarak ¢ogu antimikrobiyale duyarlidir ancak in vivo olarak yalnizca
cok az bir antibiyotik enfekte hastalar1 tedavi edebilmektedir. Gastrik mukus tabakasinda
uygun diizey ilacin yetersizligi, diisik pH’da ilaglarin inaktivasyonu, H. pylori’nin yavas
iremesi gibi nedenlerden dolayr in vivo olarak antibiyotiklerin aktivitesinde eksiklik
goriilmektedir (210).

H. pylori enfeksiyonu tedavisinde fiyat, etkinlik, yan etkiler, toplumdaki antibiyotik
direnci, doz, kullanim siiresi, pH uygun tedavi se¢ciminde yer almaktadir (43).

1996°dan beri H. pylori eradikasyonu icin PPI ile iki antibiyotik kombinasyonu birinci
basamak tedavi olarak kullanilir. Avrupa ve Kuzey Amerika’da yayinlanan kilavuzlarda
Onerilen birinci basamak tedavi PPI ile amoksisilin ve klaritromisin kombinasyonunu
icermektedir. Bu tedavinin 14 giin kullanilmas: yedi giinliik tedaviye gore daha avantajhdir.
2000 yilina kadar yapilan calismalarda standart iiclii tedavinin eradikasyon ornainin %90’1n
iistiinde oldugunu gostermektedir. Son zamanlarda bu diizey %60-70’e diismiistiir. Maastricht
II Consensus raporuna gore, klaritromisine karsi direng %15-20 iizerinde ise klaritromisin
yerine metronidazol kullanilmasi 6nerilmektedir. Klaritromisin duyarli suslarda bu rejimin
eradikasyon orani %87.8, klaritromisin direngli suslarda %18.3 saptanmustir. Klaritromisin
direncinin artmasi solunum yolu enfeksiyonu i¢in toplumda ¢ok fazla miktarda klaritromisin

kullanilmas ile iligkilidir (135).
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2.8. Antimikrobiyal Direnc
2.8.1. Antimikrobiyal Direncin Prevalansi

H. pylori enfeksiyonunun tedavisi olduk¢a zordur. Tedavi bagarisizliginin bazi nedenleri
hastanin tedaviye uyumsuzlugu, H. pylori’de antibiyotik diren¢ varligi, zayif etki ya da
antibiyotik konsantrasyonudur (76, 86). Tedavi basarisizlig1 ve diger faktorler arasindaki iliski
tedavi rejimleri arasinda farklilik gosterebilir. Ornegin, PPI ve amoksisilini i¢eren ikili tedavi
sigara icmek gibi eksternal faktorlere ¢ok duyarlidir. H. pylori’de antibiyotiklere karsi
direncin kromozomal iligkili oldugu ve izolatlarin yarisinda plazmid bulunmasina ragmen,
plazmid aracili olmadig bildirilmistir (86).

H. pylori’de antibiyotik direnci tedavi basarisizliginin temel nedeni oldugundan
antibiyotik direncinin saptanmasi 6nemlidir. H. pylori’nin antibiyotik direncinin
saptanmasinda gradiyent difiizyon (E-test), agar diliisyon ve disk difiizyon gibi kiiltiir temelli
fenotipik metotlar kullanilmaktadir. Ancak bu metotlar zaman alicidir (197, 210). Hiicre
gecirgenligi, inokiilasyon miktari, enkiibasyon sartlar1 ve biiyiime ortami gibi faktorler sonucu
etkileyebilir. Molekiiler temelli metotlar bu faktorlerden bagimsizdir ve bu nedenle kiiltiir
temelli yontemlere alternatif yontemlerdir. Ayrica, kiiltiir temelli testlerden daha hizlidir ve
gastrik biyopsi Orneklerine direkt olarak uygulandigi zaman, sonu¢ endoskopinin yapildig:
giin elde edilebilmektedir (210).

H. pylori glikopeptitler, sefsulodin, polimiksinler, nalidiksik asit, trimetoprim,
siilfonamidler, nistatin, amfoterisin B ve siklohekzimide intrinsik direclidir. Bunlardan
bazilar1 izolasyon ortaminda segici ajan olarak kullanilmaktadir. Vahsi tip suslar B-laktamlar
(sefsulodin harig), fosfomisin, makrolidler, aminoglikozidler, tetrasiklinler, kloramfenikoller,
rifampinler, florokinolonlar, 5-nitroimidazoller ve nitrofuranlara duyarhdir (79).

H. pylori’de antibiyotik direnci artis gostermektedir. Metronidazol direnci [Minimal
inhibisyon konsantrasyonu (MIK) >8mg/L] H. pylori’de en yaygin antimikrobiyal direngtir.
Gelismekte olan tilkelerde H. pylori’de metronidazol direng orami yiiksek olmasina karsin,
endiistriyellesmis tllkelerde H. pylori suslarinin yaklasik %35°1 metronidazol direnclidir ve
bazi bolgelerde ise cogu H. pylori suslari metronidazol direnclidir. Bu direng, gelismis
ilkelerde jinekolojik ve dental enfeksiyonlarda yaygin kullanimaktadir, gelismekte olan
tilkelerde ise paraziter hastaliklarda nitroimidazol ve metronidazoliin yaygin kullanimiyla

iliskilidir (210).
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Metronidazol direnci ile karsilastirildiginda, H. pylori’de klaritromisin direncinin
prevalans1 (MIK> 2 mg/L) cok diisiiktiir. Gelismekte olan iilkelerde, klaritromisine kars1
diren¢ oran1 daha yiiksektir ve %25-50 arasinda degismektedir (210). Klaritromisin direnci
Asyada %18.9 (bolgesel farkliliklar goriilmekte; Malezya’da %2.1, Japonya’da %40.7) ve
Avrupada %10-45 (ilging olarak giiney ve kuzey Avrupa’da cografik bolgelerde biiylik
farkliliklar goriilmekte; Isvec’te %1.5, Hollanda’da %0.8 oldugu bildirilmektedir. Ulkemizde
ise %38.5 oraninda oldugu bildirilmektedir (27).

H. pylori’de amoksisilin direnci (MiK>0.5 mg/L) ve tetrasiklin direncinin (MIK>4
mg/L) ¢ok ender oldugu bildirilmistir. Bu antibiyotiklere karsi direng diger bakterilerde ise
yaygindir. H. pylori’de amoksisilin ve tetrasiklin direncinin insidansinin o6zellikle bu
antibiyotiklerin recetesiz elde edilebildigi belli cografik bolgelerde (italya, Brezilya, El
Salvador, Hindistan ve Litvanya) arttig1 goriilmektedir. H. pylori amoksisilin direnci %72 ve
tetrasiklin direng orani ise %59 bildirilmistir (210). Tiirkiye’de H. pylori amoksisilin direnci

%.15.4 levofloksasin direnci % 26.9 olarak bildirilmistir (211).
2.8.2. Antimikrobiyal Direng ve Klinik Etki

Bir¢ok calisma, antimikrobiyal direncin anti-H. pylori tedavisinin bagarisini azalttigini
gostermektedir. H. pylori iligkili hastaliklarda antibiyotik direnci ile klinik iligki
arastirilmaktadir. H. pylori eradikasyonunu azaltan antibiyotik direnci, H. pylori suslarinda
direng diizeyi, tedavinin siiresi, antimikrobiyal ilaglarin dozu ve tedavide kullanilan bilesenler
gibi cesitli faktorlere baglidir. Birgok c¢alismada, metronidazol direncli H. pylori susu ile
kolonizasyonda, metronidazol igeren PPI temelli iiclii tedavinin eradikasyon orami direngli
suslarda %73, metronidazol duyarli suslarda ise %90 olarak gosterilmistir. Metronidazol
direnci, metronidazol iceren PPI temelli ticlii tedavi ile elde edilen eradikasyon oranlarinda
genis bir etkiye sahip oldugu, bu tedavilerle eradikasyon oram ise direncli suslar i¢cin %63,
duyarli suslar icin %91 olarak belirtilmistir. PPI temelli bir tedaviye bizmut bileseninin
ilavesinde tedavinin etkinligi direngli suslar i¢in %83, metronidazol duyarl suslar icin %92
olarak bildirilmistir. Metronidazol direncine karsi ranitidin bizmut siilfat temelli iiclii tedavi
caligmalarinin sinirli olmasina ragmen, eradikasyon oranlar1 dortli tedavide direngli suslar
i¢in %89, metronidazol duyarl suslar i¢in %95’tir (210, 212).

H. pylori’de klaritromisin direncinin prevalans: diisiiktiir, cogu c¢alismada da

klaritromisin direnci dramatik olarak biitiin klaritromisin i¢eren tedavilerin basarisini azalttigi
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goriilmektedir. Klaritromisin iceren ikili tedavinin (PPI ya da bizmut bileseni) eradikasyon
orani klaritromisin direngli suslar i¢in %33, klaritromisin duyarli suslar i¢in %68’den azaldig1
bildirilmektedir. Klaritromisin igeren {i¢li tedavide ise (PPI ve amoksisilin ya da
metronidazol) eradikasyon orani, klaritromisin duyarli suslar i¢in artmasina (%86) karsin,
klaritromisin direngli suslar i¢cin bu oranin azaldig1 (%25) belirtilmistir. Tedavi
basarisizliginin amoksisilin ve tetrasiklin direncli H. pylori suslarinin varligina baglh oldugu
bildirilmistir, ancak tedavi basarisinda bu direnglerin etkisinin saptanmasinda heniiz yeterli bir

veri yoktur (210, 213).
2.8.3. Antimikrobiyal Direncin Molekiiler Mekanizmasi

H. pylori’de antibiyotik diren¢ mekanizmalar1 nokta mutasyonlarina baglidir.
Mekanizma horizontal olarak aktarilabilen plazmidleri kapsamamaktadir fakat vertikal olarak
aktarilan nokta mutasyonlar1 ve midede es zamanli iki sus bulunuyorsa transformasyonu

kapsamaktadir (79).

2.8.3.1. Metronidazol Aktivitesi ve Direnc Mekanizmasi

Metronidazol gastrik sivi igerisine aktif olarak salinan ve antimikrobiyal etkisini diisiik
pH’da gosterebilen ve H. pylori’ye karsi oldukga etkili bir ilagtir (210). Mikroaerofilik
mikroorganizmalara segici olarak toksik etkili bir nitroimidazoldiir. Metronidazol
mikroorganizmanin yikimi ve sitotoksik {riinlerin iiretimine neden olan ilaglarin kimyasal
olarak reaktif indirgenmis bir formudur. Metronidazol aktivitesi pH bagimsiz olmas1 gastrik
cevre i¢in idealdir (43). Metronidazoliin bakterisid aktivitesi, DNA helikal yapisin1 bozabilen
hidroksilaminler, nitroso tiirevleri ve anyonik radikallerde nitro gruplarinin azalmasina
dayanmaktadir. Bu azalma reaksiyonu elektron transport zincirinin komponentlerinin hiicre
ici redoks potansiyeline bagimlidir. Elektronlar piruvat oksido rediiktaz kompleksi (POR)
tarafindan iiretilmekte ve metronidazol gibi diger molekiillerin azalmasina neden olan ya
flavodoksin ya da ferrodoksine gegmektedir. Bu siire¢ 6zellikle metronidazole yiiksek oranda
duyarlilik gosteren anaerob tiirlerde aktiftir. Antibiyotik direncinde kazanma elektron
tagtyicilariin aktivitesinin ortadan kalkmasi ya da azalmasina baghdir. Aerob sartlarda
anaerob bakterilere kars1 metronidazol aktivitesi mekanizmasi oksijen igermeyen radikallerin
tiretimine bagli bulunmaktadir. Hiicre i¢i redoks potansiyeli/oksijen gerilimi H. pylori

direncinde rol oynamaktadir (214).
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Metronidazole karsi direng tam olarak bilinmemektedir, ancak c¢esitli olasiliklar s6z
konusudur: (i) transport eksikligi, (ii) ilag modifikasyonu ya da export, (iii) biyolojik hedefin
kayb1 ya da modifikasyonu, (iv) DNA tamir enzimi aktivitesinde artis ve (v) oksijen
radikallerini bulma yeteneginin artmasi. Metronidazol direnci, metronidazol aktivasyonunu
engelleyerek metronidazol indirgenme bolgesinden oksijen uzaklastirilmasi ile iliskili olabilir.
Metronidazoliin  antimikrobiyal etkisi hedef hiicrenin redoks sistemi tarafindan
metronidazoliin indirgenme aktivasyonuna baghdir (215). Metronidazol nitrorediiktaz
kodladig1r diisiiniilen oksijenden etkilenmeyen NADPH nitrorediiktaz geni rdxA ve
metronidazol nitrorediiktaz kodlayan gen NADPH flavin oksidorediiktaz gen frxA
metronidazol direncinden sorumludur (194, 210, 215). fdxB (ferrodoksin benzeri protein
kodlayan gen) ve frxA genlerinin kodlandig: rediiktaz inaktivasyonu yiiksek diizey direnci
arttirmaktadir (194, 214). frxA geni metronidazolii DNA’y1 pargalayan aktif bir bilesene
degistirmede rol oynar. Yiiksek diizey metronidazol direngli biitiin H. pylori izolatlarinda
anlamsiz ve/veya frameshift mutasyonlariyla olusan rdxA ve frxA premature kesimi bulunur.
Metronidazole karsi orta diizey direncli izolatlar ya rdxA ya da frxA’nin tekli premature
kesimini icerir. Diisiik diizeyli metronidazol direngli izolatlar frxA geninde tek bir anlamsiz
mutasyon igerir fakat rdxA’da spesifik bir degisiklige neden olmaz. rdxA geninde nonsense
ve/veya frameshift mutasyonlar1 metronidazol direncli izolatlarin %68-78’inde bulundugu
bildirilmistir (215). H. pylori suslarinda metronidazolden sorumlu kompleks efflux sisteminde
rolii oldugu bildirilmistir. H. pylori’de farkli antibiyotiklerin salgilanmasini diizenleyen ve
bir¢ok hiicre i¢i translokazlar ile iliskide olan dis membran efflux proteinleri (OEP) varligi

gosterilmistir (214).

2.8.3.2. Tetrasiklin Aktivitesi ve Direnc Mekanizmasi

Tetrasiklin 30S ribozomal alt {initeye baglanan H. pylori’ye kars: aktif bakteriostatik bir
antibiyotiktir. Ribozoma aminoagil tRNA’nin baglanmasini engelleyerek, bakteri bilyiimesi
ve protein sentezini inhibe eder (210, 216). Tetrasiklin hidroklorid H. pylori’ye kars1 ilk etkili
tedavi olarak kullanilmustir. Tetrasiklin aktivitesi gastrik asiditeden bagimsizdir (43). Ilag
baglanmasinin yetersizligi ve/veya ila¢ efflux’unda artig, ribozomal koruyucu proteinlerin
degisimi veya 16S rRNA molekiiliiniin heliks 31 bolgesi ile ilgili olarak tetrasiklin baglanma

bolgesinde mutasyonlar H. pylori’nin tetrasiklin direncinden sorumludur (10, 210, 217).
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H. pylori’de tetrasiklin direnci i¢in 16S rRNA genlerinde (rrnA ve rrnB) AGA926-
928TTC iiclii baz ¢ifti degisikligine dayanmaktadir. Bu mutasyon bakteriyal ribozoma
tetrasiklin molekiiliiniin baglandig1 noktay1 iceren bdlgede lokalizedir (79, 210, 216, 217).
AGA926-928TTC {iglii mutasyon yiiksek diizeyde (>256 mg/L) tetrasiklin direncine neden
olmaktadir, bu {li¢ baz arasinda AG926-927GT ve A926G/A928C gibi tekli ve ciftli baz
mutasyonlar1 diistik diizeyde (1 mg/L ve 4 mg/L) direng ile iliskilidir (210, 216, 217).

2.8.3.3. Amoksisilin Aktivitesi ve Diren¢c Mekanizmasi

Amoksisilin penisilin grubuna ait bakterisidal bir antibiyotiktir. Amoksisilin bir B-
laktam antibiyotigidir. B-laktam direncinde iki temel mekanizma vardir: B-laktam halkasini
hidrolize eden B-laktamaz varligi ve B-laktamlarin hedefi olan penisilin baglayan proteinlerde
(PBP) degisiklik. Amoksisilinin antimikrobiyal aktivitesi pH bagimlidir, pH artis1 ile MiK
azalmaktadir. Amoksisilin konsantrasyonu antral mukozada en yiiksek, korpus mukozasinda
ve mukus tabakasinda daha diigik diizeyde bulunmaktadir. Amoksisilin, kombinasyon
tedavisi igerisinde kullanildiginda etkili bir anti-H. pylori ajanmidir (43). Klinik H. pylori
izolatlarinda PB-laktamaz aktivitesi gozlenmemistir bu nedenle PBP’lerde degisiklik H.
pylori’de olas1 amoksisilin direncine neden olmaktadir. PBP’ler pepetidoglikan sentazdir ve
C-terminal bolgesinde transpeptidaz aktivitesi gostermektedir (218). Amoksisilin PBP’ye
baglanarak peptidoglikan sentezini engelleyerek etki gostermektedir (79). Amoksisilin
direncli H. pylori suslarinda pbp-la geninde mutasyonlar bulunmaktadir (79, 218, 219).
Penisilin transportunun bloklanmasina neden olan Ser-414->Arg aminoasit degisikligi
goriilmektedir. Amoksisiline karsi tolerans tanimlanmistir ve olast mekanizma dordiincii

PBP’nin (PBP-D) eksik olmasidir (79).

2.8.3.4. Florokinolon Aktivitesi ve Direnc Mekanizmasi

Florokinolonlar, gyrA geni tarafindan kodlanan DNA girazin A alt iinitesini inhibe
etmektedir (10, 79, 220). DNA giraz enzimi, gyrA tarafindan kodlanan A alt iinitesi ve gyrB
tarafindan kodlanan B alt iinitesini igeren tetramer yapida bir enzimdir. Bu enzimin temel
fonksiyonu replikasyona olanak tanimak i¢in siiper kivrimlit DNA’nin ayrilmasini saglamaktir
(220). gyrA geninin 87, 88, 91 ve 97 aminoasit pozisyonunda kinolon diren¢ belirleme

bolgesindeki (QRDR) mutasyonlar ile H. pylori’de diren¢ goriilmektedir (10, 79, 210, 221).
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2.8.3.5. Rifampisin Aktivitesi ve Direnc Mekanizmasi

Rifampisin ile yapisal olarak iligkili rifabutin, DNA bagimli RNA polimerazin  alt
initesine baglanarak bakterinin hem RNA hem de protein sentezini engellemektedir. Bu
kompleksin B alt tinitesi rpoB geni tarafindan kodlanir (222). H. pylori’de bu antibiyotiklere
kars1 diren¢ rpoB genindeki 524, 525, 527, 530, 540, 545, 585, 586 ve 149 pozisyonundaki
nokta mutasyonlar ile iliskilidir (78, 193, 209, 221). H. pylori’de rpoB genindeki aminoasit
degisikligi rifamisin direncini indiiklemektedir ve mutasyonel rifabutin direnci yiiksek diizey

rifampin direnci ile iligkilidir (194, 222).

2.8.3.6. Klaritromisin Aktivitesi ve Direnc Mekanizmasi

Makrolidler kimyasal olarak 14-16 iiyeli lakton (eritronolit) halkasi icermektedir (223-
226). Onuncu karbonda bir keton fonksiyonu icermektedir, C3’e a-glikozidik bagla baglanan
kladinoz ve Cs’ya B-glikozidik bagla baglanan desozamin olarak adlandirilan iki sekerden
olusmaktadir. Kladinoz sekeri yan etkilerin olusmasinda etkilidir (227, 228). On dort iiyeli
lakton halkasi igeren makrolidler lakton zincirinin iki yani arasinda hidrofobisite farkliligi ile
karakterizedir (225). Klaritromisin makrolidi eritromisinden farkli olarak altinci karbonunda

hidroksil grubu yerine metil grubu icermektedir (Sekil 16) (227-229).

%Kcm3 B-D-Desosamin
0
: CH;

1

a-L-Kladinoz

CH;

Sekil 16. Klaritromisin antibiyotiginin kimyasal yapis1 (228)
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Makrolidler 70S ribozomun 50S ribozomal alt iinitesine geri doniisiimli olarak
baglanmasi sayesinde aminoagil transfer RNA’nin translokasyonunu inhibe ederek
antimikrobiyal etkisini gostermektedir. Makrolide kars1 mikrobiyal diren¢ intrinsik ya da
kazanilmig Ozellikte olabilir (36, 223, 230). Fizyolojik pH’da makrolidler diisiik derecede
iyonizasyon gostermektedir. Gram negatif basillerin ve enterokoklarin ¢ogunda bu hidrofobik
ilaglara kars1 intrinsik direncin dis membran gegirgenligine bagl oldugu diisiiniilmektedir.
Makrolidlerde kazanilmis diren¢ iic yolla: (i) hedef bolge modifikasyonu ve ribozomal
metilasyona neden olan enzimlerin indiiksiyonu ile; (i1) aktif efflux (Staphylococcus
aureus’da msrA ve msrB, Streptococcus pneumoniae’de mefE ve S. pyogenes’de mefA geni)
(PABN, CmeB, Acr-AB-TolC efflux pompasi) ile; (iii) bakteriyal enzimler (esteraz,
fosforilaz, glikozidaz) tarafindan makrolidin hidrolizi ile olusmaktadir (36, 42, 223, 226, 230,
231). Ribozomal hedef bolge modifikasyonu erm (eritromisin ribozomal metilaz) genlerinden
(ermA, ermB, ermC, ermTR) birinde ya da L4 ve L22 ribozomal proteinlerinde meydana
gelmektedir (36, 223, 224, 226, 227, 232). Bu genler makrolid, linkozamid ve streptogramin
tip B antibiyotikleri ile etkilesimde olan 23S ribozomun korunan bolgesinde spesifik adenin
rezidiisiiniin metilasyonu ile ribozomu modifiye etmektedir. Makrolid, linkozamid ve
streptogramin (MLS) direnci tipik olarak biitiin makrolidlere kars1 yliksek diizey direng ile
iligkilidir (223, 233).

Bakterilerde 70S ribozom, kiiciik bir 30S alt {initesi ve biiyiik bir 50S alt iinitesinden
olugmaktadir. Herbir alt iinite rRNA ve ribozomal proteinler icermektedir (234). Protein
sentezinde baslangic aminoasidi tasiyan aminoagil tRNA mRNA dizisine baglandiginda
ribozomun 30S alt birim ve 50S alt birimde birleserek baslangi¢ kompleksini olustururlar
(227). Bir diger aminoasidi tastyan aminoacil tRNA, A bdlgesine gelir ve P bolgesindeki
aminoasit ile aralarinda peptit bagi olusturur. Ribozom mRNA {iizerinde hareket eder ve
aralarinda peptit bagi olusan iki aminoasiti tagitan aminoagil tRNA P bolgesine kayar ve yeni
bir aminoasidi tasiyan tRNA’nin baglanabilmesi icin A bdlgesini bosaltir (230, 234).
Klaritromisin sahip oldugu kladinoz sekeri ile 50S alt iinitenin peptidil transferaz bolgesinin
V domainine 2142, 2143 ve 2144 pozisyonlarindaki klaritromisin baglanma bdélgelerine
hidrojen bag1 olusturarak baglanir. Makrolid baglanma bolgesi peptidil transferaz merkezi
yaninda peptit c¢ikis tiineli igerisinde 50S ribozomal alt iinitesinde lokalize olarak

bulunmaktadir. Klaritromisin antibiyotigi baglandiktan sonra, aminoasidi tagiyan aminoagil
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tRNA A bolgesinden P bolgesine kayamaz ve bu noktadan itibaren protein sentezi durur
yanlis protein ya da anlamsiz proteinler olusur (224, 226).

Klaritromisin, alt1 ayr1 domaini olan 23S rRNA’nin domain II’de hairpin 35’e ve V
domaininin peptidil transferaz bolgesine baglanan makrolid gruba ait olan aside en dayanikli
ve en diisiik MIK’e sahip bakteriostatik bir antibiyotiktir (Sekil 17) (37, 43, 210, 224, 226,
235). Ancak duyarli organizmalara kars1 yiiksek konsantrasyon kullanildiginda veya diistik
inokiilasyonda bakterisidal olabilir (42, 223). Bu baglanma protein elongasyonunu engeller ve
boylece etkili olarak bakteriyal protein sentezini durdurur (210, 235). Klaritromisinin aktif
formu 14-hidroksi metabolitidir (31, 220). Klaritromisinin antibakteriyal aktivitesi daha cok
tek doku dagilimiyla ve eritromisin kullanimu ile iiretilenlerle ilgili olarak yiiksek ya da uzun
stireli doku diizeyi ile sonuglanan eliminasyon profili ile artmaktadir (223). Klaritromisinin
antibakteriyal aktivitesi diger makrolidlerle benzerdir, ancak klaritromisin asidik gastrik
mukus tabakasinda daha iyi absorbe olur ve bu nedenle H. pylori’ye kars1 daha etkilidir (210,
223). Klaritromisinin MiK degeri 0.03-0.06 olarak bildirilmistir (223).
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Sekil 17. 50S ribozomal alt iinitenin domain II’de hairpin 35 ve domain V’te peptidil

transferaz bolgesi (226)
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H. pylori’de Klaritromisin direnci 23S rRNA’nin peptidil transferaz bolgesinde A2142G
(A2146G), A2143G (A2147G) ve A2144G pozisyonlarindaki adeninin guanin ile yer
degistirdigi ve A2142C (A2146C) ve A2143C pozisyonlarindaki adeninin sitozinle yer
degistirdigi nokta mutasyonlariyla olusur (2, 3, 28-32, 40, 82, 236-239) (Sekil 18).

Peptit bads odugmas

7 N

GGA

L1

Flartromizan

G/C 6/C &

GGG : Pro GGG : Pro
GGC : Pro CGG : Ala
AGG : Ser
GAG : Leu
CAG : Val

Sekil 18. Klaritromisin direncine neden olan nokta mutasyonlarinin olusturdugu degisiklikler

A2143G igin MIK degeri genellikle 0.5-4 ug/mL ve A2142G mutasyonu igin 8-32
pg/mL oldugu bildirilmistir (230, 232). A2143G mutasyonu diisiik MIK (<64 mg/L)’li
izolatlarda sik bulunurken, A2142G ve A2142C o6zellikle yiiksek klaritromisin MIK (>64
mg/L)’1i izolatlarda daha ¢ok goriilmektedir (26, 36, 210). Ayn1 zamanda A2115G, A2143T,
T2183C, T2245C, T2144T, G2141A, T2717C, T2182G, T2182C, C2195T, GI1939A,
T1942C, G2223A, G2224A, T2288C ve C2288T gibi diger 23S rRNA mutasyonlar1 da
gosterilmistir, ancak bu mutasyonlar ¢ok nadir gézlenmektedir (3, 33-39, 82, 232, 237, 240).
A2142C, A2142G, A2142T, A2143G,A2143C, C1939A ve T1942C domain V’te bulunurken
T2717C ise domain VI’da bulunmaktadir (40).
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H. pylori iki 23S rRNA geni (rrn operonu) icerir ve mutasyonlar genellikle her iki
kopyada da bulunur (36, 226, 230, 232, 241). 23S rRNA’nin bir kopyasinda mutasyon,
yiiksek klaritromisin direncinin homolog DNA rekombinasyonuyla diger 23S rRNA genine
kolayca transfer olabildigi gosterilmistir (28, 29, 210, 241). ki RNA kopyasinin birinde
mutasyonun gozlenmesi yliksek diizey dirence neden olmak i¢in yeterlidir (36, 114, 226).

Klaritromisin direnci diger makrolidlere karsi direncgle uyusur. A2143G mutasyonu
klaritromisin ve linkosamide kars1 orta diizey direncte yilikselme oldugu fakat streptogramin
B’ye kars1 direng gostermedigi bildirilmistir (230). A2142G ve A2142C mutasyonlar: biitiin
makrolidlere yiiksek diizey capraz direng verdigi bildirilmistir (210, 230).

2.8.4. Klaritromisin Direnci Saptanmasinda Kullanilan Yontemler

H. pylori duyarlilik testleri i¢in kullanilan yontemler difiizyon ya da diliisyon temelli

standart fenotipik yontemler ve genotipik yontemler olarak iki grupta incelenir (79).

2.8.4.1. Fenotipik Yontemler

2.8.4.1.1. Agar Diliisyon

Agar diliisyon, antimikrobiyal duyarlilik test yontemlerinin = dogrulugunu
degerlendirmek icin kullanilan referans bir tekniktir. H. pylori icin CLSI'nin Onerdigi
antimikrobiyal duyarlilik testi agar diliisyondur (79, 193, 210). Uygun ortam (Brucella agar,
Columbia agar, Wilkins Chalgren agar vb), suplementler (%5-10 kan), inokulum miktar1 (10*
10® CFU/ml), inkiibasyon atmosferi ve plaklar1 okumak icin uygun zamanin belirlenmesi ile
ilgili olarak standardizasyona ihtiya¢ duyulmaktadir (220). CLSI’ya gore klaritromisin i¢in
sinir degerler <0.25 pg/mL duyarli, 0.5 pg/mL intermediate ve >1 pg/mL direngli olarak
belirlenmistir (79, 193). EUCAST’a gore <0.25 pg/mL duyarli, >0.5 pg/mL direncli olarak
belirlenmistir (242).

2.8.4.1.2. Broth Diliisyon

Broth diliisyon metodu otomasyona adapte olabilme avantajina sahiptir. Ayrica,
H. pylori’nin sivida biiylimesinin zorlugu nedeniyle H. pylori icin ¢ok sik kullanilmamaktadir

(79, 220). E-test ile 1yi1 bir korelasyon gostermektedir (79).
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2.8.4.1.3. Disk Difiizyon

Rutin duyarlilik testleri i¢in ¢ok ekonomik en basit ve en sik kullanilan metottur (79,
210). H. pylori gibi yavas iireyen bakteriler icin Onerilmeyen bir yontemdir. Makrolid
direncini saptamak icin disk difiizyon yontemi valide edilmistir. MIK >0.5 pug/mL’ye karsilik
gelen smir deger inhibisyon zonu klaritromisin i¢in 22 mm ve eritromisin i¢in 17 mm’dir

(79).
2.8.4.1.4. Gradiyent Difiizyon (E-test)

Gradiyent difiizyon (E-test) yontemi MIK degerlerinin direkt ekspresyonu ile kantitatif
bir yontem olarak avantaja sahiptir ve ayrica H. pylori gibi yavas iireyen bakterilere karsi
uyarlanmistir. Agar diliisyon metodu ile bu metot arasinda iyi bir korelasyon saptanmistir

(243).

2.8.4.2. Genotipik Yontemler

H. pylori’de klaritromisin direncinin saptanmasi i¢in bir¢cok teknik gelistirilmistir
Klaritromisin direnci 23S rRNA geninin V domaininin peptidiltransferaz bolgesinde cesitli
nokta mutasyonlarma baglidir. Molekiiler bazli metotlar bakterilerin canliligima bagimli

degildir (79).
2.8.4.2.1. PCR- Restriksiyon fragment uzunluk polimorfizmi (RFLP)

RFLP amplikon icinde restriksiyon bolgesinin bulunmasini temel alan basit bir
yontemdir (194, 210). PCR-RFLP biyopsi 6rnegi ya da digkidan elde edilen H. pylori’deki
mutasyonel degisiklikleri saptamak i¢in siklikla kullanilan bir yontemdir (210). Bu test BceAl
(A2142C), Bbsl (A2142G), Bsal (A2143G), Bpi (A2143G) ve Mboll (A2142QG) restriksiyon
endoniikleazlarin1 kullanarak 6nceden tanimlanan 23S rRNA mutasyonlarinin saptanmasini

saglar (82, 118, 240).
2.8.4.2.2. PCR-Oligoniikleotid ligasyon testi (OLA)

PCR-OLA, PCR’dan sonra ek bir hibridizasyon basamagi igerir. PCR iiriinleri i¢in
oldukga zorlu sartlar altinda isaretlenmis oligoniikleotit problar1 kullanilir (210, 244).
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2.8.4.2.3. PCR-DNA enzim immun testi (DEIA)

PCR-DEIA, PCR’dan sonra ek bir hibridizasyon basamagi igerirler. Mikrotitre
kuyucuklarda immobilize edilen, mutasyonlarin isaretlendigi problarla ters hibridizasyon

prensibine dayanmaktadir (210, 245).
2.8.4.2.4. PCR-Line Prob Testi (PCR-LiPA)

Nokta mutasyonlarina uygun oligoniikleotid problari nitroseliiloz bir stripe uygulanir ve
amplifiye edilmis iriinlerle ters hibridizasyon prensibine baghdir (244, 245). Hibritler
streptavidin-alkalin fosfataz konjugat/substrat kolorimetrik sistem araciligtyla saptanir. PCR-
LIPA, genis sayida orneklerin test edilmesi igin olduk¢a uygundur ve yedi farkli direng

mutasyonunun saptanmasi i¢in uygun ve basit bir sistemdir (245).
2.8.4.2.5. PCR-Preferential Homodubleks Formasyon Testi (PCR-PHFA)

Gastrik sivi Orneklerinde klaritromisin direngli mutantlarin ve H. pylori’nin direkt
saptanmasi i¢in uygulanir. Karisik populasyonu ve fenotipik metotlarla saptanamayacak kadar
diisiik konsantrasyonda direngli populasyonu saptayabildiginden daha duyarli bir yontemdir.

Biitiin midenin incelenmesine olanak tanimaktadir (244).
2.8.4.2.6. 3’ Mismatched Ters Primer PCR (3M-PCR)

3M-PCR metodu A2142C mutasyonunuda igeren tiim nokta mutasyonlar1 igin
kullanilmaktadir (244).

2.8.4.2.7. Real-Time PCR Hibridizasyon Testi

Bu yontemde, floresanla igaretlenmis mutasyonlu ya da sikica baglanan probun
varliginda bir 23S rDNA fragmenti amplifiye edilir. Bu problar PCR iiriinleriyle hibridize
oldugu zaman, bir floresan sinyal olusur. PCR tamamlandiktan sonra, 1s1 mutasyon probunun
erime noktasini saptamak i¢in arttirilir. Floresan sinyalin olusturdugu 1s1, mutasyon probunun
ayrildig1 noktada (erime noktasi) sinyal verir. Hedef sekansta uyumsuzluk oldugunda, daha
disiik erime sicakligi hibrid birlesimi karsilastirilarak elde edilir. Kiiltiire gereksinim
duymadan, direk gastrik dokuya uygulandiginda ii¢ saat igerisinde sonug veren basit ve hizli

bir tekniktir (210, 246).
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2.8.4.2.8. Biprob Real-time PCR

H. pylori’nin ureA ve 23S rRNA’s1 Lightcycler termocycler ile floresan rezonans enerji
transfer teknolojisi ve ergime egrisi analizi kullanilarak saptamaktadir (10, 31). Biproblar Cy5
floroforu ile isaretlenmis sekans spesifik problardir. Prob hedef sekansa hibridize oldugunda,
Cy5 SybrGreenl’den enerji transferine neden olmakta ve salinan 1s1ik artmaktadir. Prob ve
hedef arasinda uyumsuz baz ciftleri varliginda, ergime egrisi analizinde diisiik ergime
derecesi aciga ¢ikarmaktadir (31). Bu protokol hem gastrik biyopsi ve diski 6rneklerine
uygulanabilmektedir (10).

2.8.4.2.9. Tek Niikleotid Polimorfizm (SNP) analizi

Tek niikleotid polimorfizm analizi ¢esitli hastaliklara kalitsal duyarlilik ve ilaglara
bireysel duyarlilik saptanmasinda siklikla kullanilmaktadir. Tek isaretli piren modifiye
niikleosid 5-[3-(1-pirenkarboksiamido) propinil]-2’-deoksiiiridin ve 5-(piren-1-etinil)-2’-
deoksiiiridin iceren oligoniikleotid problar SNP saptanmasina olanak tanir. GPM9 (5°-
GCAAGACXXAAAGACCCCGT-3’) ve GPM10 (5’-GCAAGACGGXXAGACCCCGT-3")
problart H. pylori 23S rRNA’nin 2143 ve 2144 pozisyonundaki degisiklikleri
saptayabilmektedir. Bu problar tek iplik, dogal dupleks ve tek niikleotid degisikligi olan
dupleks gibi ii¢ farkli pozisyonda floresan molekiiler ile yer degistirme yapmaktadirlar (247).

2.8.4.2.10. Tek Kanal Multipleks PCR

H. pylori enfeksiyonunu saptamakta ve allel spesifik Scorpion primerleri kullanarak
klaritromisin direncine neden olan {ii¢ 23S rDNA mutasyonlarii identifiye etmekte
kullanilmaktadir. Scorpion primerler tek bir molekiilde bir primer ve bir prob birlesmesi ile
olusmaktadir ve tek niikleotid polimorfizmlerini ayirt edebilemektedir. Floresan sinyaller
SmartCycler II cihazi ile dort kanalda okunmaktadir. Scorpion PCR duyarlilig1 ve spesifikligi
yiiksek bir test olup A2142G ve A2143G mutasyonlarini ayirtedebilmektedir (10).

2.8.4.2.11. Floresan in situ Hibridizasyon (FISH) Yontemi

Konvansiyonel in situ hibridizasyon (ISH) hiicre igerisindeki spesifik bir hedef sekans
icin DNA ya da RNA molekiillerinin baglanmasi temeline dayanmaktadir (248).

Kromozomun fonksiyonu ve yapisinin ¢alisilmasinda FISH 30 yil kadar 6nce yeni bir donem
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baslatmistir. Klinik genetik, sinir bilimi, iireme, toksikoloji, mikrobiyal ekoloji, evrim
biyolojisi, karsilagtirmali genomik ve kromozom biyoloji gibi farkli alanlarda FISH
tekniginden yararlanilmaktadir (249). FISH yontemi olarak adlandirilan teknikte niikleik
asitlere floresan etiketler eklenmektedir (248). Problar direkt olarak floresan niikleotidlerle ya
da indirekt olarak floresan antikorlar tarafindan saptanan tasiyict molekiiller ile
isaretlenmektedir (249). Tipik etiketler siyanin (Cy3 ve Cy5) ve florosein (eksitasyon dalga
boyu 490 nm, emisyon dalga boyu 520 nm), tetrametilrodamin (eksitasyon dalga boyu 550
nm, emisyon dalga boyu 575 nm) ve texas Red (eksitasyon dalga boyu 578 nm, emisyon
dalga boyu 600 nm) molekiilleridir (248, 250). Alexa Fluors’uda iceren florofor ailesi ve
kuantum dots olarak adlandirilan kiigiik boyutta kristal partikiillerde genis oranda kabul
gormektedir. Bu yeni boyalarin avantaji fotostabilite ve parlakligin artmis olmasi temeline
baglidir (248). Radyoaktif isaretli problar da kullanilmaktadir (250).

Bakteriyal FISH teknolojisi, bakteriyal bir tiiriin ribozomal RNA’simin ¢oklu kopyalari
ile oligoniikleotidlerin tanimlanmasinin spesifik DNA-DNA hibridizasyonuna baglidir (16S
rRNA, 23S rRNA). Floresan boyalarla isaretli oligoniikleotidler, bakteriyal hiicreye penetre
olur ve hedef sekansa baglanir. Bu teknik ile bakteri, hayvan modellerinde ya da enfekte
insanlarin gastrik mukoza ornekleri gibi dogal habitatlarda floresan mikroskobisi kullanilarak
saptanabilmektedir (250, 251).

Mikroorganizmalarin ~ tanimlanmasinda  kullanilan FISH  yontemi  fiksasyon,
preparatlarin  hazirlanmas1 ve dehidratasyon, hibridizasyon, yikama basamaklarindan
olugsmakta ve sonuclarin analizi epifloresan mikroskobun ya da flow sitometri ile

yapilmaktadir (Sekil 19) (212, 248).
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Floresan in situ hibridizasyon (FISH)
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" boya
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oligoniikleotidler (problar)

Sekil 19. FISH yontemi basamaklar1 (212)

Fiksasyon basamaginda; bakteriyal ve insan hiicrelerinde siklikla kullanilan formalin,
paraformaldehit ve etanol gibi kimyasal fiksatifler uygulanmaktadir (248, 250). Gram negatif
bakterilerin ¢ogu i¢in %3 paraformaldehit soliisyonunun iyi bir fiksatif oldugu bildirilmistir.
Gram pozitif hiicreler ise 1s1, etanol-formalin (9:1 oraninda) ya da %50 etanol ile fikse
edilmektedir (250). Hibridizasyon basamaginda; prob islenmesi ve hedef sekans ile
hibridizasyonu i¢in sicaklik, pH, iyonik gii¢ and formamid konsantrasyonun iyi bilinmesi
gerekmektedir. Yikama basamaginda, zayif baglanan ya da baglanmayan isaretli problar
ornekten uzaklastirilmaktadir ve hibridizasyon metodunun optimizasyonundan sonra, problar
yalnizca kendilerine komplementer sekanslari tanimaktadir. Bu, metodun o6zgilligiini
belirlemektedir. FISH yonteminde identifikasyon i¢in kullanilan problar bakteri ya da
archaealarda 16S rRNA sekansini, Okaryotlarda ise 18S rRNA sekansini hedeflemektedir.
Hedef molekiil olarak rRNA se¢imi hiicrede bu yapilarin bol miktarda bulunmasi ile
iliskilidir. Mycobacterium tuberculosis’in tek bir hiicresinde 10°-10°, Escherichia coli’nin tek
bir hiicresinde ise 10*-10° sayida ribozom bulunmaktadir. Floresan yogunlugu coklu prob
etiketlenmesi sonucudur ve ribozomal igerik ile iliskilidir. Diisiik sinyal yogunlugu hiicredeki
diisiik TRNA igeriginden kaynaklanabilmektedir. DNA FISH uygulamasinda, prob dizayni
uygulama protokolii hakkinda her sey tam olarak bilinmemektedir. DNA problari her zaman

hiicre membranlarindan gecememektedir. Ozellikle Gram pozitif bakterilerde lizozim ya da

99



diger proteolitik enzimlere ihtiya¢c duyulabilmektedir. Canli hiicrelerde proteazlar ya da
endoniikleazlar tarafindan probun degradasyonu olusabilirken, ribozomal ikincil yapiya baglh
olarak rRNA ulasilabilirligi hibridizasyon siiresi 96 saat ya da daha fazla siirmektedir. DNA
problari, prob ve hedef arasindaki diisiik afinite ile iliskili olarak parlak sinyal vermemektedir.
Bu problemlerin ¢6ziimii i¢in, DNA’y1 taklit eden niikleik asit analoglart kullanilmaktadir
(248). Peptit niikleik asit (PNA) problar1 bakteriyal saptama i¢in optimize edilmistir. PNA
molekiilleri, DNA ile benzerlik gostermektedir ve negatif yiikli seker-fosfat omurgasi,
DNA’nin tekrarlayan N-(2-aminoetil) glisin tarafindan olusturulan akiral nétral poliamid
omurgasi ile yer degistirmektedir (248, 252, 253). PNA Watson-Crick baz ¢ifti kurallarina
gore komplement niikleik asit hedefleri ile hibridize olabilmektedir. PNA problar
elektrostatik repulsiyonun yoklugu ve komplementer hedeflere daha hizli ve gii¢clii baglanma
gibi daha kuvvetli hibridizasyon karakteristigi gostermektedir (252). PNA problarinin rolatif
hidrofobik karakteri hiicre morfolojisinin pargalanmasina izin vermeyen uygun sartlarda hiicre
duvar1 boyunca PNA probunun difiize olmasini saglamaktadir (253, 254). DNA probunun
uzunlugu 20-24 bp iken, PNA probunun optimum uzunlugu 15 bp’dir. Campylobacter spp.,
Candida albicans, Mycobacterium avium, Legionella pneumophila ve H. pylori i¢in bircok
PNA probu dizayn edilip optimize edilmistir (252). PNA FISH, Staphylococcus aureus ile
koagiilaz negatif stafilokoklarin hizli ayriminda ve ayni1 zamanda Candida albicans ve
Candida dubliniensis’n identifikasyonunda kullanilmaktadir (248, 254). Locked niikleik asit
(LNA) probu ve 2’-O-metil (2°-OMe) RNA’da sik olarak kullanilmaktadir. LNA, ribozun 2’
oksijen ve 4’ karbon atomlar1 arasinda metilen kopriisii ile baglandig1 sentetik RNA tiirevidir.
2’-OMe RNA, 2’-deoksi-2’-floro-p-D-riboniikleik asit (2’-F RNA) ve morfolinler ii¢ diger
modifiye yapidir. 2 OMe RNA okaryotlar i¢in kullanilmaktadir (248).

FISH yonteminde kullanilan florofor boyalar1 ile sinyalin gdoriintiilenmesinde
epifloresan mikroskop, flow sitometri veya konfokal lazer taramali mikroskop
kullanilmaktadir (248, 255).

FISH yontemi, klinik mikrobiyolojide Campylobacter, Helicobacter, Arcobacter,
Legionella pneumoniae, Chlamydia pneumoniae, Candida albicans, Brucella spp.,
Mycobacterium spp., Giardia lamblia, Cryptosporidium parvum, Pseudomonas spp. gibi
organizmalarin saptanmasinda kullanilan hizli, kiiltiirden bagimsiz bir yontemdir (253-260).
Bu metotta H. pylori, floresanla isaretlenmis H. pylori spesifik 16S ve 23S rRNA ile hibridize

edilmektedir. Isaretlenmis problarla in situ olarak hibridize edilmis bakteriler floresan
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mikroskobisi ile incelenebilmektedir. Bu test es zamanli olarak H. pylori ve klaritromisin
direncinin saptanmasma olanak verir ve direk olarak gastrik biyopsi Orneklerine
uygulanabilmektedir (2, 3, 10, 210, 244, 245). H. pylori i¢in tiire spesifik saptama floresein ile
isaretli 16S rRNA spesifik oligoniikleotid Hpy-1 (5'-CACACCTGACTGACTATCCCG-3")
probu ile yapilmaktadir. Es zamanli olarak tiir i¢in genotipik antibiyotik direncin saptanmasi
mimkiindiir. H. pylori enfeksiyonuna karsi iiclii tedavide kullanilan temel antibiyotik
klaritromisine kars1 diren¢ 23S rRNA’da tanimlanan ii¢ nokta mutasyonuna dayanmaktadir.
Bu nokta mutasyonlari rodamin ile isaretli ClaR1 (5'-CGGGGTCTTCCCGTCTT-3"), ClaR2
(5'-CGGGGTCTCTCCGTCTT-3") ve ClaR3 (5-CGGGGTCTTGCCGTCTT-3") problar ile
spesifik olarak saptanmaktadir. Mutasyon igermeyen wild tipin belirlenmesi i¢in rodamin
isaretli ClaWT (5'-CGGGGTCTTTCCGTCTT-3") probu kullanilmaktadir (Sekil 20) (2, 3,
212,236, 261).

S Tiire spesifik prob
o
)
© ®
GGAAAGA Klaritromisin direnci icin
kullanilan problar
. ClaWT Cla®, < 8 pg/ml
= GGGAAGA
= c
:’:I) ClaR1 Cla', > 64 ug/mi
~ GGAGAGA @ ClaRi Cla', > 64 ug/m
c
GGCGAGA @ CiaR2 Cla', < 64 ug/ml
G
B
@ CiaR3Cla', < 64 pg/ml

Sekil 20. Helicobacter pylori spesifik oligoniikleotid FISH problar1 (212)

FISH klaritromisin direncli H. pylori mutantlarinin saptanmasi i¢in hizli bir yontemdir
ve sonuglar endoskopiden sonra ii¢ saat icinde verilebilmektedir. Problar ticari olarak
saglanabilir ve bu yontem maliyet acgisindan ¢ok uygundur, epifloresan mikroskobu disinda
0zel donanima gerek duymaksizin laboratuvarlarda uygulanabilmektedir (251). Maastricht IV
Sonu¢ Raporu’nda kiiltiir ve antimikrobiyal duyarlilik testlerinin uygulanmasinin miimkiin
olmadigr durumlarda FISH yontemi gibi molekiiler yontemlerin H. pylori varligi ve

klaritromisin duyarliliginin belirlenmesinde kullanilmas1 6nerilmektedir (191).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Arastirmanmin Tipi

Yapilan ¢alisma deneysel nitelikte bir ¢aligmadir.
3.2. Arastirmanin Yeri ve Zamani

Calisma, 2006-2012 tarihleri arasinda Dokuz Eyliil Universitesi T1p Fakiiltesi T1bbi
Mikrobiyoloji Anabilim Dali’nda gerceklestirilmistir.

3.3. Arastirmanin Evreni ve Orneklemi

Dokuz Eyliil Universitesi Hastanesi Gastroenteroloji Poliklinigine dispeptik
yakinmalar ile 2006-2011 tarihleri arasinda bagvuran toplam 234 hasta (169 kadin, 65 erkek;
yas ortalamasi 43.8 +14.0; yas aralig1 17-83) c¢aligmaya alindi. Dispeptik hastalar Roma III
Kriteri'ne gore belirlendi (262). Koagiilopati, gebelik, laktasyon, malignensiler, yakin
zamanda kan transflizyonu olan, gastrik cerrahi girisim geciren, ciddi karaciger hastalig1 olan,
son alt1 ay i¢inde H. pylori eradikasyon tedavisi alanlar, son bir ay icinde NSAID, proton
pompa inhibitdrii ve antibiyotik kullanan hastalar diglama kriterleri nedeniyle calismaya
alinmadi.

Endoskopi endikasyonu konulan hastalarla bizzat konusulup ¢alisma hakkinda bilgi
verildi. Calismaya katilmay1 kabul eden hastalara tiim bu aciklamalari igeren ‘“Hasta
bilgilendirme ve riza formu” (EK-1) okutulup imzalattirildi. Caligmanin kapsami hakkinda
verilen bilgilerin yani sira, hastalara endoskopi islemi esnasinda bizzat refakat edildi ve alinan
ornekler Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali’na ulastirildi.

T1bbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali Helicobacter Laboratuvarina érnekleri getirilen her
hastaya bir protokol numarasi verilmekte, bu protokol numarasina gére hastanin imzaladigi
"Hasta bilgilendirme ve riza formu", Uzman Gastroenterolog/Endoskopist’in hazirladigi
endoskopi raporu ve “Hasta Gozlem Formu” (EK-2) dosyada toplandi. Endoskopinin
yapildig1 giinden yaklagik 10 giin sonra sonuclanan hastaya ait patoloji raporlar ise ilgili

protokol numarali dosyaya eklendi.
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3.4. Calisma Materyali
3.4.1. Biyopsi Orneklerinin Alinmasi

En az sekiz saatlik agliktan sonra Fujinon SN2 GN20 A003 veya SN1 GN20 A923
marka videoendoskop kullanilarak tist GIS endoskopisi Uzman Gastroenterolog/Endoskopist
tarafindan degerlendirildi.

Endoskopi oncesinde %10'luk Xylocain sprey ile farinkse lokal anestezi uygulandi.
Etik kurul onay1 olan doktora tez c¢aligmamiz icin endoskopi sirasinda mide antrum ve
korpusundan beser adet olmak iizere hastadan toplam on adet biyopsi Ornegi alinmasi
gerekmektedir. Bir korpus ve bir antrum biyopsi 6rnegine endoskopi sirasinda HUT
uygulanip, diger li¢c korpus ve ii¢ antrum 6rnegi ise kiiltiir, real-time PCR ve FISH yontemleri

uygulanmasi i¢in Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali’na 30 dakika igerisinde ulastirildi.
3.4.2. Formalin Fikse Parafine Gomiilii Biyopsi Kesitlerinin Alinmasi

Hastalardan alinan diger bir korpus ve bir antrum 6rnegi histopatolojik inceleme icin
endoskopi {initesinde hazirlanan %10 tamponlanmis formalin igerisinde Patoloji Anabilim
Dali’na gonderildi. Bu hastalarin formalin fikse parafine gomiilii gastrik biyopsi
orneklerinden FISH yontemi uygulanmasi i¢in Poly-L-Lysine lamlara 4 pm olarak alinan

kesitler Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali’na ulastirildi.
3.5. Arastirmanin Degiskenleri

H. pylori’nin pozitifligi ve klaritromisin duyarliliginin saptanmasi “bagimli degisken”,
cinsiyet, yas ve endoskopik veriler “bagimsiz degisken”; dispeptik sikayetleri olan erigkin

hasta olmas1 “kontrol degiskeni olarak degerlendirildi.
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3.6. Veri Toplama Arac¢lan

3.6.1. Kullanilan cihazlar ve sarf malzemeleri

Sira Lot No, Model,
No Malzeme Adi Marka Seri No, Kullanildig1 Analiz
Katalog No
1. Columbia Blood | OXOID CM0331 Hastalarin antrum ve Korpus biyopsi 6rneklerinden
Agar H. pylori suslarinin izolasyonu ve izole edilen H. pylori
suslariin pasajlanmasi
2. Mueller  Hinton | OXOID CM0337 Antibiyotik duyarhliklarimin belirlenmesi
3 gfai Hearth | OXOID CM0225 izole edilen H. pylori suslarinin stoklanmasi
Infusion Broth
4 Brucella Buyyon BD 211088 Hastalarm antrum ve korpus biyopsi 6rneklerinin
transportu
5 Defibrine At Kan1 | OXOID SR0050C Hastalarin antrum ve korpus biyopsi 6rneklerinden
H. pylori suslarinin izolasyonu ve izole edilen H. pylori
suslarinin pasajlanmasi
6 Defibrine Koyun | OXOID SR0051B Antibiyotik duyarhhklarinin belirlenmesi
7 5:jlilcobacter 0XOiD SR0147E Hastalarin antrum ve Korpus biyopsi 6rneklerinden
157{1 lr())gliemesnetlective H. pylori suslarinin izolasyonu ve izole edilen H. pylori
(DENT) suslarinin pasajlanmasi
8 Ure Agar 0XOiD CM0053B Hastalarin antrum ve korpus biyopsi 6rneklerinde ve
izole edilen H. pylori suslarinda iireaz aktivitesinin
belirlenmesi
9 Ure Soliisyonu 0XoiD SR0020K Hastalarin antrum ve korpus biyopsi 6rneklerinde ve
izole edilen H. pylori suslarinda iireaz aktivitesinin
belirlenmesi
10 Klaritromisin E- OXO0ID 508708 Antibiyotik duyarhhklarinin belirlenmesi
test
11 GasPak EZ | BD 260680 H. pylori’ nin iiretilmesi icin mikroaerofilik ortam
Campy Container olusturulmasi
System
12 Petri kutusu FiratMed H. pylori suslariin izolasyonu ve izole edilen H. pylori
suslarinin pasajlanmasi, Antibiyotik duyarhhklarinin
belirlenmesi
13 Gliserol Baked M77809 izole edilen H. pylori suslarinin stoklanmasi
Analyzed
14 Poly-l-lizinli lam | Isotherm Formalin fikse parafine gomiilii antrum ve korpus
biyopsi 6rneklerine FISH yontemi uygulanmasi
15 Ksilen Riedel De 16446 Formalin fikse parafine gomiilii antrum ve korpus
Haen biyopsi érneklerine deparafinizasyon isleminin

uygulanmasi
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16 Etanol AppliChem | A3678,2500 Formalin fikse parafine gomiilii antrum ve korpus
biyopsi 6rneklerine deparafinizasyon isleminin
uygulanmasi

17 Sale Sigma S5766 FISH yonteminin deparafinizasyon, yikama,
durulama asamalarinda

18 Ependorf tiip (1,5 | Greiner 616201 Tiim analizler

ml) .
bio-one

19 Steril plastik 6ze Greiner 731171 Hastalarin antrum ve Korpus biyopsi 6rneklerinden

bio-one H. pylori suslarinin izolasyonu ve izole edilen H. pylori
suslariin pasajlanmasi

20 Steril ekiivyon Cultiplast Q0020 Antibiyotik duyarhhklarinin belirlenmesi
Hastalarin antrum ve korpus biyopsi 6rneklerinin

21 Bistiiri parcalanmasi

22 Steril apirojen su Galen ilac 10501001 Helicobacter selective supplement (DENT)’in

San. Tic. sulandirilmasi
As
23 Nitril eldiven Galena GT352R09P00 | FISH analizleri
1
24 Pudrasiz Eldiven Beybi 011119031130 Tiim analizler
A
25 PBS BIOCHRO | L1825 FISH yontemi durulama asamasinda
MAG
26 DNAaz RNAaz | BIOCHRO | L0015 FISH yontemi yikama tamponu hazirlanmasi
icermeyen  steril
deiyonize su MAG

27 Formaldehit Fluka 47630 Koloni érneklerinin FISH yontemi uygulanmasi icin
hazirlanmasi

28 8 bolmeli lam SeaPrto cF0580 Koloni 6rneklerinin FISH yontemi uygulanmasi

29 Lamel Isolab FISH analizinde

30 Filtreli pipet ucu | Greiner Tiim analizler

(0,5-10, 10-100, bio-On
100-1000u1) 1o-Pne

31 Rodajl1 lam Isotherm Hastalarin antrum ve korpus biyopsi érneklerinin
Modifiye karbol fuksin ve metilen mavisi ve izole
edilen H. pylori suslarina Gram boyama uygulanmasi

32 Steril plastik pipet | LP 161010 Tiim analizler

ITALIANA

33 Santrifiij tiipii (50 | Greiner 227261 Tiim analizler

mb) bio-One

34 Yesil kapakli | SeaPro FISH Yontemi hibridizasyon asamasinda

hibridizasyon
tipt
35 4',6-Diamidino-2- | Cytocell DFS500L FISH Yontemi mikroskopta goriintiileme
Phenylindole
(DAPI/Antifade)

36 QIAamp  DNA | QIAGEN 51306 Hastalarin antrum ve korpus biyopsi 6rneklerinden

mini kit
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DNA ekstraksiyonu

37 High Pure PCR | Roche izole edilen H. pylori suslarmdan DNA ekstraksiyonu
Template kit
38 Primerler Tibmolbiol Real-time PCR
39 Problar Tibmolbiol Real-time PCR
40 LB Broth Real-time PCR pozitif kontrol elde edilmesi
41 XTRA Blue Plus Real-time PCR pozitif kontrol elde edilmesi
42 Sacl Restriksiyon | Roche Real-time PCR pozitif kontrol elde edilmesi
Enzimi
43 Kpnl Restriksiyon | Roche Real-time PCR pozitif kontrol elde edilmesi
Enzimi
44 pBlue Script SK Stratagene Real-time PCR pozitif kontrol elde edilmesi
45 T4 DNA Ligaz Roche Real-time PCR pozitif kontrol elde edilmesi
46 pGEM-3Zf(+) Promega P2271 Real-time PCR pozitif kontrol elde edilmesi
vektoril
47 JM109 kompetan | Promega L2001 Real-time PCR pozitif kontrol elde edilmesi
hiicre
48 QIAprep QIAGEN Plazmid ekstraksiyonu
Miniprep
49 LightCycler Roche 03003248001 Real time PCR
FastStart  DNA
Master HybProbe
(96 rxn)
50 Primerler Sigma PCR
51 Agaroz (500g) Lonza 50004 PCR
52 TBE tamponu | AppliChem | A3945,1000 PCR
(x10 konst.)
(1000ml)
53 Taq DNA | Fermentas | # EP0402 PCR
polimeraz (500U)
QIAGEN 201203
54 dNTP set (Herbir | Fermentas | # R0193 PCR
setten 10mM 'lik)
55 PCR tiipii 0.2 ml | Greiner PCR
(diiz kapakli) .
(10x100 Bio-one
adet/poset)
56 50 bp DNA | Fermentas | #SM0371 PCR
Ladder
57 DNA Loading dye | Fermentas | # R0631 PCR
(X6 konsantre)
5x1 ml
58 Etidyum bromiir Sigma E7637-1G PCR
59 Thermal Cycler Techne Techne TC-412 | PCR
60 Isitmal1 sogutmali | PolyScience | 9106A12E FISH analizi
su banyosu
61 Jel Elektroforez | Thermo 252436 PCR
Sistemi
62 Jel  goriintilleme | Vilber PCR
sistemi Lourmat
63 Mikrodalga firin Roda RD-7017P-A PCR
64 -80°C ultra derin | Thermo 705 REL#2 Hastalarin antrum ve korpus biyopsi 6rneklerinin ve
dondurucu 805797-117 izole edilen H. pylori suslarinin saklanmasi
65 -20°C derin | Beko Malzemelerin ve DNA orneklerinin saklanmasi
dondurucu
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66 Buzdolab1 Beko No- Malzemelerin saklanmasi

Frost
67 Etiiv Memmert ES509.04 76 H. pylori’nin iiremesi icin gereken 37°C 1sinin
INE 500 olusturulmasi
68 Tart1 Adam AE 326611770 Besiyeri hazirlanmasi
Equipment
Co. Ltd.
69 Otoklav HICLAVE | HV-85 Tiim analizler

Hirayama 000685748

70 Densimat Biomerieux | IDN012764 McFarland bulanmikhginin ayarlanmasi
71 Is1 blogu Major MC-01IN DNA ekstraksiyonu
Science 6214001
72 Santrifiij Hettich 1204-001003- DNA ekstraksiyonu
Zentrifuge 01-00
n
73 Pipet seti (10, | Eppendorf | 022474359 Tiim analizler
100, 1000u1)
74 Isik Mikroskobu Olympus CX31RTSF Hastalarin antrum ve korpus biyopsi 6rneklerinin
Modifiye karbol fuksin ve metilen mavisi boyah
preparatlari ve izole edilen H. pylori suslarinin Gram
boyama preparatlarinin incelenmesi
75 Epifloresan Nicon Nicon Eclipse FISH analizi
Mikroskobu E600

76 Lightcyler 1.5 Roche Real-time PCR analizi

77 Lightcycler Roche 04929292001 Real-time PCR analizi
Kapiller (20ul)

78 Anaerobik Jar 2.5 | OXOID AGO0025A H. pylori’nin iiremesi icin gereken mikroaerofilik
It ortamin olusturulmasi

79 Burgulu  kapakli | ISOLAB 07703001 McFarland bulanikh@inin hazirlanmasinda
tiip (16x100 mm)

80 Doku Sigma 749540-0000 Gastrik biyopsi 6rneklerinin homojenizasyonunda
Homojenizator

81 Pellet pestle ug Sigma 7359947- Gastrik biyopsi 6rneklerinin homojenizasyonunda
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3.6.2. Biyopsi Orneklerinin Hizli Ureaz Testi (HUT) ile Incelenmesi

Bir gram iire 10 ml steril distile suda eritilerek hazirlanan karigimdan her test tiipline
I’er ml dagitild1 (pH <8.1). Korpus ve antrum Ornekleri iire soliisyonu igeren birer test tiipiine
konuldu ve iizerlerine ikiser damla %o 1°lik fenol kirmizis1 soliisyonu eklendi. Ureli soliisyon
icerisindeki gastrik biyopsi 6rnegi H. pylori ile enfekte ise, H. pylori’nin sahip oldugu iireaz
enzimi aracilig1 ile iire hidrolizi sonucunda agiga ¢ikan 2 NH3 ve 2 CO; ile pH’1nin degismesi

ile pH indikatorii fenol kirmizist iireli soliisyonda pembe renk degisiminin goriilmesi (pH

107



>8.1) pozitif, rengin degismemesi ise negatif olarak degerlendirildi. Karistmin renginde
saridan pembeye degisimin goriilmesi pozitif, sar1 rengin de§ismemesi ise negatif olarak
degerlendirildi. Hastalarin antrum ve korpus biyopsi orneklerinin HUT sonucu ilk 1 saat, 3

saat ve 24 saat gozlemlenerek degerlendirildi.
3.6.3. Biyopsi Orneklerinin Histopatolojik Incelenmesi

Calismaya dahil edilen 234 hastanin herbirinden bir korpus ve bir antrumdan alinan,
histopatolojik agidan incelenecek biyopsi ornekleri hemen %10’luk tamponlannmis formalin
sollisyonu iceren siselere alindi. Ayr1 ayri1 siselerde alinan bolgeler belirtilerek rutin
histopatolojik inceleme ve “Helicobacter-like organisms” (HLO) incelenmesi istemi ile
Patoloji Anabilim Dali’na hasta tarafindan ulagtirildi.

Iki yiiz otuz dort hastanin histopatolojik antrum ve korpus toplam 468 biyopsi 6rnegi
gastrointestinal patoloji ile ilgili patoloji uzmani tarafindan Hematoksilen-Eozin, Alcian blue
ve Giemsa boyalar1 ile boyanarak 151k mikroskobunda (Nikon Mikroskop), morfolojik olarak
HLO yoniinden incelendi. Lamina propria’da, pitlerde enflamasyon, atrofi, intestinal
metaplazi (IM) ve HPL her biri 0-3 [yok (grade 0), hafif (grade 1), orta (grade 2) ve siddetli
(grade 3)] arasi olarak giincellestirilmis Sydney Sistemine gore degerlendirildi (190).

3.6.4. Hastalarin Helicobacter pylori Enfeksiyonu Yoniinden Degerlendirilmesi

Alinan her bir korpus ve antrum biyopsi drneklerine uygulanan histopatolojik inceleme,
HUT ve kiiltiirlin, en az ikisinin pozitif oldugu olgular H. pylori enfeksiyonu pozitif; tiimiiniin

olumsuz oldugu olgular H. pylori enfeksiyonu negatif kabul edildi.
3.6.5. Biyopsi Orneklerinin Kiiltiirii

3.6.5.1. Besiyeri Hazirligi

3.6.5.1.1. Transport Besiyerinin Hazirlanmasi

80 ml distile su igerisine 2.8 gr Brucella Buyyon (Beckton Dickinson) eklendi ve
121°C’de 15 dakika otoklavlandi. Otoklavlandiktan sonra gliserol soliisyonundan (Baked
Analyzed) 20 ml eklendi. Steril ependorflara 1’er ml olacak sekilde alikotland1 ve
buzdolabinda +4°C’de saklanda.

108



3.6.5.1.2. Kiiltiir Besiyerlerinin Hazirlanmasi

i. %7 At Kanli Helicobacter pylori Segici besiyeri

= (Columbia Blood Agar 19.5 gr/ml

= Defibrine At Kani 35 ml

= H. pylori Selective Supplement (DENT) 1 vial 500 ml besiyeri icin
= Distile su 465 ml.

465 ml distile su igerisine 19.5 gr Columbia Blood Agar (Oxoid) ilave edildi ve
121°C’de 15 dakika otoklavlandi. Besiyeri 50 °C’ye geldiginde 35 ml steril defibrine at kani
(Horse Blood Defibrinated, Oxoid) ve 2 ml steril distile su icerisinde eritilen H. pylori
Selective Supplement (DENT, Oxoid) ilave edildi. Daha sonra besiyeri 90 mm petrilere
aseptik kosullarda dokiildii. Besiyerleri donduktan sonra kontaminasyon kontrolii icin

besiyerleri 24 saat etiivde bekletildi. Besiyerleri posetlenerek buzdolabinda +4°C’de saklandi.

ii. %5 Koyun Kanh Tripticase Soy Agar*

%35 koyun kanli Tripticase Soy Agar (TSAB) (Beckton Dickinson, Sparks MD, USA)
New York Universitesi, T1ip Fakiiltesi, Tip ve Mikrobiyoloji Anabilim Dallart (NYUSM, New
York, USA) laboratuvarinda protokoliine gore Assoc. Prof. Dr. Guillermo I. Perez-Perez ve

Asalia Olivares tarafindan hazirlanmustir.

iii. %5 At Kanli Skirrow Ortami*

Trimetoprim, vankomisin ve polimiksin B antibiyotiklerini iceren %35 at kanli Skirrow
ortami1 (Beckton Dickinson, Sparks MD, USA) New York Universitesi, Tip Fakiiltesi, Tip ve
Mikrobiyoloji Anabilim Dallart (NYUSM, New York, USA) laboratuvarinda protokoliine

gore Assoc. Prof. Dr. Guillermo I. Perez-Perez ve Asalia Olivares tarafindan hazirlanmistir.
iv. Brucella Broth Besiyeri

100 ml distile su igerisine 2.8 gr Brucella Buyyon (Beckton Dickinson) ilave edildi ve
121°C’de 15 dakika otoklavlandi. Steril ependorflara 1’er ml olacak sekilde alikotland1 ve
buzdolabinda +4°C’de saklandi.
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v. %5 Koyun Kanli Mueller Hinton Besiyeri

= Mueller Hinton Agar 1.9 gr/ml
= Defibrine koyun kani 2.5 ml 50 ml besiyeri icin
= Distile su 47.5 ml

47.5 ml distile su igerisine 1.9 gr Mueller Hinton Agar (Oxoid) ilave edildi ve 121°C’de
15 dakika otoklavlandi. Besiyeri 50 °C’ye geldiginde 2.5 ml steril defibrine koyun kani
(Sheep Blood Defibrinated, Oxoid) besiyerine ilave edildi. Daha sonra besiyeri 90 mm
petrilere aseptik kosullarda dokiildii. Besiyerleri donduktan sonra kontaminasyon kontrolii
icin besiyerleri 24 saat etiivde bekletildi. Besiyerleri posetlenerek buzdolabinda +4°C’de

saklandi.

vi. Ure Besiyeri

95 ml distile su igerisine 2.1 gr Ure Agar (Oxoid) ilave edildi ve 121 °C’de 15 dakika
otoklavlandi. 5 ml siv1 iire soliisyonu (Oxoid) eklendi. Steril ependorflara 1’er ml olacak

sekilde alikotland1 ve buzdolabinda +4°C’de saklandi.
3.6.5.1.3. Stok Besiyerinin Hazirlanmasi

Son hacim 100 ml olacak sekilde 6nce 30 ml distile su 20 ml gliserol karistirilarak
%40’l1ik gliserol soliisyonu hazirlandi. Baska bir yerde de, 100 ml i¢in Brain Heart Infusion
(BHI) buyyon tartild1 ve 40 ml distile suda eritildi. Hazirlanan soliisyon ve besiyeri 121°C’de
15 dakika otoklavlandi. Hazirlanan bu soliisyonlar birbiri ile karistirildi ve iizerine 56°C’de
30 dakika su banyosunda enkiibe edilerek inaktive edilen steril insan serumundan (Dokuz
Eyliil Universitesi Hastanesi, Merkez Laboratuvarlari, Seroloji Laboratuvarinda serolojik
olarak taranmig) 10 ml eklendi. Hazirlanmis olan stok besiyeri steril ependorflara 1’er ml

olacak sekilde alikotland1 ve buzdolabinda +4 °C’de saklandi.

3.6.5.2. Kiiltiir Protokolii**

Endoskopi esnasinda her hastadan bir korpus ve bir antrumdan alinan biyopsi drnekleri
%20 Gliserollii Brucella broth iceren H. pylori transport besiyeri ile Tibbi Mikrobiyoloji
Anabilim Dali’na 30 dakika icerisinde ulastirildi. Transport besiyeri icerisindeki gastrik

biyopsi 6rnekleri aseptik kosullarda steril petrilerin igerisine alind1 ve biyopsi 6rnekleri steril
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bistiiri veya pellet pestle u¢ (Sigma Aldrich) ile kullanilan doku homojenizatorii (Sigma
Aldrich) ile ezilip parcalandi. Biyopsi Orneklerinin pasaji %7 Defibrine At Kani
(Defibrinated horse blood, Oxoid) ve H. pylori Selective supplement (DENT, Oxoid) iceren
Columbia Blood Agar besiyerine ekim yapildi ve ekim yapilan plaklar 3-7 giin 37°C’de
anaerobik jar (Oxoid) icerisinde GasPak Campy Container System (Beckton Dickinson and
Company) kullanilarak olusturulan mikroaerofilik kosullarda enkiibe edildi. Uremeyen
koloniler i¢in 10 giine kadar enkiibasyon devam ettirildi. Ayn1 zamanda biyopsi 6rneklerinin
her birinden kiiltiirle es zamanli olarak ayr1 ayr steril ependorf igerisinde Christensen’s Ureli
Agar (Oxoid) besiyerine direkt biyopsiden iireaz testi i¢in konuldu. Ayn1 zamanda direkt
dokudan imprint preparat hazirlandi ve modifiye Gram boyamasi ile boyandi. Doku
hiicrelerinin arasinda H. pylori varlig1 ve tipik morfoloji Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali
Helicobacter Laboratuvarinda bulunan 151tk mikroskobunda (Olympus CX31RTSF) 100X
immersiyon objektifi ile incelendi. Ureyen koloniler tekrardan %7 Defibrine At Kanl
Columbia Agar besiyerine pasajlanarak subkiiltiirleri yapildi. Ayrica enkiibasyon sonrasi
tireyen H. pylori kolonilerine fresh baki, katalaz testi, oksidaz testi, iireaz testi ve modifiye
Gram boyamasi yapildi. Gram (-) H. pylori varligi ve tipik morfolojisi Tibbi Mikrobiyoloji
Anabilim Dali Helicobacter Laboratuvarinda bulunan 11k mikroskobunda (Olympus, CX31
RTSF) 100X immersiyon objektifi ile incelendi. Subkiiltiirden iireyen koloniler stok besiyeri
(%20 gliserolliit BHI buyyon) ile homojenize edilerek -80°C’de saklandi1 (77).

* Calismaya alinan 64 dispeptik yakinmali hastanin antrum ve korpus biyopsi 6rnekleri
New York Universitesi, Tip Fakiiltesi, Tip ve Mikrobiyoloji Anabilim Dallari, (NYUSM,
New York, USA) laboratuvarinda uygulanan sayfa 109°’da belirtildigi gibi kiiltiir ve
antimikrobiyal duyarlilik test protokoliine gére Assoc. Prof. Dr. Guillermo I. Perez-Perez ve
Asalia Olivares tarafindan Prof. Dr. Ozlem Yilmaz’m diger bir projesi kapsaminda daha
onceden calisilmastir.

** Victor Segalen Bordeaux 2 University, Campylobacter ve Helicobacter Referans
Laboratuvarinda (Bordeaux, Fransa) uygulanan kiiltiir protokolii geregince uygulanmistir

(FEMS Fellowship, 1 Mart 2008-30 May1s 2008).
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3.6.5.3. Antimikrobiyal Duyarlilik Testleri

3.6.5.3.1. Agar Diliisyon Yontemi

Icerik etkinligi bilinen saf toz halindeki klaritromisin (Bilim Ilag), TUBITAK 109M028
nolu doktora tez projesi kapsaminda Prof. Dr. Funda Tihminlioglu’nun izni ile tarafimizca da

kullanilmustir.

i.Stok Klaritromisin Soliisyvonu Hazirlanmasi:

Stok ¢ozeltilerinin hazirlanmasinda asetik asit ve metanol olmak iizere iki farkl ¢oziicii
kullanilmistir.
Coziicii: Asetik Asit
Toz haldeki 12.8 mg klaritromisin (Bilim Ilag), 10 ml % 0,125 lik (v/v) seyreltik
asetik asit (Merck) icerisinde ¢Oziildii. Konsantrasyonu 100 pg/ml (w/v) lik stok ilag
soliisyonu hazirland1 ve 0,22 pm’lik steril filtreden (Sartorius Stedim) gecirilerek soliisyon
steril edildi. Stok antibiyotik soliisyonundan 2 kat seri diliisyonlar hazirlandi. Bunun igin 9
adet steril cam tiipe 1’er ml steril PBS ilave edildi. Stok soliisyondan ilk tiipe 1 ml eklendi ve
bu tiipten 1 ml ¢ekilerek bir sonraki tiipe aktarildi. Son tiipe ekleme yapildiktan sonra bu
tiipten 1 ml disar1 atildi. Boylece tiiplerde ilag soliisyonu konsantrasyonu 50 pg/ml - 1.75
ng/ml araliginda 2 kat diliisyonla azalan 9 ayri konsantrasyon elde edildi. Hazirlanan 1 ml’lik
bu ilag¢ soliisyonlar1 50 mI’lik besiyeri igerisinde 1 pg/ml — 0.0037 ug/ml ila¢ konsantrasyonu
icermektedir.
Coziicii: Metanol
Toz haldeki 25 mg klaritromisin 25 ml metanol (Merck) igerisinde c¢oziildii.
Konsantrasyonu 100 pg/ml (w/v) lik stok ila¢ soliisyonu hazirlandi ve 0.22 um’lik steril
filtreden gecirilerek soliisyon steril edildi. Seri diliisyonlar asetik asit ¢ozeltisindeki gibi

hazirlandi.

ii. Besiyerinin Hazirlanmasi:

CLSI tarafindan onaylanan metodoloji, bekletilmis (>2 hafta) %5 Koyun kani (Sheep
Blood Defibrinated, Oxoid) ilave edilerek hazirlanan Mueller Hinton Agar (Oxoid) besiyeri

plaklarina klaritromisin antibiyotiginin son konsantrasyonu 1 pg/ml — 0.0037 pug/ml olacak
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sekilde seri diliisyonlar1 eklenerek agar diliisyon yontemi prosediiriine gore “dublicate”

olarak uygulandi. Kontrol besiyerine ila¢ soliisyonu yerine 1 ml PBS eklendi.

iii. Bakteri Stispansiyonunun Hazirlanmasi:

Subkiiltiirii yapilan H. pylori sus kolonileri 5 ml Brucella Broth (Beckton Dickinson
and Company) igerisinde siispanse edilerek bakteri siispansiyonu McFarland 2.0 standardina

esdeger (1x10° CFU/mL) optik yogunluk [Densimat (Biomerieux)] hazirland1 (247).

iv. Bakteri Siispansiyonunun Inokulasyonu:

McFarland 2.0 standardina esdeger (1x10° CFU/mL) H. pylori bakteri
stispansiyonundan 3 pl alindi ve inokulum dogrudan antibiyotik soliisyonlarini igeren agar
diliisyon plaklarina nokta ekimi yapild1 (Sekil 21). Ekim yapilan plaklar 37 °C’de 3 giin
anaerobik jar icerisinde GasPak Campy Container System (Beckton Dickinson and Company)
kullanilarak olusturulan mikroaerofilik ortamda enkiibe edildi. Enkiibasyon sonunda H. pylori
kolonileri gozlemlendi ve iiremeyi inhibe eden en diisiik antibiyotik konsantrasyonu (MIK)
belirlendi. CLSI’ya gore, agar diliisyon yontemi ile klaritromisin icin MIK sinir degerleri
<0,25 pg/mL duyarli (S), 0.5 pg/mL orta duyarli (I) ve >1.0 pg/mL direncli (R) olarak
bildirilmistir (Minumum kalite kontrol onerilerinde standart sus Helicobacter pylori ATCC®
43504 belirtilmistir) (193). McFarland 2.0 standardina esdeger (1x10® CFU/mL) Escherichia
coli bakteri siispansiyonu kullanilarak agar diliisyon yontemi kontrol edildi. Enkiibasyon
sonunda Escherichia coli kolonileri gdzlemlendi ve liremeyi inhibe eden en diisiik antibiyotik

konsantrasyonu (MIK) belirlendi.
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NANNANANNR

Stok Klaritromisin
soliisyonu

U 1ml 1ml 1ml 1ml 1ml 1ml iml iml 1iml
w OU U VYUY
pg/mL 50 25 125 6,2 31 16 08 0.4 02
pa/mL pg/mL pg/mbL Ha/mL pg/mb g/ mL g/mb g/mL pa/mb
50 ml Mueller 1 05 0,25 0,125 0,062 0,031 0,015 0,0075 0,0037
Hinton agar  Ho/mL g/ ml pg/ml pg/ml ug/mL g/mL pg/mL pa/mL ug/mL

McFarland 2.0 standardina
esdeger (1x10® CFU/mL)
bakteri slspansiyonu

Sekil 21. Stok klaritromisin soliisyonundan seri diliisyonlarin hazirlanmasi ve agar

diliisyon yontemi uygulanmasi
3.6.5.3.2. Gradiyent Difiizyon (E-test) Yontemi

H. pylori kolonileri 5 ml Brucella Broth icerisinde siispanse edilerek McFarland 3 10’
CFU/ml)’e gore hazirlandi. Hazirlanan bakteri siispansiyonlarinin optik yogunluklari

Densimat ile olciildii. McFarland 3 (10° CFU/ml)’e goére hazirlanmis bakteri
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stispansiyonundan 100 pl alinarak inokulum %35 defibrine koyun kanli Mueller Hinton agar
besiyeri yiizeyine steril ekiivyon ile yayildi. Yiizey tamamen kuruduktan sonra E-test stripleri
(AB Biodisk) her 90 mm’lik plak yiizeyine bir adet olacak sekilde yerlestirildi. Ekim yapilan
plaklar 3-4 giin mikroaerofilik ortamda 37°C’de anaerobik jar icerisinde GasPak Campany
Container System (Beckton Dickinson and Company)  kullanilarak enkiibe edildi.
Enkiibasyon sonunda E-test ile MIK belirlendi.

E-test yontemi ile klaritromisin i¢in MiK sinir degerleri <0.25 pg/mL duyarl (S); 0.5
pug/mL intermediate (IM); >0.5 ug/mL direngli (R) olarak degerlendirildi (79).

3.6.5.3.3. Disk Difiizyon Yontemi

H. pylori kiiltiir pozitif 78 hasta susuna disk difiizyon yontemi uygulanmistir. H. pylori
kolonileri 5 ml Brucella Broth icerisinde siispanse edilerek McFarland 3 (10° CEU/ml)’e gore
hazirlandi. Hazirlanan bakteri siispansiyonlarinin optik yogunluklar1 Densimat ile 6l¢iildii.
McFarland 3 (10° CFU/ml)’e gére hazirlanmis bakteri siispansiyonundan 100 pl alinarak
inokulum %5 defibrine koyun kanli Mueller Hinton agar besiyeri yiizeyine steril ekiivyon ile
yayildi. Yiizey tamamen kuruduktan sonra klaritromisin (15 upg), levofloksasin (5 ug),
metronidazol (80 pg), siprofloksasin (5 pg), amoksisilin diskleri (10 pg) (BD BBL Sensi-
Disc, Beckton Dickinson and Company) her 90 mm lik plak yiizeyine yerlestirildi. Ekim
yapilan plaklar 3 giin 37°C’de anaerobik jar (Oxoid) icerisinde GasPak Campy Container
System (Beckton Dickinson and Company) kullanilarak olusturulan mikroaerofilik kosullarda
enkiibe edildi. Antimikrobiyal duyarlilik testlerinden disk difiizyon testi ile H. pylori duyarl
ve direngli suglar goriinen inhibisyon bolgelerinin ¢aplarina gore belirlendi.

Klaritromisin i¢in sinir inhibisyon zonu degeri 0.5 pg/mL MIK degerine gére 22 mm
direngli (R) olarak degerlendirildi (79). Levofloksasin i¢in smir inhibisyon zonu degeri <12
mm direngli (R) olarak degerlendirildi (263). Sinir inhibisyon zonu degeri, amoksisilin i¢in
<18 mm, siprofloksasin i¢in <30 mm, metronidazol i¢in <16 mm direngli (R) olarak
degerlendirildi (264).

Klaritromisin (15 pg), levofloksasin (5 pg), metronidazol (80 ug), ciprofloksasin (5 pg),
amoksisilin diskleri (10 pg) (BD BBL Sensi-Disc, Beckton Dickinson and Company) BD

Tiirkiye distriibitorii tarafindan hediye edilmistir.
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3.6.6. Biyopsi Orneklerinin ve Izole Edilen Helicobacter pylori Koloni Orneklerinin

FISH Yontemi ile Incelenmesi

3.6.6.1. Bivopsi Orneklerinden Izole Edilen Helicobacter pylori Koloni Orneklerinin

FISH Yéntemi ile Incelenmesi

3.6.6.1.1. Orneklerin Hazirlanmasi

Antrum ve korpus gastrik biyopsi 6rneklerinden %7 At Kanli Columbia Blood Agar’da
izole edilen koloniler 100 pl PBS icerisinde siispanse edildi ve iizerine %37’lik
formaldehitten 10 pl eklendi. Oda 1sinda 15 dk inkiibe edildi. 12000 rpm’de 10 dk
santrifiijlendi. Pellet {izerine 200 ul PBS eklenerek yeniden suspanse edildi. 12000 rpm’de 10
dk santrifiijlendi. Pellet 100 ul PBS’de yeniden siispanse edildi, 100 ul etanol eklenip
karistirildi ve 6rnek ¢alisilana kadar -20°C’de saklandi.

3.6.6.1.2. Dehidrasyon

Poly-L-Lysine kapli lamlara PBS/etanol ile hazirlanan ve -20°C’de saklanan karisimin
40 ul’si eklendi. Havada kurutuldu ve her seferinde 1 sn alevde tutulup ya da 160-240 w 5 dk
mikrodalga firinda 1sitilarak fikse edildi. Dehidrasyon i¢in, her birinde 3 dk olmak iizere %50,

%80 ve %96 etanolde lamlar inkiibe edildi ve lamlar havada kurutuldu.

3.6.6.2 Formalin Fikse Parafine Gomiilii Biyopsi Orneklerinin FISH Yiéntemi ile

Incelenmesi
3.6.6.2.1. Orneklerin Hazirlanmasi

%10’luk tamponlu formalinde tespit edilen korpus ve antrum biyopsi Orneklerinden
standart yontemle parafin bloklar elde edilmistir. Bu parafin bloklardan 4 um kalinliginda
kesitler Poly-L-Lysine kapli lamlara alindu.

3.6.6.2.2. Deparafinizasyon
Poly-L-Lysine kapli lamlara parafin bloklardan alinan 4 pum kesitlerden parafinin

uzaklastirilmasi i¢in deparafinizasyon islemi BACTfish H. pylori Combi Kit (Izinta Trading

Co., Hungary) icerisinde belirtilen prosediire gore uygulandi. Biyopsi kesitlerine 2x30 dakika
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ksilen (Riedel-de Haén, Sigma-Aldrich Laborchemikalien) ve 2x30 dakika absolii etanol
C,H¢O (molecular biology grade/ethyl alcohol, AppliChem BioChemica) iceren salelerde
(Sigma S5766) deparafinizasyon islemi gergeklestirildi. Deparafinizasyonun her bir

asamasinda taze soliisyon kullanildi. Bu islem uygulandiktan sonra lamlar havada kurutuldu.

3.6.6.3. Kalite Kontrol Orneklerinin Hazirlanmast

FISH yonteminde pozitif kontrol olarak klaritromisin duyarli H. pylori ATCC 43404
standart susu kullanild1 (265). Ayrica, pozitif kontrol olarak klaritromisin duyarli H. pylori
NCTC 11637 standart susu ve klaritromisin direngli H. pylori hasta biyopsi kesiti kullanildi
(Sekil 17, Sekil 18). Firma tarafindan temin edilen kalite kontrol referans suslarindan negatif
kontrol olarak formalin ile fikse edilmis E. coli, Burkholderia cepacia ve Pseudomonas
aeruginosa kiiltiir siispansiyonlar1 kullanildi. Ayrica bilinen H. pylori enfeksiyonu pozitif ve
negatif formalin ile tespit edilmis parafine gomiilii biyopsi kesitleri internal kalite kontrolii
olarak kullanildi. Ayrica BACTfish H. pylori Combi Kit (Izinta Trading Co., Hungary)

referans suslar ile liretici tarafindan kalite kontrole tabi tutulmustur (265).

3.6.6.4. FISH Yonteminin Uygulanmasi

3.6.6.4.1. BACTfish H. pylori Combi Kit Uygulamasi (Izinta Trading Co.)

FISH yontemi BACTfish H. pylori Combi Kit (Izinta Trading Co., Hungary) icerisinde

belirtilen prosediire gére uygulanmistir.
3.6.6.4.1.1 Test Reaktiflerinin Hazirlanmast
i. DNA prob karisiminin hazirlanmast

Liyofilize DNA prob karisimi 2 dk 10000 rpm’de santrifiij edildi ve 27 ul DNA

tamponu ile rehidrate edildi, + 4 °C’de saklandi.
ii. DNA hibridizasyon soliisyonunun hazirlanmasi

5 wul rehidrate DNA prob karisimi 1.5 ml mikrosantrifiij tiibiine (eppendorf, Greiner bio-
one) aktarildi ve 45 pl hibridizasyon tamponu eklendi. Kullanmadan ©nce tamamen

karistirildi.
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iii. Nemli ortamin hazirlanmasi

Yesil kapakli hibridizasyon tiipline (SeaPro Theranostics International, Lelystad, The

Netherlands) 2 ml hibridizasyon tamponu eklenerek tiip sikica kapatildi.
iv. Yikama tamponun hazirlanmasi

45 ml steril de-iyonize su (Ultra pure water for HPLC BIOCHROM AG), 5 ml 10X

yikama tamponuna eklenerek diliie edildi ve 46°C’de gerekli miktar1 6nceden 1sit1ld1.

3.6.6.4.1.2. Hibridizasyon

40 pl DNA hibridizasyon soliisyonu Poly-L-Lysine’li lam {izerinde deparafinize edilmis
korpus ve antrum biyopsi kesitlerinin {izerine eklendi. Hava kabarciklar1 uzaklastirilarak Poly-
L-Lysine’li lamin iizerine lamel (24x50mm, ISOLAB) kapatildi. Lamlar hazirlanan nemli
ortama konuldu ve 90 dakika 46°C’de enkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda lamel atildi. Lam
onceden 1sitilmig 1-2 ml yikama tamponu soliisyonu iceren 6zel salenin (SIGMA S5766)
icinde 2x15 dakika 46°C’de enkiibe edildi. Enkiibasyon sonunda 2 dk PBS (BIOCHROM
AG) ile lam yikandi ve havada kurutuldu. 8 pl 4',6-Diamidino-2-Phenylindole
(DAPI/Antifade- MC Q-BIOgene) soliisyonu ile korpus ve antrum biyopsi kesitleri kaplandi,
izeri lamelle kapatild1 ve 5 dakika oda 1s1sinda enkiibe edildi. Lamel uzaklastirildi ve PBS ile

yikand1 ve havada kurutuldu.

3.6.6.4.1.3. Goriintii Analizi ve Degerlendirme

Hibridizasyon agamasi tamamlandiktan sonra, FISH yontemi uygulanan Poly-L-Lizin’li
lam iizerinde bulunan antrum ve korpus biyopsi kesitleri ayr1 ayr1 Tibbi Biyoloji ve Genetik
Anabilim Dali’'ndan Dog¢. Dr. Oguz Altungéz ve Aras. Gor. Sait Timer tarafindan
mikroskobik kullanim ve inceleme alt yapi olanaklarinin saglanmasi ile DAPI, FITC,
rhodamine, cift-bant (FITC ve rhodamine) ve ii¢-bant (DAPI, FITC ve rhodamine) filtre
donanimi olan Nikon Eclipse E600 epifloresan mikroskobu (Nikon Corp, Tokyo, Japan)
kullanilarak H. pylori varligi ve klaritromisin duyarlilig1 yoniinden degerlendirildi. Analiz,
2005.KB.SAG.019 nolu yiiksek lisans tez projesindeki protokole uygun olarak yapildi (265).

Antrum ve korpus biyopsi kesitlerinin H. pylori varliginin saptanmasinda, klaritromisin
duyarli ve direngli H. pylori suslarinin degerlendirilmesinde DAPI filtreli 40x ve 100x

objektifte incelendi. Yesil floresan filtrede parlak yesil floresan veren bir bakteri morfolojisi

118



H. pylori olarak degerlendirildi. Kirmiz1 floresan filtrede kirmizi floresan veren bakteri
klaritromisin direngli H. pylori olarak degerlendirildi. Dual band filtre kullanilarak yesil ve
kirmizi floresan veren bakteri sar1 goriildii (Tablo 1). Ayrica, H. pylori ile enfekte dokuda es
zamanli olarak duyarli ve direngli bakteri kolonizasyonu (karigik populasyon) ve H. pylori’'nin
kokoid formuda saptandi. DAPI boyas1 da kullanilarak degerlendirildi.

Tablo 1. FISH yonteminin epifloresan mikroskobunda degerlendirilmesi

Floresan Yorum
Yesil H. pylori identifikasyonu

Kirmizi Klaritromisin direncinin saptanmasi
Sar* Klaritromisin direncli H. pylori

* ¢ift-bant kullan1ldiginda
3.6.7. Biyopsi ve Koloni Orneklerinin Real-time PCR Yontemi ile Incelenmesi

3.6.7.1. Orneklerin Hazirlanmasi

i. Antrum ve Korpus Gastrik Biyopsi Orneklerinin Hazirlanmasi

Her hastadan bir korpus ve bir antrumdan alinan gastrik biyopsi Ornekleri steril
ependorflara konularak Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali’na getirildi. Aseptik kosullarda
steril petrilerin icerisine alind1 ve biyopsi Ornekleri steril bistiiri veya pellet pestle u¢ (Sigma
Aldrich) ile kullanilan doku homojenizator (Sigma Aldrich) ile ezilip parcalandi. 1 ml
Brucella Buyyon igerisine konuldu ve buzdolabinda -20°C’de DNA ekstraksiyonu yapilana
kadar saklandi.

ii. Antrum ve Korpus Gastrik Biyopsi Orneklerinden Izole Edilen H. pylori Koloni

orneklerinin hazirlanmasi

Her hastadan alinan bir korpus ve bir antrum 6rneginden kiiltiirli yapilan %7 Defibrine
At Kanli Helicobacter pylori Columbia Blood (Oxoid) besiyerinde iireyen kolonilerin her
birinden izole edilen H. pylori suslarinin tek kullanimlik steril 6ze (Greiner bio-one) ile 5 ml
PBS (Biochrom AG) igeren steril burgulu kapakl tiipte (Isolab) McFarland 2 (1)(108 CFU/ml)
bulaniklifinda bakteri siispansiyonu otomatize Densimat (Biomerieux, France) cihazi

kullanilarak hazirland1 ve buzdolabinda +4°C’de DNA ekstraksiyonu yapilana kadar saklandi.
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3.6.7.2. Antrum ve Korpus Gastrik Biyopsi Orneklerinden Total DNA Ekstraksiyonu

3.6.7.2.1. QlIAamp DNA Mini Kit Uygulamasi (QIAGEN)

Brucella Buyyon icerisinde -20°C’de saklanan antrum ve korpus gastrik biyopsi

ornekleri 30 dk 14000 rpm’de santrifiijlendi. Santrifiij sonrasinda supernatant atildi. Pellet

tizerine 180 ul Buffer ATL ve 20 ul Proteinaz K eklendi. 10 sn vortekslendikten sonra biitiin
gece 55°C’de 1s1 blogunda bekletildi.

Biitiin gece 1s1 blogunda bekletildikten sonra 10 sn santrifiijlendi

200 pul buffer AL eklendi ve vorteks ile iyice karistirildi.

10 dk 70°C 1s1 blogunda inkiibe edildi.

Is1 blogundan ¢ikan 6rnek 10 sn santrifiijlendi.

Is1 blogundan ¢ikan Ornek iizerine 200 pl etanol eklendi ve vorteks ile iyice
karisgtirildi.

Toplama tiipliniin igine yerlestirilmis olan QIAamp Spin kolonuna tiim 6rnek
eklendi ve 8000 rpm’de 1 dk santrifiijlendi. Santrifiij sonrasinda toplama tiipii atildi
ve QIAamp Spin kolonunun altina yenisi yerlestirildi.

QIAamp Spin kolonunun iizerine 500 ul Buffer AW1 eklendi ve 8000 rpm’de 1 dk
santrifiijlendi. Santrifiij sonrasinda toplama tiipii atildi ve QIAamp Spin kolonunun
altina yenisi yerlestirildi.

QIAamp Spin kolonunun iizerine 500 ul Buffer AW?2 eklendi ve 13200 rpm’de 3
dk santrifiijlendi. Santrifiij sonrasinda toplama tiipii atildi ve QIAamp Spin
kolonunun altina yenisi yerlestirildi.

QIAamp Spin kolonu 13200 rpm’de 1 dk santrifiijlendi.

QIAamp Spin kolonunun altina 1.5 ml hacimli ependorf tiipii yerlestirildi. Kolonun
tizerine 70°C’de onceden 1sitilmis sudan 100 pl eklendi. 10 dk oda 1sisinda inkiibe
edildi. 13200 rpm’de 2 dk santrifiijlendi. Bu islem sonunda QIAamp Spin kolonu
atildi. 1.5 ml ependorf tiipii icinde toplanan 6rnek ekstrakte edilen DNA’dir.

Ekstrakte edilen her bir DNA 6rneginin miktar1 Picodrop cihazi kullanilarak 6l¢iildii.
Ekstrakte edilen DNA 6rnegi -20°C’de saklandi.
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Ayrica, yukaridaki protokole gore J99 ve 26695 H. pylori standart suslarinin DNA’lar1
ise pozitif kontrol olarak kullanilmak iizere Victor Segalen Bordeaux 2 University,
Campylobacter ve Helicobacter Referans Laboratuvarinda (Bordeaux, Fransa) hazirlanmigtir

(FEMS Fellowship, 1 Mart 2008-30 May1s 2008).

3.6.7.3. Helicobacter pylori DNA’sinin Koloniden Ekstraksiyonu

3.6.7.3.1. Wizard Genomik DNA Purifikasyon Kiti Uygulamasi (Promega)*

Calismaya alinan 64 hastanin kiiltiir pozitif suslardan igerisinde 1 ml distile steril su
veya PBS bulunan ependorf tiiplerine steril ekiivyon ile toplanan kolonilerden siispansiyon
hazirlanarak agagida belirtilen DNA ekstraksiyon protokoliine gore diger proje kapsaminda
DNA ekstraksiyonu Assoc. Prof. Dr. Guillermo 1. Perez-Perez tarafindan *New York
Universitesi, Tip Fakiiltesi, Tip ve Mikrobiyoloji Anabilim Dallart (NYUSM, New York,
USA) Laboratuvarinda protokoliine uygun sekilde daha 6nceden gerceklestirilmistir (77).

DNA Ekstraksiyonu Protokolii;

Hiicre Lizis Asamasi:

e Hazirlanan bakteri siispansiyonu iizerine 600 pl niikleik lizis soliisyonu eklendi.
Yavasca karistirildi.

e Siispansiyon 5 dakika 80 °C de inkiibe edildi, oda 1sina gelene kadar beklendi.

e 3 pl RNase soliisyonu siispansiyona eklendi. Karistirildi, 37 °C’de 15-60 dakika
enkiibe edildi, oda 1sisina gelene kadar beklendi.

Protein Presipitasyon Asamasi:

e Ornek iizerine 200 pl protein presipitasyon soliisyonu eklendi ve vorteks yapildi.

e 5 dakika buzda enkiibe edildi.

e 13000-16000 g de 3 dakika santrifiij edildi.

DNA Presipitasyon ve Rehidrasyon Asamasi:

e Supernatant, i¢inde 600 pl isopropanol bulunan temiz bir ependorf tiipiine aktarild
ve karigtirildi.

e Ornek 2 dakika 13000-16000 g’de santrifiij edildi ve santrifiij isleminden sonra
stipernatant uzaklastirildi.

e Pellet iizerine 600 pul %70 etanol eklendi ve karistirildi.

e Ornek 2 dakika 13000-16000 g de santrifiij edildi.
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Etanol aspire edildi ve 10-15 dakika kurumas: i¢in beklendi.

e Ornek iizerine 100 ul rehidrasyon soliisyonu eklendi ve 1 saat 65 °C’de veya 1 gece

4°C’de bekletildi.

3.6.7.3.2. High Pure PCR Template Hazirlama Kiti Uygulamasi1 (Roche)

Hazirlanan McFarland 2 (1x10® CFU/ml) bulanikliginda bakteri siispansiyonunun 200

ul’si niikleaz icermeyen 1.5 ml mikrosantrifiij tiipiinde (Greiner Bio-one) 7000 rpm’de 5

dakika santrifiij edildi. Supernatant atildi ve pellet iizerine 200 pl PBS eklendi. Iyice

karistirildi.

5 ul lizozim eklendi. 37 °C’de su banyosunda 15 dakika enkiibe edildi.

Su banyosunun sicaklig1 70°C’ye ¢ikarildi. Eliisyon tamponu kullanilincaya kadar
70°C’de su banyosunda bekletildi. 200 pl baglama tamponu ve 40 ul Proteinaz K
karistirilarak bir karigim (240 ul) hazirlandi. Bu iki maddenin 6nceden ayr1 olarak
karistirtlmasinin nedeni homojenizasyonu tam olarak saglamaktir. Daha sonra
ornek tlizerine hazirlanan bu karisim eklendi ve 70°C’de 10 dakika su banyosunda
enkiibe edildi.

Su banyosundan c¢ikan o6rnek tizerine 100 pl isopropanol alkol ilave edildi ve
karistirildi.

Altinda toplama tiipii olan saflagtirma kolonuna tiim si1v1 6rnek eklendi ve kapagi
kapatilarak 12000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonrasinda toplama
tiipii atild1 ve saflastirma kolonunun altina yenisi yerlestirildi.

Saflastirma kolonunun iizerine 500 pl inhibitér uzaklastirma tamponu ortamdaki
DNAaz gibi inhibitorleri uzaklastirmak icin eklendi. Tipiin kapagi kapatilarak
12000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonrasinda toplama tiipii atild1 ve
saflagtirma kolonunun altina yenisi yerlestirildi.

Saflastirma kolonunun {iizerine 500 pl yikama tamponu eklendi. Tiipiin kapagi
kapatilarak 12000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonrasinda toplama
tiipti atild1 ve saflagtirma kolonunun altina yenisi yerlestirildi.

Saflagtirma kolonunun {izerine 500 pl yikama tamponu eklendi. Tiipiin kapagi
kapatilarak 12000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonrasinda toplama

tiipii atildi ve saflastirma kolonunun altina yenisi yerlestirildi. Saflastirma tiipiiniin
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kapag1 kapatilarak kolonun daha i1yi kurumasi i¢in 10 saniye son hiz santrifiij
edildi.

e Saflastirma kolonunun altina 1.5 ml hacimli ependorf tiipii yerlestirildi.
Saflastirma tiliplinlin iizerine 70°C’de tutulan eliisyon tamponun’dan 200 pl
eklendi ve kapagi kapatilarak 12000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi. Bu islem
sonunda saflastirma tlipii atildi. 1.5 ml ependorf tiipii icinde toplanan o6rnek

ekstrakte edilen DNA’dir. Ekstrakte edilen DNA 6rnegi -20°C’de saklandi.

Ayrica, yukaridaki protokole gére NCTC 11637 H. pylori standart susunun DNA’s1 da

Real-time PCR yontemi i¢in pozitif kontrol olarak kullanilmak {izere hazirlanmstir.

3.6.7.4. AnDiaTec® Helicobacter pylori (Clarithromycin resistance) PCR kiti ile

Real-time PCR Yéonteminin Uygulanmasi

3.6.7.4.1. Test Reaktiflerinin Hazirlanmasi

Enzim karisimi (Ala) ve Enzim tamponu (A1b) 13000 rpm’de santrifiij edildi. Enzim
karisim1 (Ala) igerisine 60 pl Enzim tamponu (A1b) ilave edildi. Ayrica primer prob karigimi
(A2), MgCl, (A3), duyarli (wt) pozitif kontrol (A4), direngli (mut) pozitif kontrol (AS5),
negatif kontrol (A6) kullanima hazir oldugundan direkt kullanildi.

3.6.7.4.2. Amplifikasyon icin Real-time PCR Karisiminin Hazirlanmasi

Her bir ornek icin kapiller tiipiine, toplam hacim 20 pl olacak sekilde asagidaki

reaktifler eklendi; islemler sirasinda malzemeler ve kapiller tiipleri real-time PZR sogutucu

blokta tutuldu.
Enzim karisimi (A1) 2ul
Primer- Prob karisimi (A2)  14.4 ul
Mg(Cl, 1.6 pl
DNA kalib1 2 ul

" Enzim Tamponu (A1b) ANTP karisimi igerir.
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3.6.7.4.3. Real-time PCR Programi

Her bir 6rnek ve pozitif kontroller i¢in hazirlanmis olan kapiller tiipleri LightCycler
(Roche) yerlestirildi. Tiim amplifikasyon ve melting curve analizi islemleri ayni cihazda

yapildi (Tablo 2).

Tablo 2. Andiatec® Helicobacter pylori (Clarithromycin resistance) PCR kiti ile Real-time
PCR yonteminde uygulanan LightCycler progranu

Is1 Siire | Sicaklik gecis oran1 (°C/s) | Yakalama Modu | Dongii
Denatiirasyon 95°C | 10dk
95°C | Osn
Kantifikasyon | 55°C | 10sn 20 Tek 45
72°C | 15 sn
95°C | Osn
Melting Curve 50°C 5 sn 0.10 Devaml
80°C | Osn
3.6.7.4.4. Real-time PCR Sonug¢larinin Degerlendirilmesi

LightCycler 4.1 Front Screen Software (Roche) programi kullanilarak real-time PCR
sonuglart degerlendirildi. 530 floresans kanali ve melting analiz programu secilerek pozitif ve
negatif kontrol drneklerinin pik olusturdugu sicakliklar g6z Oniine alinarak hasta 6rneklerinin

mutasyona sahip olup olmadig1 acisindan incelendi.

3.6.8.5 in house Real-time PCR Yonteminin Uygulanmasi

3.6.8.5.1. Primerlerin Hazirlanmasi

Hpy-S  5- AGGTTAAGAGGATGCGTCAGTC -3’

Hpy-A  5°- CGCATGATATTCCCATTAGCAGT -3’ (197).

Kuru (liyofilize) halde gelen onciiller, kalite sertifikasindaki belirtilen oranlarda, Hpy-S:
199 ul, Hpy-A: 208 ul steril, niikleaz icermeyen distile su ile ¢oziildii. Boylece her ikisinin de

konsantrasyonu 20 pmol/ul oldu.
3.6.8.5.2. Problarin hazirlanmasi

HpyRED 5’- LC640 -GGCAAGACGGAAAGACC- PH-3’
Anchor FL  5’- TGTAGTGGAGGTGAAAATTCCTCCTACCC- FL- 3’ (197).
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Kuru (liyofilize) halde gelen onciiller, kalite sertifikasindaki belirtilen oranlarda, Sensor
prob: 50 ul, Anchor prob: 50 ul steril, niikleaz icermeyen distile su ile ¢oziildii. Boylece her

ikisinin de konsantrasyonu 20 pmol/ul oldu.

3.6.8.5.3. Pozitif Kontrollerin Hazirlanmasi*
i. Pozitif Kontrol Suslar

Klaritromisin duyarli genotipe sahip H. pylori CIP 101260 susu ile klaritromisin
direncli genotipe sahip 23S rRNA geninde A2142C mutasyonuna sahip H. pylori 825 susu,
23S rRNA geninde A2142G mutasyonuna sahip H. pylori 683 susu ve 23S rRNA genindeki
A2143G mutasyonuna sahip H. pylori 677 susu kullanildi.

ii. Luria Buyyon (LB) Agar Hazirlanmasi

500 ml su igerisine 17 gr olarak tartilan LB Agar ilave edildi. Iyice homojenize olmasi
sagland1. Uygun olarak paketlenerek 121°C’de 15 dakika otoklavda steril edildi. Igerisine 250
ul ampisilin (son konsantrasyon 50upg/ml) eklendi. Hazirlanmis olan besiyeri steril petrilere
20’ser ml olacak sekilde paylastirildi. Besiyerleri donduktan sonra tizerine 100 ul XTRA Blue
Plus eklenip petri ylizeyine yayildi. +4°C’de saklandi.

iii. LB Buyyon Hazirlanmasi

500 ml su icerisine 10 gr olarak tartilan LB Buyyon ilave edildi. lyice homojenize
olmasi saglandi. Uygun olarak paketlenerek 121°C’de 15 dakika otoklavda steril edildi.
+4°C’de saklandi.

iv. Insert DNA 'nin Plazmide Aktarilmast

Pozitif kontrol suslarinin DNA ornekleri Sacl (5°-
TAAGAGCTCAGGTTAAGAGGATGCGTCAGTC-3’) ve Kpnl (5-
TATGGTACCCGCATGATATTCCCATTAGCAGT-3") restriksiyon bolgelerini  igeren
HPYA ve HPYS primerleri kullanilarak PCR ile amplifiye edildi. Amplifiye PCR iirtinleri
%95 etanol ile presipite edildi ve iki kez %70 etanolde yikandi. Biitiin gece Sacl ve Kpnl
(Roche Diagnostics) restriksiyon enzimleri ile parcalandi. Parcalanan {iriinler etanol ile
presipite edildi ve iki kere yikandi. PCR amplikonlar1 direkt olarak pBluescriptll SK
(Stratagene) icine T4 DNA ligaz (Roche) ile ligasyonlandi.
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Ligasyon i¢in pGEM-3Zf (+) vektorii (Promega) (1 voliim) ve kontrol insert DNA (3
voliim) (wild type A2142C, A2142G, A2143G’a ait PCR iirtinleri), T4 DNA ligaz kullanildi.
pGEM-3Zf vektorii B-galaktosidaz bolgesini kodlayan o-peptit icerisinde c¢oklu klonlama
bolgesi yaninda yer alan SP6 ve T7 RNA polimeraz promotor bolgesini tasimaktadir. o-
peptitin insersiyonal inaktivasyonu ile olusan rekombinant klonlar indikatér plaklarda renk
taramasi ile direkt olarak identifiye edilmektedir.

I pl plazmid iirtinii 1,5 ml’lik ependorflara eklendi. Her birinin iizerine kompetan
ozellikte IM109 eklendi. 20 dk buz iizerinde bekletildi.45-50 sn 42°C su banyosunda 1s1
sokuna maruz birakildi. Sonrasinda 2 dk buz iizerinde tutuldu. 950 ul LB Broth eklendi ve 1
saat 37°C’de calkalamali sekilde (150 rpm) etiivde bekletildi. 100 pul LB agara bu karisimdan
eklendi ve 37°C’de 1 giin bekletildi. Bir giin sonra plaklar incelendi. Eklenen XTRA Blue
Plus igerisindeki IPTG galaktozu parcalamis ise koloniler mavi renkte goriildii. Klonlanan
Escherichia coli igerisinde ise protein iiretimi yapilmadigindan IPTG galaktozu pargalamaz
ve beyaz renkte koloni goriiliir. Plaktaki her bir koloni igerisinde 5 ml LB Broth olan ayr1 bir
tiip i¢ine ekildi ve iizerine 2,5 ml ampisilin eklendi. 37°C’de ¢alkalamali sekilde (250 rpm)
etiivde 1 giin bekletildi.

v. Plazmid ekstraksiyonu

Ureme gozlenen tiiplerden plazmid ekstraksiyonu QIAprep Miniprep (QIAGEN) kiti ile
yapildi.

e 3 ml iireme gozlenen tiipten alinan s1vi 2 adet 2ml’lik tiip icerisine eklendi ve 10
dk full speedde santrifiijlendi.

e  Supernatant atildiktan sonra oda 1sisinda agz1 acik bir sekilde pelletin kurumasi
beklendi.

e Tiiplerden birine 250 pul Buffer P1 eklendi ve 1yice homojenize edildikten sonra
ikinci tiipe konuldu ve yeniden homojenize edildi.

e 250 ul Buffer P2 eklendi ve tiip alt iist edilerek karistirildi.

e 350 ul Buffer N3 eklendi ve tiip alt {ist edilerek karistirildi

e 10 dk full speed de santrifiijlendi.

e  Supernatant QIAprep spin kolonuna eklendi.

e 30-60 sn santrifiijlendi.
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e QIAprep spin kolonuna 0.5 ml Buffer Pb eklenerek yikandi ve 30-60 sn
santrifiijlendi.

e Sonrasinda 0.75 ml Buffer PE eklenerek kolon yikandi ve 30-60 sn
santrifiijlendi.

e Yikama tamponunundaki rezidiiller kalmigsa uzaklassin diye yeniden 1 dk
santrifujlendi.

e QIAprep spin kolonu steril 1.5 ml mikrosantrifiij tiipiine alindi. Uzerine 50 pl

steril su eklendi ve 10 dk oda 1s1sinda enkiibe edildi ve 1 dk santrifiijlendi.
Bundan sonra %1 lik agaroz jelde 6rnekler yiiriitiiliip bandlar gozlendi ve ayn1 zamanda
real-time PCR ile 6rneklerin sahip oldugu mutasyonlar kontrol edildi. Klonlanan plazmidlerin

1/100 diliisyonlar1 hazirland1 ve pozitif kontrol olarak kullanild.

* Real-time PCR pozitif kontrol suslar1 H. pylori CIP 101260 susu (WT), H. pylori 825
susu (A2142C), H. pylori 683 susu (A2142G), H. pylori 677 susu (A2143G); Victor Segalen
Bordeaux 2 University, Campylobacter ve Helicobacter Referans Laboratuvarinda (Bordeaux,
Fransa) uygulanan protokole gore plazmide aktarilarak hazirlanmistir (FEMS Fellowship, 1
Mart 2008-30 Mayi1s 2008).

3.6.8.5.4. Amplifikasyon icin Real-time PCR Karisiminin Hazirlanmasi

Her bir Ornek i¢in kapiller tiipiine, toplam hacim 8 pl olacak sekilde asagidaki

reaktifler eklendi; islemler sirasinda malzemeler ve kapiller tiipleri real-time PZR sogutucu

blokta tutuldu.
Steril distile su 5.28 ul
MgCl, 0.64 ul
Hpy A (20 pmol/ul) 0.16 pl
Hpy S (20 pmol/ul) 0.16 ul
HpyRED (20 pmol/ul) 0.08 ul
Anchor FL (20 pmol/ul) 0.08 pul
Tampon 10x* 0.80 ul
DNA kalib1 0.80 pl

’ Light Cycler Fast Start Enziminin 10X Tamponu; FastStart Taqg DNA Polimeraz, reaksiyon
tamponu ANTP karisimi ve 10 mM MgCl; igerir.
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3.6.8.5.5. Real-time PCR Programi

Her bir ornek ve pozitif kontroller i¢in hazirlanmis olan kapiller tiipleri LightCycler
(Roche) yerlestirildi. Tiim amplifikasyon ve melting curve analizi islemleri aynmi cihazda

yapildi (Tablo 3).

Tablo 3. Real-time PCR yonteminde uygulanan LightCycler programi

Is1 Siire | Sicaklik gegis oran1 (°C/s) | Yakalama Modu | Dongii
Denatiirasyon 95°C | 10dk 20
95°C | Osn 20
Kantifikasyon | 60°C | 10 sn 20 Tek 50
72°C | 12 sn 20
95°C | Osn 20
Melting Curve | 38°C | 50 sn 20
80°C | Osn 0.10 Devaml
Sogutma 40°C | 30 sn 20
3.6.8.5.6. Real-time PCR Sonuc¢larinin Degerlendirilmesi

LightCycler 4.1 Front Screen Software (Roche) programi kullanilarak real-time PCR
sonuglart degerlendirildi. 530 floresans kanali ve melting analiz programu segilerek pozitif ve
negatif kontrol 6rneklerinin pik olusturdugu sicakliklar goz Oniine alinarak hasta drneklerinin

mutasyona sahip olup olmadig1 acisindan incelendi.
3.6.9. Helicobacter pylori varligi, cagA ve vacA PCR Uygulamasi

3.6.9.1. Test Reaktiflerinin Hazirlanmalari

10 mM dNTP karisimi; 10 pl ANTP (Sigma) karigtmi (ANTP tiipii igerisinde her
birinden 10 mM olarak: dATP, dGTP, dCTP ve dTTP) 40 ul steril distile su igerisinde 1:5
oraninda homojenize edildi.

Qiagen Taq DNA Polimeraz (250 units) (Qiagen) ve Taq DNA Polimeraz (500 units)
(Fermentas) kullanima hazir olarak temin edildi.

Primerler (HPLC saflikta) :

HPU-1; 5’-GCCAATGGTAAATTAGTT-3’ (forward primer)
HPU-2; 5’-CTCCTTAATTGTTTTTAC-3’ (reverse primer) (TibMolBiol) (205)
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cagA2530S; 5’-GTTAARAATRGTGRAAYGG-3’ (forward primer)
cagA3000AS; 5’-TTTAGCTTCATACGC-3’ (reverse primer) (Sigma) (152)

vacA m region; 5’-CAATCTGTCCAATCAAGCGAG-3’ (forward primer)
vacA m region; 5’-TGAGGTTGTTGATATTGAC-3’ (reverse primer) (Sigma) (266)

vacA s region; 5’- ATGGAAATACAACAAACACAC-3’ (forward primer)
vacA s region; 5’- CCTGAGACCGTTCCTACAGC-3’ (reverse primer) (Sigma) (266)

Liyofilize primerler, kalite belgesindeki belirtilen oranlarda, HPU-1: 491 ul, HPU-2:

589 ul, cagA2530S: 881 ul, cagA3000AS: 886 ul, vacA m region forward: 295 ul, vacA m
region reverse forward: 285 pl, vacA s region forward: 281 ul, vacA s region reverse: 310 ul
steril, niikleaz icermeyen de-iyonize distile su (ultra pure water for HPLC Biochrom AG) (pH
7) ile sulandirildi. Hazirlanan bu stok soliisyonlardan 20 pl alip, 180 pl distile su ile
karistirilarak karisim hazirlandi. Onciiller bittiginde ayni islem ana stoktan tekrarlandi.

GeneRuler™ 50 bp DNA ladder (50pg) (Fermentas #SM0371) 5 ul DNA Ladder, 5 ul
6x loading dye ve 20 ul distile su karistirilarak hazirlandi.

Seakem ® LE Agaroz (Lonza,USA)

Etidium bromid (10 mg/ml (Sigma); 0.1 gr etidium bromid 10 ml distile su icerisinde
¢Oziilerek hazirlandi.

Tris Borik Edta (TBE) 10X tamponu (Applichem); 100 ml TBE 10X soliisyonu ve 900
ml distile su karistirilarak 1X TBE tamponu elde edildi.

6X Orange DNA Loading dye (Fermentas #R0O631)

3.6.9.2. DNA’nin Cogaltilmasi (Amplifikasyon)

3.6.9.2.1. Amplifikasyon icin PCR Karisiminin Hazirlanmasi

Her bir 6rnek i¢in 0.2 ml’lik ependorf tiiptine (Greiner bio-one) toplam hacim 50 pl olacak
sekilde asagidakiler konuldu; islemler sirasinda malzemeler ve ependorf tiipleri buz iizerinde

tutuldu.
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HPU PCR

Steril distile su 32 ul
10X PCR Tamponu* Sul
dNTP Sul
HPU-1 1 ul
HPU-2 1 ul
Fermentas Taq DNA Polimeraz* 1 pul
MgCl, 4 ul
DNA kalib1 1 ul

*Fermentas Taq DNA Polimeraz enziminin 10X PCR tamponu; MgCl, icermemektedir.

cagA PCR

Steril distile su 37.75 ul
10X PCR Tamponu* Sul
dNTP 4 ul
cagA-2530S 1 ul
cagA3000AS 1 ul
Taq DNA Polimeraz* 0.25 ul
DNA kalib1 1 ul

* Qiagen Tag DNA Polimeraz enziminin 10X PCR tamponu: MgCl, icerdiginden ilave
edilmemistir.

vacA m region PCR

Steril distile su 32 ul
10X PCR Tamponu* Sul
dNTP S5ul
vacA m region forward 1 ul
vacA m region reverse 1 ul

Fermentas Taqg DNA Polimeraz* 1 ul
MgCl, 4 ul
DNA kalib1 1 ul

*Fermentas Taqg DNA Polimeraz enziminin 10X PCR tamponu; MgCl, icermemektedir.
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vacA s region PCR

Steril distile su 32 ul
10X PCR Tamponu* Sul
dNTP Sul
vacA s region forward 1 ul
vacA s region reverse 1 ul

Fermentas Taq DNA Polimeraz* 1 pul
MgCl, 4 ul
DNA kalib1 1 ul

*Fermentas Taq DNA Polimeraz enziminin 10X PCR tamponu; MgCl, icermemektedir.

Pozitif kontrol olarak NCTC 11637 ve J99 standart H. pylori suslart kullanildi. Negatif
kontrol olarak Staphylococcus aureus ve Escherichia coli suslar1 ve steril, niikleaz icermeyen

de-iyonize distile su (ultra pure water for HPLC Biochrom AG) kullanildu.

3.6.9.2.2. Termal Cycler PCR Program

Her bir 6rnek ve negatif kontrol i¢in hazirlanmis olan kiigiik PCR ependorf tiipleri termal

cycler’a (Techne TC-412) yerlestirildi. Tiim amplifikasyon islemleri ayni cihazda yapildi.

HPU PCR igin;
Baslangic aktivasyon basamagr: 95 °C’de 3 dakika
Toplam 35 dongii olacak sekilde;

Ayrilma (Denatiirasyon) 94°C 1 dakika
Primer baglanmasi (Annealing) 45°C 1 dakika
DNA zincirinin uzamasi (Elongasyon) 72°C 1 dakika
Son uzama (Son Elongasyon) 72°C 10 dakika

cagA PCR i¢in;
Baslangic aktivasyon basamagi: 94 °C’de 5 dakika
Toplam 35 dongii olacak sekilde;
Ayrilma (Denatiirasyon) 94°C 30 saniye
Primer baglanmasi (Annealing) 50°C 45 saniye

DNA zincirinin uzamasi (Elongasyon) 72°C 45 saniye
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Son uzama (Son Elongasyon) 72°C 5 dakika
vacA PCR icin;
Baslangi¢ aktivasyon basamagi: 95 °C’de 3 dakika
Toplam 35 dongii olacak sekilde;

Ayrilma (Denatiirasyon) 94°C 30 saniye
Primer baglanmasi (Annealing) 52°C 30 saniye
DNA zincirinin uzamasi (Elongasyon) 72°C 2 dakika
Son uzama (Son Elongasyon) 72°C 5 dakika

3.6.9.2.3. Agaroz Jel Hazirlanmasi

PCR iirlinlerinin saptanmasi i¢in 1X TBE igerisinde % 1-2’lik agaroz jel hazirlandi.
100 ml 1X TBE tamponu i¢ine 1 gr ve 2 gr agaroz tartilarak konuldu. Mikrodalga firinda 350
Watt’da 1.5 dakika tutularak eritildi. Karisimin sicaklifi 60°C’ye diistiiglinde 3 pl etidyum
bromid (Sigma) eklendi. Elektroforez tankinin jel kalibi distile suyla silinip temizlendi ve
kenarlar1 sizdirmayacak sekilde tank icine yerlestirildi, jel kalibin taragi yerlestirildi.
Hazirlanan jel karisimi kaliba dokiildii. Donmasi beklendi. Donduktan sonra jel kalibinin sekli

degistirildi ve tarak c¢ikartildu.

3.6.9.2.4. Agaroz Jel Elektroforezi

Biiytikliik belirleyici olarak kullanilan “DNA ladder” ve incelenecek PCR
tirtinlerinden 10’ar pl olacak sekilde parafilm {izerine aktarildi. Her 6rnek i¢in birer pul olmak
iizere “loading dye” yiikleme tamponu eklendi, karistirildi. Her birinden 10’ar pl alarak jele
aktarildi. 1 X TBE icinde 120 volt’da (Thermo Scientific Owl Easycast™ B2) 40 dakika
yiiriitiildii. Sonuglar ultraviyole transilluminatérde (EAGLE EYE II ve VILBER LOURMAT)
Infinity Capt programi kullanilarak incelendi. PCR f{irlinii biiyiikliikleri DNA ladder ile
karsilastirildi.

3.6.9.2.5. Sonuclarin Degerlendirilmesi

ureA i¢in 411 bp, vacA m1 bolgesi i¢cin 290 bp, m2 bolgesi i¢in 350 bp; vacA s1 bolgesi
icin 176 bp, s2 bolgesi icin 200 bp; cagA igin 370-570 bp iirlin varligr pozitif olarak
degerlendirildi.
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3.7. Arastirma Plam

2006-2011 Hasta Orneklerinin Toplanmasi
2008-2012 Yontemlerin Standardizasyonu
2008- 2012 Yontemlerin Uygulanmasi
Ocak-Temmuz 2012 Sonuglarin Degerlendirilmesi
Mayis- Aralik 2012 Yayin haline getirme

Ekim 2008 - Kasim 2012 Tez Yazim

3.8. Verilerin Degerlendirilmesi

Uygulanan testlerin gegerliligi (tan1 degeri) icin dort gézlii diizenek olusturuldu. Alinan
her bir korpus ve antrum biyopsi 6rneklerine uygulanan histopatolojik inceleme, HUT ve
kiiltiiriin, en az ikisinin olumlu oldugu olgular H. pylori enfeksiyonu olumlu; tiimiiniin

olumsuz oldugu olgular H. pylori enfeksiyonu olumsuz olarak degerlendirildi.
a: Dogru olumlu b: Yalanci olumlu c: Yalanci olumsuz  d: Dogru olumsuz

Duyarlilik: a/(a+c).100 Secicilik: d/(b+d).100
Olumlu 6ngorii = a/(a+b).100 Olumsuz 6ngorii: d/(c+d).100

FISH metodu ve real-time PCR ile altin standart yontemin karsilastirilmasinda
duyarhilik, secicilik, olumlu ve olumsuz ongorii degeri ve tamisal dogruluk kullanildi.
McNemar Ki-kare testi uygulandi (SPSS Version 15.0 for Windows).

Yas ve cinsiyet dagilimin tim test yontemleri ile degerlendirildiginde H. pylori
pozitifligi/negatifligi ile arasindaki iliski varhigi t test ve McNemar ile degerlendirildi.
Histopatolojik bulgularin ve endoskopik bulgularin degerlendirilmesinin; FISH ve real-time
PCR npozitifligi/negatifligi ve klaritromisin duyarlilifi arasinda ve ayrica CagA
pozitifligi/negatifligi, VacA genotipleri ve klaritromisin duyarliligi arasindaki iliski varligi
McNemar, Fisher Exact test ve kappa tutarlilik testi ile degerlendirildi (SPSS Version 15.0
for Windows). p <0.05 degeri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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3.9. Arastirmanin Simirhihiklari

Calisma ile ilgili sinirlamalara tartisma kisminda deginilmistir.

3.10. Etik Kurul Onay1

Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Klinik ve Laboratuvar Arastirmalari Etik Kurulu
13 Temmuz 2006 tarih ve 08/15/06 nolu toplantisinda, 166 protokol numarali “Dispeptik
yakinmali ve mide kanserli hastalarda Helicobacter pylori varhgl, diren¢ ve virulans
faktorlerinin molekiiler yontemler ile degerlendirilmesi” isimli doktora tezi arastirma
projesinin uygulanmasi1 onayi, 13.07.2006 tarih ve 179 sayilh yazi1 ile Dokuz Eyliil

Universitesi Tip Fakiiltesi Dekanligi’na bildirilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Demografik Bulgular

Dokuz Eyliil Universitesi Hastanesi Gastroenteroloji Poliklinigine {ist sindirim sistemi
yakinmalar1 ile 2006-2011 tarihleri arasinda bagvuran ve endoskopi endikasyonu konulan 65
(%27.8) erkek ve 169 (%72.2) kadin toplam 234 hasta calismaya alindi. Calismaya alinan
hastalar 17 ile 83 yas grubunda olup yas ortalamasi 43.8 +£14.0 bulundu.

H. pylori enfeksiyonu olumlulugu ile kadin ve erkek cinsiyeti arasinda anlamli bir fark
saptanmadi () testi, p=0,206). H. pylori enfeksiyonu olumlulugu ile yas arasinda anlamli bir
fark saptanmadi (t test, p=0,721). H. pylori enfeksiyonu olumlu olan hastalarda yas ortalamasi
44.0+13.3 saptanirken, H. pylori enfeksiyonu olumsuz olan hastalarda yas ortalamasi

43.1£15.6 saptand1 (Tablo 4).

Tablo 4. H. pylori enfeksiyonu acisindan 234 dispeptik hastanin demografik verileri

H. pylori enfeksiyonu (n=234)
Olumsuz Olumlu
Say1 70 164
Ortalama Yas 43.1+£15.6 44.0£13.3
Medyan yas 43.5 46
Yas Oram 20-83 17-75
Kadin:Erkek Orani 2.89 2.49

4.2. Endoskopik Bulgular

iki yiiz otuz dort hasta endoskopik agidan; dzofagusta 6zofajit, 6zofagus iilseri, hiatal
hernie varligi, midede eritamatdz gastrit, korpus iilser, antrum iilser varligi ve duedonumda ise

duedonal iilser, bulbit, bulbusta iilser varligi agisindan degerlendirildi.
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Iki yiiz otuz dort hastanin 6zofagusunda; 95 (%40.6)’inde ozofajit, 2 (%0.9) sinde
Ozofagus tilseri, 7 (%3.0)’sinde hiatal hernia, 44 (%18.8)’linde hem hiatal hernia hem de
0zofajit varlig1 saptanirken, 86 (%36.8)’sinda normal endoskopik bulgular saptandi.

ki yiiz otuz dort hastanin midesinde; 204 (%87.1)’iinde eritamatoz gastrit, iki
(%0.9)’sinde korpus iilser, 12 (%5.1)’sinde hem antrum iilser hemde eritamatdz gastrit, {i¢
(%1.3)’tinde hem korpus iilser hemde eritamatoz gastrit ve 13 (%5.6)’iinde normal
endoskopik bulgular saptanda.

Iki yiiz otuz dort hastanin duodenumunda; bir (%0.4)’'inde duodenal iilser, 30
(%12.8)’unda bulbit, sekiz (%3.4)’inde bulbus iilser, 10 (%4.3)’unda hem bulbus iilser hem
de bulbit varlig1 ve 185 (%79.1)’inde normal endoskopik bulgular saptandi.

4.3. Hizh Ureaz Testi (HUT) Bulgular

Iki yiiz otuz dért hastanin toplam 468 antrum ve korpus biyopsi rnegine hasta bas1 hizli
tireaz testi uygulandi: Toplam 234 hastanin 159 (%67.9)’st HUT olumlu; bunlardan 117
(%73.6)’si antrum ve korpus HUT pozitif, 27 (%17.0)’si sadece antrum HUT pozitif ve 15
(%9.4)’1 sadece korpus HUT pozitif; 75 (%32.1)’1 olumsuz saptandi.

4.4. Giincellestirilmis Sydney Sistemine Gore Histopatolojik Bulgular

Iki yiiz otuz dért hastanimn histopatolojik antrum ve korpus toplam 468 biyopsi &rnegi
Patoloji Anabilim Dali’nda gastrointestinal patoloji ile ilgili patoloji uzman tarafindan gastrik
aktivite agisindan; lamina propiada, pitlerde enflamasyon, atrofi, intestinal metaplazi ve HPL
her biri 0-3 arasi olarak giincellestirilmis Sydney Sistemine gore incelendi (246).

Histopatolojik incelemede H. pylori enfeksiyonu yoniinden; 234 hastadan 160 (%68.4)"1
histopatolojik incelemeye gore H. pylori enfeksiyonu olumlu; bunlardan 130 (%81.3)’u
antrum ve korpus histopatoloji pozitif, 17 (%10.6)’si sadece antrum histopatoloji pozitif, 13
(%8.1)’u sadece korpus histopatoloji pozitif; 74 (%31.6)’ti H. pylori enfeksiyonu olumsuz
olarak saptandu.

Histopatolojik inceleme ile 160 H. pylori olumlu hastanin 156 (%97.5)’sinda gastrit, 20
(%12.5)’sinde atrofi, 38 (%23.8)’inde intestinal metaplazi, iki (%1.3)’sinde normal mide
bulgular1 saptandi. Histopatolojik inceleme ile 74 H. pylori olumsuz hastanin 66
(%89.2)’sinda gastrit, 13 (%17.6)’tinde atrofi, 11 (%14.9)’inde intestinal metaplazi, 9

(%12.2)’unda normal mide bulgular1 saptandi.
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4.5. Kiiltiir Bulgular:

Toplam 468 antrum ve korpus biyopsi 0rneginin kiiltiir sonuglar1 degerlendirildi. 234
hastanin 114 (%48.7)’si H. pylori kiiltiirii olumlu; bunlardan 84 (%73.7)’ti antrum ve korpus
olumlu, 18 (%15.8)’1 antrum olumlu, 12 (%10.5)’si korpus olumlu ve 120 (%51.3)’si H.
pylori kiiltiirii olumsuz saptandi (Sekil 22). Antrum biyopsi orneklerinden; 102 (%43.6)’si H.
pylori olumlu, 132 (%56.4)’si H. pylori olumsuz olarak degerlendirildi. Korpus biyopsi
orneklerinden; 96 (%41.0)’st H. pylori olumlu, 134 (%57.3)’ti H. pylori olumsuz olarak
degerlendirildi.
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Sekil 22. Helicobacter pylori kolonilerinin %7 At Kanli Columbia Blood Agar besiyerindeki

goriintusi

138



4.6. Antimikrobiyal Duyarhlik Testlerinin Bulgulari

Agar diliisyon yontemiyle yapilan duyarlilik testlerinde, 1 - 0.037 pg/ml arasindaki
farkli konsantrasyonlarda klaritromisin igeren plaklar incelendiginde NCTC 11637 susunun
tiremenin oldugu en yiiksek klaritromisin konsantrasyonu 0.062 pg/mL olarak saptandi.
Coziicii olarak metanol ya da seyreltik asetik asit kullanilmasi sonucu etkilemedi. 0.125
pg/mL klaritromisin igeren plakta iireme olup olmadig1 katalaz, oksidaz, lireaz testleri ve
Gram boyama ile degerlendirildi. Bu plakta tireme olmadigi belirlendi. Ayrica ¢6ziicii olarak
kullanilan metanol ve %0.125’lik asetik asitin inhibisyon etkisi gostermedigi goriildii. Bu
konsantrasyonun iizerindeki asetik asitin inhibisyon etkisi gosterdigi, altindaki oranlarda ise
klaritromisinin ¢oziinmedigi belirlendi. H. pylori NCTC 11637 standart susunun agar
diliisyon yontemi ile klaritromisin MIK degeri 0.125 pg/mL, E-test yontemi ile klaritromisin
MIK degeri <0.016 pg/mL olarak saptandi. Ayrica, randomize segilen 10 hastanin antrum ve
korpus Orneklerinden izole edilen ve E-test yontemi ile klaritromisin duyarli ve klaritromisin
direncgli saptanan H. pylori suslarina agar diliisyon yontemi de uygulanmistir. E-test yontemi
ile sonuglar uyumlu saptanmustir.

H. pylori kiiltirii olumlu 114 hastanin 84 (%73.7)’ii antrum ve korpus olumlu, 18
(%15.8)’1 sadece antrum olumlu, 12 (%10.5)’si sadece korpus olumlu saptanan hastalar E-test
yontemi ile degerlendirildi. Antrum ve korpus olumlu 84 hastanin, 58 (%69.1)’1 antrum ve
korpus klaritromisin duyarli, 14 (%16.7)’t antrum ve korpus klaritromisin direnc¢li, 9
(%10.7)’u antrum klaritromisin direng¢li ve korpus klaritromisin duyarli, 3 (%3.6)’1i antrum
klaritromisin duyarli ve korpus klaritromisin direngli saptandi. Antrum olumlu 18 hastanin, 15
(%83.3)’1 klaritromisin duyarli, 3(%16.7)’1 klaritromisin direngli saptandi. Korpus olumlu 12
hastanin, 9(%75)’u klaritromisin duyarli, 3(%25)’l klaritromisin direngli saptandi. Toplamda
antrum olumlu 102 hastanin, 76 (%74.5)’s1 klaritromisin duyarli, 26 (%25.5)’s1 klaritromisin
direncli olarak saptandi. Korpus olumlu 96 hastanin, 76 (%79.2)’s1 klaritromisin duyarli, 20
(%20.8)’si  klaritromisin ~ direngli olarak saptandi. Antrum ve korpus birlikte
degerlendirildiginde E-test yontemi ile 114 kiiltiir pozitif hastanin, 82 (%72.0)’si klaritromisin
duyarli, 20 (%17.5)’si klaritromisin direncli, 12 (%10.5)’si klaritromisin duyarli-direncli
(miks enfeksiyon) olarak saptandi (Sekil 23). Klaritromisin direnci %28.1 saptandi.
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Sekil 23. Gradiyent difiizyon (E-test) yontemi ile klaritromisin duyarliliginin saptanmasi A-

Klaritromisin duyarli Helicobacter pylori B- Klaritromisin direngli Helicobacter pylori
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Disk diftizyon yontemi ile klaritromisin duyarlilik sonuclari, E-test ve agar diliisyon
yonteminin sonuglar1 ile uyumlu saptandi (Sekil 24). Daha ucuz olmasi nedeni ile gerekli
oldugunda kullanilabilir sonucuna varildi. Diger antimikrobiyallerin (levofloksasin,
metronidazol, siprofloksasin, amoksisilin) disk difiizyon yontemi ile antibiyotik duyarlilik test

sonuglar1 daha sonra bir bagka ¢alisma kapsaminda yayinlanacaktir (data not shown).

Sekil 24. Disk diflizyon yontemi ile klaritromisin duyarliliginin saptanmasi
4.7. Hastalarin Helicobacter pylori Enfeksiyonu Yoniinden Degerlendirilmesi

Alinan her bir korpus ve antrum biyopsi orneklerine uygulanan histopatolojik inceleme,
HUT ve Kkiiltiiriin, en az ikisinin olumlu oldugu 164 (%70.1) hasta H. pylori enfeksiyonu

olumlu; tiimiinlin olumsuz oldugu 70 (%?29.9) hasta H. pylori enfeksiyonu olumsuz kabul
edildi.
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4.8. FISH Bulgular

iki yiiz otuz dért hastanmn formalin ile tespit edilmis ve parafine gémiilmiis antrum ve
korpus biyopsilerinden hazirlanan toplam 468 histolojik kesitleri deparafinize edildi ve FISH
yontemi ile degerlendirildi. Gastrik antrum ve korpus hasta biyopsi 6rneklerinden izole edilen
H. pylori suslar1 ve H. pylori NCTC 11637 standart susu FISH yontemi ile degerlendirildi
(Sekil 25, Sekil 26). Koloni 6rneklerinin FISH sonuclari, formalin fikse parafine gomiilii
biyopsi 6rneklerinin FISH sonuglar1 ile uyumlu saptandi (Sekil 27).

Sekil 25. Pozitif kontrol (klaritromisin duyarli Helicobacter pylori NCTC 11637 standart
susu)
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Sekil 26. Pozitif kontrol (klaritromisin direng¢li Helicobacter pylori hasta susu)
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Sekil 27. Klaritromisin direncli Helicobacter pylori susunun goriintiilenmesi A. FITC 6zgiil tek

band filtre ile (yesil floresan: H. pylori) B. Rhodamin 6zgiil tek band filtre ile goriintiilenme (kirmizi floresan:

klaritromisin direnci) (objektif biiyiitme:100x)

Iki yiiz otuz dért hastanmn antrum biyopsi drneginden; 130 (%55.6)’u H. pylori olumlu,
104 (%44.4)’i H. pylori olumsuz olarak saptandi. Iki yiiz otuz dort hastanin korpus biyopsi
orneginden; 135 (%57.7)’1 H. pylori olumlu, 99 (%42.3)’u H. pylori olumsuz olarak saptandi.
Sonug¢ olarak 234 hastanin 143 (%61.1)’ti H. pylori enfeksiyonu olumlu, 91 (%38.9)’1 H.
pylori enfeksiyonu olumsuz olarak degerlendirildi.

Klaritromisin direnci yoniinden, 130 H. pylori enfeksiyonu olumlu antrum kesitin; 111
(%85.4)’1 duyarl, 15 (%11.5)’1 direncli ve 4 (%3.1)’ii duyarli/direngli olarak saptandi. Yiiz
otuz bes H. pylori enfeksiyonu olumlu korpus kesitin; 115 (%85.2)’i duyarli, 16 (%11.9)’s1
direncli ve 4 (%2.9)’ii duyarli/direngli olarak saptandi (Sekil 28-30).
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Sekil 28. Korpus kesitinde klaritromisin duyarlt Helicobacter pylori’nin goriintiilenmesi A.
FITC ozgii tek band filtre ile (yesil floresan: H. pylori) B. Rhodamin 6zgiil tek band filtre ile (kirmiz1 floresan:
klaritromisin direnci negatif) C. FITC/Rhodamin/DAPI triple band filtre goriintilenme (yesil floresan:

klaritromisin duyarlt H. pylori, mavi floresan: DAPI) (objektif biiyiitme: 100x)
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Sekil 29. Korpus kesitinde klaritromisin direngli Helicobacter pylori’nin goriintiileri A. FITC
ozgiil tek band filtre ile (yesil floresan: H. pylori) B. Rhodamin 6zgiil tek band filtre ile goriintiilenme (kirmizi
floresan: klaritromisin direnci) C. FITC/Rhodamin/DAPI triple band filtre ile goriintiilenme (sar1 floresan:
klaritromisin direngli H. pylori, yesil floresan: klaritromisin duyarlt H. pylori, mavi floresan:DAPI) (objektif
biiyiitme: 100x)
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Sekil 30. Antrum kesitinde klaritromisin duyarh ve direngli Helicobacter pylori’'nin (karigik

populasyon) goriintiilenmesi A. FITC ozgiil tek band filtre ile (yesil floresan: H. pylori) B. Rhodamin
ozgiil tek band filtre ile (kirmiz1 floresan: klaritromisin direnci) C. FITC/Rhodamin/DAPI triple band filtre ile
goriintiilenme (sar1 floresan: klaritromisin direngli H. pylori, yesil floresan: klaritromisin duyarli H. pylori)

(objektif biiyiitme: 100x)
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HUT, histopatoloji ve Kkiiltiirtin en az ikisinin olumlu oldugu 164 H. pylori olumlu
hastanin 137 (%83.5)’si FISH yontemi ile H. pylori enfeksiyonu olumlu olarak saptandi.
FISH yonteminin duyarliligi %83.5, spesifikligi %91.4, olumlu 6ngdrii degeri %95.8 ve
olumsuz o6ngdrii degeri ise %70.3 olarak saptandi (Kappa=0.690). Klaritromisin direnci
yoniinden 111 (%81.0) hasta duyarli, 11 (%8.0)’1 direngli ve 15 (%11.0)’1 duyarli/direncli
olarak saptandi. FISH yontemi ile klaritromisin direnci %19.0 olarak saptandi.

FISH yonteminin klaritromisin direncinin saptanmasindaki etkinlii altin standart
yontem olan E-test sonuglari ile karsilagtirildi (Tablo 5). E-test ve FISH yontemi arasindaki
uyum %~89.5 olarak saptanda.

Tablo 5. Kiiltiir olumlu 114 hastanin antrum ve korpus biyopsi 6rneklerinin E-test ve FISH

sonuclarmin karsilastirilmasi

E-test
FISH Sonuglar Sus sayisi
R S S/R
H. pylori olumlu + klaritromisin direncli 9(%7.9) | 9(%100.0) | 0(%0.0) 0 (%0.0)
H. pylori olumlu+ Klaritromisin duyarh 87 (%76.3) | 6(%6.9) | 75 (%86.2) 6(%6.9)

H. pylori olumlu + klaritromisin duyarl/direncli | 14 (%12.3) | 5(%35.7) | 4 (%28.6) | 5 (%35.7)

H. pylori olumsuz 4 (%3.5) 0 (%0.0) 3 (%75.0) 1 (%25.0)

S=duyarli, R= direngli, S/R= duyarl ve direncli

Antrum ve korpus biyopsi Ornekleri ayr1 ayr1 FISH ve E-test sonuglari agisindan

degerlendirildi (Tablo 6, Tablo 7).
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Tablo 6. Helicobacter pylori olumlu 102 antrum biyopsi orneklerinde E-test ve FISH

sonuclarmin karsilastirilmasi

E-test
FISH Sonuglari Sus Sayisi
R S
H. pylori olumlu + klaritromisin direncli 11 (%10.8) 11 (%100) 0 (%0.0)
H. pylori olumlu+ Kklaritromisin duyarh 83 (%81.4) 11 (%13.3) 72 (%86.7)
H. pylori olumlu+ Kklaritromisin duyarl/direncli 4 (%3.9) 2 (%50.0) 2 (%50.0)
H. pylori olumsuz 4 (%3.9) 2 (%50.0) 2 (%50.0)

S=duyarli, R= direngli, S/R= duyarli ve direncli

Tablo 7. Helicobacter pylori olumlu 96 korpus biyopsi Orneklerinde E-test ve FISH

sonuclarmin karsilastirilmasi

Sus Sayisi E-test
FISH Sonuglari
R S
H. pylori olumlu + klaritromisin direncli 11 (%11.5) 10 (%90.9) 1(%9.1)
H. pylori olumlu+ klaritromisin duyarh 73 (%76.1) 7 (%9.6) 66 (%90.4)
H. pylori olumlu+ klaritromisin duyarl/direncli 4 (%4.2) 2 (%50.0) 2 (%50.0)
H. pylori olumsuz 8 (%8.3) 1 (%12.5) 7 (%87.5)

S=duyarli, R= direngli, S/R= duyarl ve direncli

4.9. Andiatec® Helicobacter pylori (Clarithromycin resistance) PCR Kiti ile Real-

time PCR Bulgulari

On bes hastanin antrum ve korpus biyopsi kesitlerine AnDiaTec® Helicobacter pylori

(clarithromycin resistance) PCR kiti ve in house real-time PCR uygulanarak karsilastirildi. H.
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pylori enfeksiyonu yoniinden 15 hastanin 10 (%66.7)’u pozitif saptandi. AnDiaTec® H. pylori
(Clarithromycin resistance) PCR kiti ile melting analizinde pozitif ve negatif kontrol

orneklerinin pik olusturdugu sicakliklar gz Oniine alinarak hasta drnekleri incelendi (Sekil
31).
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Sekil 31. Andiatec® Helicobacter pylori (Clarithromycin resistance) PCR kiti ile Real-time

PCR pozitif ve negatif kontrol orneklerinin olusturdugu pikler [Klaritromisin duyarli (WT, yesil);

klaritromisin direngli (2143, lacivert), negatif kontrol (pembe)]

AnDiaTec® H. pylori (Clarithromycin resistance) PCR kiti ile 13 (%86.7) hasta pozitif
saptand1. in house Real-time PCR ile 14 (%93.3) hasta pozitif saptandi. Klaritromisin
duyarliligr her iki Real-time PCR yontemi ile; 7 (%46.7)’si antrum ve korpus duyarli, 1
(%6.7)’1 antrum duyarli, 1 (%6.7)’1 antrum ve korpus direngli, 1 (%6.7)’1 antrum duyarh
korpus direncli, 1 (%6.7)’i antrum direncgli korpus duyarli, 3 (9%20)’l ise uyumsuz saptandi.
AnDiaTec® ile 2143 mutasyonuyla birlikte farkli bir mutasyon saptanan iki antrum ve/veya

korpus DNA’sinda in house yontemle birinde A2142G digerinde A2143G mutasyonu
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saptand1 (Tablo 8) (Sekil 32) . in house real-time PCR ve AnDiaTec® Helicobacter pylori
(clarithromycin resistance) PCR kiti ile benzer sonuclar elde edilmesine karsin, AnDiaTec®
Helicobacter pylori (clarithromycin resistance) PCR kiti ile klaritromisin direnci i¢in 23S
rRNA gen bolgesindeki nokta mutasyonlarindan sadece 2143 pozisyonunun belirtilmesi
ancak tiplendirilmesinin yapilamamasi, diger mutasyonlarin (2142 pozisyonu) saptanamamasi

ve maliyetinin yiiksek olmas1 nedeni ile kullanilmamasina karar verildi.

Tablo 8. AnDiaTec® Helicobacter pylori (clarithromycin resistance) PCR kiti Real-

time PCR yontemi ile in house real-time PCR yontemi sonuc¢larinin karsilastirilmasi

HUT [ Histopatoloji | Kiiltiir in house RT AnDiaTec® RT

No| A|JK]|] A K A K A K A K

1 + | - + - + - WT WT WT WT
2 + | + + + - - - - - -

3 - - - - - - WT - WT -

4 + | + + - + + | A2143G | A2143G | 2143 2143

2143

5 - + + + + + WT A2142G | WT | (Miks enfeksiyon)
6 - - - - - - - WT - -

7 + + + + + + | A2143G| WT 2143 WT

2143

8 + | + + + - + | A2143G | A2143G | WT | (Miks enfeksiyon)
9 + | + + + + WT WT WT WT
10 + | + + + + + WT WT WT WT
11 + | + + + - WT WT WT WT
12 | - - - - - - WT WT WT WT
13 - - - - - - WT - - WT
14 | - - - - - - WT WT WT WT
15 + | + + + - + WT WT WT WT
A: antrum
K: korpus

WT: wild tip
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Sekil 32. Andiatec ® Helicobacter pylori (Clarithromycin resistance) PCR kiti ile
klaritromisin duyarli ve klaritromisin direngli (karisik populasyon) hasta sonucunun
degerlendirilmesi [Klaritromisin duyarli (WT, yesil); klaritromisin direngli (2143, lacivert), klaritromisin

duyarli direngli hasta susu (WT+2143, yesil) ve negatif kontrol (pembe)]
4.10. in house Real-time PCR Bulgular

Iki yiiz otuz dért hastanin toplam 468 antrum ve korpus biyopsi 6rnegi ve H. pylori
NCTC 11637 standart susu real-time polimeraz zincir reaksiyonu uygulanmasi i¢in hazirlandi
ve melting analizi ile pozitif ve negatif kontrol piklerinin olusturdugu sicakliklar g6z oniine
alimarak hasta Orneklerinin real-time PCR sonuglar1 degerlendirildi (Sekil 33). H. pylori

NCTC 11637 standart susu klaritromisin direnci yoniinden klaritromisin duyarli olarak

saptandi.
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Sekil 33. Real-time PCR pozitif ve negatif kontrol orneklerinin olusturdugu pikler

[Klaritromisin duyarli H. pylori CIP 101260 susu (WT, lacivert); klaritromisin direngli H. pylori 825 susu
(A2142C, gri), H. pylori 683 susu (A2142G, mavi) ve H. pylori 677 susu (A2143G, yesil), negatif kontrol
(pembe)]

Iki yiiz otuz dort hastanin antrum biyopsi érneginden; 168 (%71.8)’i H. pylori olumlu,
66 (%28.2)’s1 H. pylori olumsuz olarak saptandi. Iki yiiz otuz dort hastanin korpus biyopsi
orneginden; 170 (%72.6)’1 H. pylori olumlu, 64 (%27.4)’ii H. pylori olumsuz olarak saptandi.
Sonu¢ olarak 234 hastanin 178 (%76.1)’i H. pylori enfeksiyonu olumlu, 56 (%23.9)’s1 H.
pylori enfeksiyonu olumsuz olarak degerlendirildi.

Klaritromisin direnci yoniinden, 168 H. pylori enfeksiyonu olumlu antrum biyopsi
orneginden; 116 (%69.1)’s1 duyarli, 35 (%20.8)’1 direngli ve 14 (%8.3)’li duyarli/direncli
olarak saptandi. Ug hastanmn (%1.8) antrum biyopsi érnegi kayboldugu icin real-time PCR
yontemi uygulanamadi H. pylori enfeksiyonu olumlu 170 korpus kesitin; 120 (%70.6)’si
duyarli, 35 (%20.6)’1 direncli ve 15 (%8.8)’1 duyarli/direncli olarak saptandi.
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Yiiz altmis dort H. pylori olumlu hastanin 157 (9%95.7)’si real-time PCR yontemi ile H.
pylori enfeksiyonu olumlu olarak saptandi. Real-time PCR yonteminin duyarliligt %95.7,
spesifikligi %70.0, olumlu 6ngdrii degeri %88.2 ve olumsuz 6ngodrii degeri ise %87.5 olarak
saptand1 (Kappa=0.697). Klaritromisin direnci yoniinden 103 (%65.6) hasta duyarli, 26
(%16.6) hasta direngli ve 28 (%17.8) hasta duyarli/direngli olarak saptandi (Sekil 34). En
yaygin mutasyon A2143G, orta diizeyde yaygin mutasyon A2142G, en nadir mutasyon
A2142C olarak saptandi. Real-time PCR yontemi ile klaritromisin direnci %34.4 olarak

saptandi.
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Sekil 34. Real-time PCR yontemi ile klaritromisin duyarli ve klaritromisin direncli (karisik

populasyon) hasta sonucunun degerlendirilmesi [Klaritromisin duyarli H. pylori CIP 101260 susu (WT,

lacivert); klaritromisin direngli H. pylori 825 susu (A2142C, gri), H. pylori 683 susu (A2142G, mavi) ve H.
pylori 677 susu (A2143G, yesil), klaritromisin duyarli ve direngli hasta susu (WT+A2142G, mor) negatif kontrol
(pembe)]

Real-time PCR yoOnteminin klaritromisin direncinin saptanmasindaki etkinligi altin
standart yontem olan E-test sonuclari ile karsilagtirildi (Tablo 9). E-test ve Real-time PCR

yontemi arasindaki uyum %75.4 olarak saptandi.
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Tablo 9. Kiiltiir olumlu 114 hastanin antrum ve korpus biyopsi 0rneklerinin E-test ve Real-

time PCR sonuglarinin karsilastirilmasi

E-test
Real-time PCR Sonugclar: Sus sayis1
R S S/R
H. pylori olumlu + klaritromisin direncli 18 (%15.8) | 11 (%61.1) | 6 (%33.3) 1 (%5.6)
H. pylori olumlu+ Kklaritromisin duyarh 75 (%65.8) | 4 (%5.3) 64 (%85.4) | 7 (%9.3)
H. pylori olumlu+ Kklaritromisin duyarl/direncli 20 (%17.5) | 5(%25.0) | 11 (%55.0) | 4 (%20.0)
H. pylori olumsuz 1 (%0.9) 0 (%0.0) 1(%100.0) | 0(%0.0)

S=duyarli, R= direngli, , S/R= duyarl1 ve direngli

Antrum ve korpus biyopsi Ornekleri ayri ayr1 olarakta Real-time PCR ve E-test

sonuclar1 agisindan degerlendirildi (Tablo 10, Tablo 11).

Tablo 10. Helicobacter pylori olumlu 102 antrum biyopsi orneklerinde E-test ve Real-time

PCR sonuclarinin karsilastirilmasi

E-test
Real-time PCR Sonuclari Sus Sayisi
R S
H. pylori olumlu + klaritromisin direncli 20 (%19.6) | 11 (%55.0) 9 (%45.0)
H. pylori olumlu+ Klaritromisin duyarh 70 (%068.6) | 12 (%17.1) | 58 (%82.9)
H. pylori olumlu+ Kklaritromisin duyarl/direncli 8 (%7.8) 3 (%37.5) 5 (%62.5)
H. pylori olumsuz 4 (%4.0) 0 (%0.0) 4 (%100.0)

S=duyarli, R= direngli
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Tablo 11. Helicobacter pylori olumlu 96 korpus biyopsi ¢rneklerinde E-test ve Real-time

PCR sonuclariin karsilastirilmasi

Sus Sayisi E-test
Real-time PCR Sonuclari
R S
H. pylori olumlu + Kklaritromisin direncli 19 (%19.8) | 11 (%57.9) 8 (%72.7)
H. pylori olumlu+ Klaritromisin duyarh 65 (%67.7) 4 (%6.2) 61 (%93.8)

H. pylori olumlu+ Klaritromisin duyarl/direncli 9 (%9.4) 4 (%44.4) 5 (%55.6)

H. pylori olumsuz 3(%3.1) 1 (%33.3) 2 (%66.7)

S=duyarli, R= direngli

4.11. HPU PCR Bulgularn

H. pylori 26695 standard susu ve H. pylori NCTC 11637 standard susunun HPU PCR
ile H. pylori pozitif oldugu gosterildi ve HPU PCR yontemi standardize edildi (Sekil 35).

Staphylococcus aureus ve Escherichia coli suslarinin HPU PCR ile negatif oldugu gosterildi.

NK 26695  NCTC
11637

500
400
300
200
100

Sekil 35. Helicobacter pylori standart suslarindan izole edilen DNA 6rneklerinin HPU PCR

ile amplifikasyonu ve PCR iiriinlerinin %1’lik agaroz jel goriintiileri (Beklenen iiriin biiyiikliigii

411 bp) M: Gene Ruler 50 bp DNA ladder, NK:Negatif kontrol
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iki yiiz otuz dort hastanin antrum ve korpus toplam 468 drnegi HPU PCR ile H. pylori
olumlu saptandi (Sekil 36). Yiiz on dort kiiltir olumlu hastanin izole edilen koloni

orneklerinde HPU PCR ile H. pylori olumlu saptandi (Sekil 37).

Sekil 36. Gastrik biyopsi Orneklerinden ekstrakte edilen Helicobacter pylori DNA
orneklerinin doku HPU PCR ile amplifikasyonu ve PCR iiriinlerinin %1°lik agaroz jel
gorlintiileri (Beklenen iiriin biiyiikliigii 411 bp) M: Gene Ruler 50 bp DNA ladder 1-15: Hasta 6rnekleri, PK:
Pozitif kontrol (H. pylori NCTC 11637), NK:Negatif kontrol

157



M 1 2 "3 45 s OR OR MR E2R SI4si5 617 PK NK

45188 T T L L A A A LIl LT T

300 [
200
100

Sekil 37. Helicobacter pylori klinik suslarindan izole edilen DNA 6rneklerinin HPU PCR ile

amplifikasyonu ve PCR iiriinlerinin %1°lik agaroz jel goriintiileri (Beklenen iiriin biiyikliigi 411
bp) M: Gene Ruler 50 bp DNA ladder 1-17: Hasta 6rnekleri, PK: Pozitif kontrol (H. pylori NCTC 11637),
NK:Negatif kontrol

4.12. cagA PCR Bulgular

cagA PCR ile 114 kiiltir olumlu hastanin 53 (%46.5)’ii cagA olumlu, 61 (%53.5)’i
cagA olumsuz saptand1 (Sekil 38, Sekil 39). Kiiltiir olumlu 102 antrum biyopsi 6rneginden;
44 (%43.1)’1i cagA olumlu, 58 (%56.9)’1 cagA olumsuz olarak degerlendirildi. Kiiltiir olumlu
96 korpus biyopsi orneginden; 37 (%38.5)’si cagA olumlu, 59 (%61.5)’u cagA olumsuz
olarak degerlendirildi.

*New York Universitesi Veterains Affair Laboratuvarinda Guillermo 1. Perez-Perez
tarafindan kiiltiirii yapilan 64 hastadan 35’1 kiiltiir olumlu saptanmistir ve cagA PCR ile
2009.KB.SAG.055 proje numarali yiliksek lisans tez projesi kapsaminda danigsman Prof. Dr.
Ozlem Yilmaz’in onayr ile Meryem Giivenir tarafindan 35 hastanin antrum ve/veya
korpusundan izole edilen H. pylori suslari New York Universitesi Veterains Affair
Laboratuvarinda; diger 62 hastanin kiiltlir pozitif olan 27 antrum ve/veya korpusundan izole
edilen H. pylori suslar1 ise Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali’nda ¢aligilmistir (77). Diger
108 hastanin antrum ve/veya korpusundan izole edilen H. pylori suslar1 ise doktora tezi

kapsaminda caligilmistir.

158



M. 15233584385 6T 7T O B 2 07 2S5 1PN K

500
400 - - - - - — —
300
200
100

Sekil 38. Gastrik biyopsi Orneklerinden ekstrakte edilen Helicobacter pylori DNA

orneklerinin cagA PCR ile amplifikasyonu ve PCR iiriinlerinin %1°lik agaroz jel goriintiileri
(Beklenen iiriin biyiikliigii 370-570 bp) M: Gene Ruler 50 bp DNA ladder 1, 3, 4, 6, 8, 10, 11: cagA pozitif
hasta ornekleri, 2, 5, 7, 9, 12, 13, 14: cagA negatif hasta ornekleri PK: pozitif kontrol (H. pylori NCTC 11637),
NK:Negatif kontrol
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Sekil 39. Helicobacter pylori klinik suslarindan izole edilen DNA o6rneklerinin cagA PCR ile

amplifikasyonu ve PCR iiriinlerinin %1’lik agaroz jel goriintiileri (Beklenen iiriin biiyiikliigii 370-
570 bp) M: Gene Ruler 50 bp DNA ladder 1, 3,4,5, 8,9, 10, 12, 13, 15, 16, 17: cagA pozitif hasta drnekleri, 2,
6,7, 11, 14: cagA negatif hasta drnekleri PK: pozitif kontrol (H. pylori NCTC 11637), NK:Negatif kontrol
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Antrum ve korpus biyopsi orneklerinde cagA pozitif ve negatif suslarda klaritromisin
duyarhilig1 arasindaki iliski degerlendirildi (Tablo 12). Hastalarin cagA pozitifligi ile FISH
pozitifligi arasinda anlamli bir fark saptanmadi (Fisher Exact Test, p=1.000). Hastalarin cagA
pozitifligi ile antrum ve korpus klaritromisin duyarli ve direngli suslar arasinda anlamli bir

fark saptanmadi (Fisher Exact Test, antrum icin p=1.000; korpus icin p=1.000).

Tablo 12. Antrum ve korpus biyopsi drneklerinde cagA pozitifligi ve klaritromisin duyarlilig

arasindaki iliskinin degerlendirilmesi

cagA pozitif cagA negatif
Antrum | Korpus | Antrum | Korpus

(n) (m) (n) (n)

Duyarh 38 29 44 43
=
n
|l
=

Direncli 4 3 7 8

Duyarh /Direngli 1 2 3 2

Duyarh 35 29 41 47
5

:*_.; Direncli 8 8 16 12
N

Duyarh /Direngli 1 0 1 0

cagA pozitifligi ile histopatolojik bulgular (Atrofi, IM, Pitlerde enflamasyon, Lamina
propriada enflamasyon, bakteriyal dansite) arasindaki iliski degerlendirildi. Antrumda, cagA
pozitifligi ile atrofi (3 p=0.037), pitlerde enflamasyon (aktif enflamasyon) (3° p=0.043)
arasinda; korpusta, pitlerde enflamasyon (aktif enflamasyon) (x> p=0.020) arasinda

istatistiksel olarak anlamli farklilik saptandi.
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4.13. vacA PCR Bulgulan

H. pylori J99 standard susu, H. pylori 26695 standard susu ve H. pylori NCTC 11637
standard susunun vacA m bolgesi PCR ile vacA mlsl oldugu saptandi (Sekil 40, Sekil 41).

Sekil 40. Helicobacter pylori standart suslarindan izole edilen DNA orneklerinin VacA m

bolgesi PCR ile amplifikasyonu ve PCR iiriinlerinin %2’lik agaroz jel goriintiileri (Beklenen

iriin biyiikligi m1 boélgesi icin 290 bp, m2 bolgesi icin 350 bp) M: Gene Ruler 50 bp DNA ladder,
Helicobacter pylori J99 standard susu, 26695 standard susu, Helicobacter pylori NCTC 11637: vacA ml,
NK:Negatif kontrol

Sekil 41. Helicobacter pylori standart suslarindan izole edilen DNA oOrneklerinin VacA s

bolgesi PCR ile amplifikasyonu ve PCR iiriinlerinin %2’lik agaroz jel goriintiileri (Beklenen

iriin biiytikliigii s1 bolgesi icin 176 bp, s2 bolgesi i¢in 200 bp) M: Gene Ruler 50 bp DNA ladder, Helicobacter
pylori J99 standard susu, 26695 standard susu Helicobacter pylori NCTC 11637: vacA s1, NK:Negatif kontrol
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vacA PCR ile 114 kiiltiir olumlu hastanin tiimii vacA olumlu saptand1 (Sekil 42, Sekil
43). Kiiltiir olumlu 102 antrum biyopsi 6rneginden; 29 (%28.4)’u vacA mlsl, 33 (%32.4)’i
vacA m2sl, 39 (%38.2)’u vacA m2s2, 1 (%1.0)’i vacA mls2 olarak degerlendirildi. Kiiltiir
olumlu 96 korpus biyopsi drneginden; 27 (%28.1)’si vacA m1sl, 31 (%32.3)’i vacA m2s1, 37
(%38.6)’si vacA m2s2, 1 (%1)’i vacA mls2 olarak degerlendirildi. Antrum ve korpus birlikte
degerlendirildiginde, 29 (%25.4) hastada vacA mls1 genotipi (20 CagA+); bir (%0.9) hastada
mls2 genotipi; 40 (%35.1) hastada m2s2 genotipi (4 CagA+), 35 (%30.7) hastada m2sl
genotipi (25 CagA+) saptanmistir. Dokuz (%7.9) hastanin ise miks sus icerdigi saptandi: 4
(%44.5) hastada hem m1s1 hem de m2s1 genotipi, 3 (%33.3) hastada hem m2s1 hem de m2s2
genotipi, 1 (%11.1) hastada hem m1sl hem de m2s2 genotipi, 1 (%11.1) hastada hem m1s2
hem de m2s2 genotipi saptandi.
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Sekil 42. Helicobacter pylori klinik suslarindan izole edilen DNA orneklerinin VacA m

bolgesi PCR ile amplifikasyonu ve PCR iiriinlerinin %?2’lik agaroz jel goriintiileri (Beklenen
triin biyiikligii m1 boélgesi igin 290 bp, m2 bolgesi igin 350 bp) M: Gene Ruler 50 bp DNA ladder 1, 16, PK:
vacA ml pozitif hasta 6rnekleri, 2, 3,4, 5, 6,7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 17: vacA m2 pozitif hasta ornekleri
PK: pozitif kontrol (H. pylori NCTC 11637 m1s1), NK:Negatif kontrol
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Sekil 43. Helicobacter pylori klinik suslarindan izole edilen DNA o6rneklerinin VacA s

bolgesi PCR ile amplifikasyonu ve PCR iiriinlerinin %?2’lik agaroz jel goriintiileri (Beklenen
iiriin bliylikligii s1 bolgesi icin 176 bp, s2 bolgesi igin 200 bp) M: Gene Ruler 50 bp DNA ladder; 1, 3, 4, 6, 8§,
10, 16, PK: vacA sl pozitif hasta 6rnekleri; 2, 5, 7, 11, 12, 13, 14, 15, 17: vacA s2 pozitif hasta 6rnekleri; PK:
pozitif kontrol (H. pylori NCTC 11637 m1sl), NK:Negatif kontrol

Hastalarin vacA genotipleri ile antrum ve korpus klaritromisin duyarli ve direngli
suslar arasinda anlamli bir fark saptanmadi (Fisher Exact Test, antrum i¢in p=1.000; korpus
icin p=1.000).

Hastalarin vacA genotipleri ile cagA pozitifligi arasinda anlamli bir fark saptanmadi
(y* testi, p=1.000). vacA m1sl ve m2s1 genotiplerinin cagA pozitifligi, vacA m2s2 genotipinin
ise cagA negatifligi ile iliskili oldugu saptandi (Tablo 13).
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Tablo 13. Kiiltiir olumlu 114 hastanin cagA pozitifligi ve vacA s ve m bolgesi genotiplerinin
degerlendirilmesi

VacA s & m genotipleri

cagA mlsl m1ls2 m2s2 m2s1 Miks Toplam
Pozitif 20 0 4 25 4% 53 (%46.5)
Negatif 9 1 36 10 Sk 61 (%53.5)

Toplam | 29 (%25.4) |1 (%0.9)| 40 (%35.1) | 35 (%30.7) | 9 (%7.9) | 114 (%100)

* 2 hastada m1s1 ve m2s1; 2 hastada m2s2 ve m2s1
*%) hastada m1sl ve m2sl1, 1 hastada m2s2 ve m2s1, 1 hastada m1s1 ve m2s2, 1 hastada m2s2 ve m1s2

vacA genotipleri ile histopatolojik bulgular (Atrofi, IM, Pitlerde enflamasyon, Lamina
propriada enflamasyon, bakteriyal dansite) arasindaki iliski degerlendirildi. Antrumda, vacA
genotipleri ile pitlerde enflamasyon (aktif enflamasyon) 0 p=0.021) ve atrofi ve intestinal
metaplazi (x° p=0.029) arasinda; korpusta ise pitlerde enflamasyon (aktif enflamasyon) ()’
p=0.004) arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik saptandi. vacA mlsl genotipinin
antrumda pitlerde enflamasyonun yoklugunda daha yiiksek miktarda bulundugu saptandi.
vacA m2s2 genotipinin antrumda atrofi ve intestinal metaplazinin yoklugunda daha yiiksek
miktarda bulundugu saptandi. Ayrica, vacA s ve m bolgeleri ile histopatolojik bulgular
(Atrofi, IM, Pitlerde enflamasyon, Lamina propriada enflamasyon, bakteriyal dansite)
arasindaki iliski degerlendirildi. vacA s genotipi ile atrofi ve intestinal metaplazi varlig
arasinda antrumda (y* p=0.064) ve korpusta (x> p=0.083) istatistiksel olarak anlamli farklilik
saptanmadi1 ancak vacA s genotipinin atrofi ve intestinal metaplazi varliginda yiiksek oldugu
gdzlemlendi. Antrumda, vacA s genotipi ile pitlerde enflamasyon (aktif enflamasyon) (y*
p=0.011) arasinda; korpusta ise pitlerde enflamasyon (aktif enflamasyon) (x> p=0.001)
arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik saptandi. vacA sl genotipi antrum ve korpusta
pitlerde enflamasyon (aktif enflamasyon) varliginda daha yiiksek miktarda oldugu saptandi.
Antrum ve korpusta vacA m genotipi ile histopatolojik bulgular arasinda istatistiksel olarak

anlaml bir fark saptanmadi.
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S. TARTISMA

H. pylori’nin neden oldugu bir¢ok hastalik (iilser, peptik iilser, MALT lenfoma ve mide
kanseri) oldugu yapilan ¢alismalarda kesine yakin anlasilmistir. Ancak en ¢ok tartismalara
neden olan non ilser dispepsi konusunda etiyoloji ve tedaviye yonelik hala bir takim
celigkiler vardir. Bunun ozellikle H. pylori'nin diren¢ ve virulans faktorleri ile iligkisi
ozellikle tilkemizde belirlenmemistir. Biz bu ¢alismamizda H. pylori’nin virulans faktorlerinin
ad1 gecen hastalikla iliskisini belirlemek, iilkemizdeki bolgesel ve baska iilkelerle olan
farkliliklar1 gostermek istedik. Yine bu tedavinin H. pylori tedavisinde kullanilan ilaglarin
ozellikle klaritromisin ve buna karsi artan direncin ve onlimiizdeki yillarda degistirilecek
tedavi protokollerinin saptanmasi i¢in bu ¢alismanin yararli olacagina inanmaktayiz. Ayrica
hastanemizde gastroenterologlarin yaygin olarak kullandiklar1 klaritromisine karsi gelisen
diren¢ konusunun saptanmasinda fenotipik ve genotipik yontemler arasinda en yararli olan
FISH yonteminin de yararlarini burada ortaya koymaya calistik.

H. pylori enfeksiyonu tanisinda invaziv ve invaziv olmayan testler kullanilmaktadir.
Invaziv testlerin avantaji organizmanin izole edilmesine ve bakterinin karakterize edilmesine
olanak tanimasidir. Ancak, H. pylori enfeksiyonunun patchy dagilim gostermesi ve bakterinin
canlandirilma olasiliginin artmasi icin ayni hastanin ¢alisilan biyopsi orneklerinin sayisinin
arttirtlmasi gerekliligi gibi temel kisitliklar1 bulunmaktadir (79).

Uzman patologlar tarafindan gastrik biyopsiler degerlendirildiginde, H. pylori
enfeksiyonu tanisi i¢in histopatolojinin duyarlilik ve 6zgiilliigli ¢ok yiiksek olabilmektedir
(10). Uygun sartlar altinda histopatolojik degerlendirmenin duyarlilig1 %95’e ulagmaktadir.
Ancak, biyopsi kalitesi, patologun deneyimi, PPI ve diger ilaglara bagli olarak bakteriyal
yiikiin azalmas1 gibi bazi kisitliliklar1 bulunmaktadir. Histopatolojik degerlendirmenin
ozgilligl %95 olabilmektedir, fakat bazen mukozada atipik morfoloji gosteren bakterilerin
varlig1 nedeni ile yanlis pozitif sonu¢ vermektedir. HUT gibi diger testlerin duyarliligida
bakteriyal yiike baghdir. HUT pozitif sonug icin en azindan 10° bakteriye gerek duyuldugu
bildirilmistir. Bakteriyal yiik diisiik ise, HUT yanlis negatif sonu¢ verebilmektedir. Ayni
zamanda PPI ile tedavi ve intestinal metaplazi varlig1 da yanlis negatif sonugclar ile iliskilidir.
Ayrica, baz1 endoskopistler HUT sonucunu daha erken okudugundan dolayr duyarliligin
azalmasina (%20) neden olmaktadirlar. H. pylori tanisinda invaziv metotlar zayif duyarliliga

ve 6zgllliigiin agiklanabildigi patchy dagilim problemine sahip olmasina ragmen, kiiltiir gibi
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yiiksek ozgiilliige sahip olan metotlar da vardir. H. pylori’nin iireme basarisi, bakterinin in
vitro iiremesinde yavaslik, bakteriyal yiikii etkileyen PPI ve diger ilaglara kars1 duyarlilik gibi
H. pylori izolasyonunun duyarliligmi etkileyen bir¢ok faktdre baglidir (79). Biitiin bu
faktorler goz oOnline alindiginda ¢ok az sayida spesifik laboratuvar tarafindan gastrik
biyopsilerden organizmanin kiiltiir yontemi ile izolasyonu yapilabilmektedir (10).

Maastricht I1I-2005 Konsensus raporunda, H. pylori eradikasyonu i¢in yedi ya da daha
fazla giin iiclii tedavi onerilmektedir. Uglii tedavi bir PPI ile amoksisilin, klaritromisin ya da
metronidazolii iceren iki antibiyotik kombinasyonunu i¢ermektedir (2, 6, 26, 209, 213, 226,
267). Antibiyotik direnci enfeksiyon hastaliklarinda 6zellikle H. pylori enfeksiyonunda tedavi
basarisizliginin muhtemelen birincil nedenidir. Son 20 yilda, populasyonun genelinde
antibiyotiklerin (solunum yolu enfeksiyonlari i¢in klaritromisin kullanimi) kullaniminin
yayginlagsmas1 primer H. pylori direncinde artisa neden olmaktadir. Sonug olarak, standart
ticli tedavinin etkisi kabul edilemez diizeylerde dereceli olarak diismektedir (6, 236). H.
pylori, tedavide kullanilan antibiyotiklere karsi direng kazanabilmektedir (168). Ayrica,
antimikrobiyallere karsi duyarlilikta dogru bilgi H. pylori eradikasyon basarist i¢in klinik
laboratuvar ve gastroenterologlar i¢in biiylik bir 6nem tagimaktadir.

Her toplumda ozellikle tedavi uygulandigi sirada duyarlilik verileri olmadigi
zamanlarda H. pylori’nin klaritromisine karsi direncinin énemli oldugu bildirilmistir. Bazi
hastalar tedaviden once klaritromisin direngli suslara sahiptir ve bazi klaritromisin duyarl
susa sahip hastalarda tedavi esnasinda klaritromisin direncli suslar gelismektedir (237). Tiim
bu nedenlerden dolayi, bir ¢ok vakada tedavi basarisini garantilemek i¢in H. pylori’nin
kiiltiire edilmesi ve antimikrobiyal duyarliliginin belirlenmesi gereklidir. Ayrica, diinyada
H. pylori suslarinda klaritromisin direnci artmakta ve bu bakterinin eradikasyon tedavisi daha
zor bir hale gelmektedir (251). Yiiksek klaritromisin direncine ragmen, H. pylori
enfeksiyonunda antimikrobiyal duyarlilik testleri nadiren uygulanmakta ve klinisyen H. pylori
tedavisi i¢cin empirik tedaviyi baslatmaktadir (11).

H. pylori enfeksiyonu tedavisi icin antibiyotikler, antibiyotik testlerin diisiik giivenilir
sonuclar1 nedeniyle duyarlilik testleri ile secilmemektedir (32). Ayrica, klinisyenlerin hastanin
antibiyotik kullanim ge¢misini, yerel ve bolgesel ilag direng paternini bilmesi gerekmektedir
(11). Maastricht III-2005 Konsensus raporunda, klaritromisin direncinin %15-20 oldugu
populasyonlarda klaritromisinin kullanilmamasi1 ya da klaritromisin duyarlilik testlerinin

yapilmas: gerektigi bildirilmistir (26). Maastricht IV Sonu¢ Raporu’na gore, primer
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klaritromisin direnci %20’den yiiksek olan cografik bolgelerde H. pylori kiiltiiri ve
antimikrobiyal tani testleri uygulanmasi gerektigi bildirilmistir. Ayrica ilk eradikasyon
tedavisi basarisizligindan sonra ikinci basamak tedavi uygulanmadan 6nce biitiin bolgelerde
kiiltiir uygulanmas1 onerilmistir. Maastricht IV Sonu¢ Raporu’nda kiiltiir ve antimikrobiyal
duyarlilik testlerinin uygulanmasinin miimkiin olmadigr durumlarda FISH yo6ntemi gibi
molekiiler yontemlerin H. pylori varhigi ve klaritromisin duyarliliginin belirlenmesinde
kullanilmasi 6nerilmektedir (191). Bu yiizden, klaritromisin direncinin yiliksek oldugu
populasyonlarda H. pylori’nin saptanmasi ve klaritromisin direncinin belirlenmesi i¢in FISH
yontemi oldukca uygun bir yontemdir.

Calismamizda, FISH ve Kkiiltiir karsilastirildiginda FISH yontemi ile H. pylori
saptanmasindaki duyarliligin (%83.5), kiiltiir duyarliligina (%69.5) gore daha yiiksek oldugu
saptand1 (p=0.004). Ayrica, FISH yonteminin 6zgiilligli %91.4 olarak saptandi. Samarbaf-
Zadeh ve arkadaslari, H. pylori saptanmasinda FISH duyarliligin1 %98 ve 6zgiilliigi %100
olarak saptamistir (268) ve ayni zamanda SeaFAST kullanilarak yapilan calismalarda
formalin fikse parafin gomiilii bloklarda H. pylori saptanmasinda duyarlilik >%92 ve %97
olarak saptanmistir (6, 267).

Caligmamizda, 32 hasta kiiltiir ile H. pylori enfeksiyonu olumsuz saptanirken, FISH
yontemi ile H. pylori olumlu olarak saptandi. H. pylori’nin kiiltiirde iiretilememesi diger
bakterilerle kontaminasyon ya da midedeki patchy dagilim gibi farkli nedenlere bagh
olabilmektedir (28). Diisiik bakteriyal yiik, kontaminasyon, kokoid form ya da transportta
gecikmeden dolayr kiiltiirde iiretilememe duyarlilik testlerinin yapilamamasina neden
olmaktadir (269). Ayrica H. pylori’nin canli fakat kiiltiire edilemeyen (VBNC) formlari
nedeniyle duyarlilik testleri uygulanamamaktadir (92). Transport esnasinda biyopsi
materyalinde H. pylori’nin stabilitesi kiiltiir i¢in kisitlayict bir faktordiir fakat FISH
sonuclarint etkilememektedir (2). Ayrica, bu kiiltiir olumsuz hastalarda, FISH yontemi ile
klaritromisin duyarlilig1 saptanabilmektedir ve bu nedenle FISH yontemi H. pylori
enfeksiyonu tedavisinin yonetiminde kiiltiir ydonteminden daha kullaniglidir.

Calismamizda ilging olarak aymi zamanda dort hasta FISH yontemi ile H. pylori
olumsuz saptanirken, kiiltiir yontemi ile H. pylori olumlu saptanmistir. Bunun nedeni H.
pylori enfeksiyonunun patchy dagilimi ya da diisliik diizeyde kolonizasyon ile iliskili
olabilecegi diistiniilmektedir. Riissmann ve arkadaslari, kiiltiir yontemi ile olumlu olan ancak

FISH ile H. pylori saptanamayan biyopsilerdeki tutarsizliginin nedeninin, biyopside 10
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CFU’den daha az H. pylori varli§inin saptanmasinda FISH y&nteminin basarisiz olabilecegini
bildirmislerdir (2).

Calismamizda, FISH yontemi ve E-test ile elde edilen klaritromisin duyarlilik
sonuclar1 karsilastirildi. E-test ile klaritromisin direnci %28.0 ve FISH yontemi ile %20.2
olarak saptandi. Ayrica, her iki metot arasinda iyi bir korelasyon (%89.5) saptandi. Bizim
sonuglarimizdan farkli olarak, Vega ve arkadaslari, dondurulmus gastrik dokuda E-test ve
FISH yontemini karsilastirmislar ve FISH yonteminin duyarliligimi %90 ve 6zgilligiini
%100 olarak saptamislardir. FISH ve E-test arasinda iki farkli sonu¢ bulmuslardir: FISH
yontemi ile klaritromisin duyarli, E-test yontemi ile klaritromisin orta duyarli olarak
saptanmistir. Ayrica onlar kiiltiir yontemi ile olumsuz olan hastalara FISH yoOntemini
uygulamamiglardir (269). Riismann ve arkadaslari, FISH, E-test ve disk diflizyon yontemleri
arasinda higbir farklilik saptamamislardir (236). Calismamizda, E-test yontemi ile
klaritromisin duyarl fakat FISH yontemi ile hem klaritromisin duyarli hem de klaritromisin
direncli olan dort vakada farklilik saptandi. Bu farkli sonuglar E-test yontemi ile
saptanamayan  direngli  populasyonun  diisik  konsantrasyonda  olabilmesi ile
aciklanabilmektedir. Bu dort vakanin real-time PCR ile ticlinde hem klaritromisin duyarli hem
de klaritromisin direngli H. pylori susu (karisik populasyon) saptandi. Ayrica 12 vaka da
farkli olarak E-test yontemi ile klaritromisin direncli fakat FISH yontemi ile klaritromisin
duyarl saptandi. FISH yontemi ile 23S rRNA’nin yalnizca 2143 ve 2144 pozisyonlarindaki
mutasyonlara bagli klaritromisin direnci saptanmaktadir. Bu nedenle, bu suslarin klaritromisin
direncinin 2143 ve 2144 pozisyonundan farkli yerdeki nokta mutasyonu ile iligkili olma
olasilig1 bulunmaktadir. Bu suslar analizden dislandiginda, FISH ve E-test arasindaki uyum
daha yiiksek olmaktadir.

Bu calismada, 137 FISH olumlu hastada, 111 (%81.0) hastanin klaritromisin duyarl
sus ile, 11 (%8.0) hastanin klaritromisin direnc¢li sus ile ve 15 (%11.0) hastanin ise hem
klaritromisin duyarli hem de klaritromisin direngli sus ile enfekte oldugu saptandi. H.
pylori’nin 23S rRNA geninden iki kopya icermesi bu sonuglarin olast agiklamasidir.
Mutasyonlu 23S rRNA geninin her iki kopyast siklikla ayn1 mutasyonu icermektedir, fakat
bazen az sayida heterozigot (bir kopyada wild-tip ve bir kopyada mutasyon)
gozlemlenmektedir (226, 230). Toracchio ve arkadaslari, ayni cografik bolgedeki ayni
hastalarda hem mutant hemde vahsi tip H. pylori suslar1 ile kolonizasyon varligini

bildirmislerdir (39). Ayrica Raymond ve arkadaglari, ayn1 hastada 23S rRNA gen klonlarinda
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iki farkli mutasyon tasidigini gostermislerdir (240). Caristo ve arkadaslar1 ise, ¢ocuklarda
klaritromisin duyarli ve klaritromisin direngli H. pylori suslarinin birlikte hem ayn1 biyopside,
hemde ayn1 hastanin farkli gastrik bolgeye ait bolgesinde lokalize oldugunu gostermislerdir
(261). Bu calismada, ayn1 hastada hem klaritromisin duyarli hemde klaritromisin direngli sus
oldugunda klinik olarak hasta klaritromisin direngli olarak degerlendirildi. Sonug olarak,
FISH yontemi ile 87 hasta (%76.3) klaritromisin duyarli susa sahipken, 23 (%20.2) hastanin
klaritromisin direngli susa sahip oldugu saptandi. FISH Kkiiltiire gore daha {istiin
olabilmektedir. Antrumda direngli bir sus oldugu zaman, bu lokalizasyona bagli olarak farkli
hastaliklar1 (duodenal iilser); korpusta direngli bir sus oldugunda ise lokalizasyona bagl
olarak farkli hastaliklar1 (IM, kanser, gastrik {ilser) indiikleyebilmektedir. Eger direngli sus
hem antrumda hem korpusta bulunuyorsa MALT lenfoma’ya neden olabilmektedir. Bu
nedenle lokalizasyonlarin klinisyen i¢in dnemli oldugunu ve bu suslarin direngli oldugu goz
ontinde bulundurularak tedavinin yonlendirilmesi gerektigini diistinmekteyiz.

Trebesius ve arkadaslari, FISH yontemi ile midede kiiltlir diren¢li kokoid formlari
saptayabildiklerini bildirmislerdir (3). Calismamizda, FISH yontemi ile H. pylori olumlu
saptanan fakat kiiltiirde iiretilemeyen iki hastada klaritromisin diren¢li kokoid form saptandi
fakat ayn1 zamanda FISH ve Kkiiltiir yontemi ile H. pylori olumlu olan iki hastada da
klaritromisin duyarli kokoid form saptandi. Boylece kokoid formlar ile klaritromisin direnci
arasinda bir iligki gézlenmedi.

H. pylori’nin saptanmasi1 ve ayni zamanda klaritromisin direncine neden olan en yaygin
nokta mutasyonlariin belirlenmesinde Real-time PCR yontemi de kullanilmaktadir. Bu metot
prob hibridizasyonu ve melting curve analizi ile biyopsi Orneginden direkt olarak
mutasyonlar1 saptamaktadir. Bu yontem ile A2142G, A2143G, A2142C ve wild tip genotip
saptanabilmektedir (197). Kargar ve arkadaslari, 200 dispeptik yakinmali hastanin gastrik
biyopsi Orneklerine bakteri konsantrasyonunun saptanmasi ve klaritromisin direncinin
belirlenmesi icin TagMan Real-time PCR yontemi uygulamislardir. Bu yontemde bilinen dort
nokta mutasyonunu (A2144G, A2143G, A2143C, A2142G) saptamak i¢in problar dizayn
edilmistir (270). Matsumura ve arkadaglari, 186 hastanin gastrik biyopsi Orneklerine
uyguladiklar1 real-time PCR yonteminde A2143G ve A2144G mutasyonlarini saptamiglardir
(271). Oleastro ve arkadaslari, 41 vakada ayni biyopside iki farkli genotip saptamislardir
(197). Kargar ve arkadaglari, 164 gastrik biyopsi Orneginde, 105 (%64)’ini klaritromisin
duyarli, 59 (%36)’unu klaritromisin direngli saptamiglardir. On alt1 (9%9.8) 6rnekte ise iki
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farkli mutasyon ve wild type saptamislardir (270). Matsumura ve arkadaslari, karisik
populasyonda wild type’in %10’dan daha az oldugu durumda bile saptanabildigini
gostermislerdir (271). Burucoa ve arkadaglari, 61 sus ile yaptiklar1 ¢alismada ii¢c hastada miks
populasyon saptamislar ve kullandiklar1 yontem ile karisik populasyonda iki farkli susun, bir
allelin en az kismi %5 oldugunda bile saptanabildigini gostermislerdir (272). Calismamizda
klaritromisin direnci yoniinden real-time PCR yontemi ile 103 (%65.6) hasta duyarl, 26
(%16.6) hasta direncli ve 28 (%17.8) hasta duyarli/diren¢li olarak saptandi. Lascols ve
arkadaglari, 196 hastada real-time PCR yontemi ile klaritromisin direncini %18.5 olarak
saptamiglardir (33). Tankovic ve arkadaslari, 518 hastada klaritromisin direncini %30
saptamiglardir (272). Schabereiter-Gurtner ve arkadaslari, endoskopiye alinan 92 hastada 45
H. pylori enfeksiyonu olumlu saptamislar ve klaritromisin diren¢ oranimm %?24.4
bildirmislerdir (31). Calismamizda, real-time PCR yontemi ile klaritromisin direnci %34.4
olarak belirlendi. Kargar ve arkadaslari, en yaygin mutasyonun A2143G oldugunu ve bunu
sirastyla A2142G, A2143C ve A2144G’nin izledigini bildirmislerdir (270). Calismamizda, en
yaygin mutasyon A2143G, orta diizeyde yaygin mutasyon A2142G, en nadir mutasyon
A2142C olarak belirlendi.

Tankovic ve arkadaslari, Real-time PCR yonteminin duyarliligin1 %98.2, 6zgiilliigiinii
%97.5, olumlu 6ngodrii degerini % 94.7 ve olumsuz Ongorii degerini %99.1 bildirmislerdir
(273). Schabereiter-Gurtner ve arkadaslar1, H. pylori enfeksiyonu saptanmasinda biyopsi real-
time PCR yontemi icin duyarliligi %98, ozgilligi %100, olumlu 6ngdrii degerini %98,
olumsuz dngorii degerini %100; klaritromisin duyarliliginin belirlenmesinde biyopsi real-time
PCR yontemi i¢in duyarliligi %100, 6zgiilliigii %82, olumlu 6ngdrii degerini %100, olumsuz
ongorii degerini %94 bildirmislerdir (31). Calismamizda ise, Real-time PCR yodnteminin
duyarlilig1 %95.7, spesifikligi %70.0, olumlu 6ngdrii degeri %88.2 ve olumsuz ongorii degeri
ise %87.5 olarak saptand1 (Kappa=0.697).

Oleastro ve arkadaslari, real-time PCR’1 E-test ve agar dilisyon yontemi ile elde edilen
klaritromisin duyarliliklart ile karsilastirmislar ve %96.4 korelasyon saptamiglardir (197).
Lascols ve arkadaslari, E-test ile real-time PCR arasindaki uyumu %98.2 saptamislardir (33).
Calismamizda ise E-test ve Real-time yontemi arasindaki uyum %75.4 olarak saptandi. E-test
ile uyumsuz olan sonuclar FISH ile uyumlu saptandi. FISH yontemi ile 23S rRNA’nin
yalnizca 2143 ve 2144 pozisyonlarindaki mutasyonlara bagl klaritromisin direnci, Real-time

PCR yontemi ile de 2142 ve 2143 pozisyonundaki mutasyonlara bagl klaritromisin direnci
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saptanmaktadir. Bu nedenle, bu suslarin klaritromisin direncinin 2142, 2143 ve 2144
pozisyonundan farkli yerdeki nokta mutasyonu ile iliskili olma olasilig1 bulunmaktadir.

Calismamizda ayn1 zamanda, cagA-pozitif suslarin prevalansi %46.5 olarak saptandi.
CagA prevalansinin Tiirkiye’de neredeyse bizim c¢aligmamiza gore iki kat daha fazla %82
oldugu bildirilmektedir (274). Ancak bu c¢alismada CagA prevalansinin daha yiiksek olmasi
duodenal iilserli hastalarin secilmesinden kaynaklanmaktadir. Calismamizda, dispeptik
hastalar  secildiginden, CagA prevalansinin bu ¢aligma kadar yiiksek olmasi
beklenmemektedir, ancak higbir risk faktorii olmadig: halde cagA-pozitif suslarin prevalansi
oldukga yiiksek bir oranda saptanmistir. Avrupa ve Afrika’dan izole edilen suslarin yaklasik
%20-40’1 cagA negatif iken, dogu Asya’dan izole edilen H. pylori suslarinin hemen hepsi
cagA-pozitif oldugu bildirilmistir. Bat1 iilkelerinde, cagA pozitif H. pylori suslar ile enfekte
olan bireylerin peptik iilser veya gastrik kanser acisindan biiylik riske sahip oldugu
bildirilmistir (52). Calismamizda, CagA varligi aym1 zamanda klaritromisin duyarlilig1 ile
karsilastirildi. Antrum ve korpus biyopsi Orneklerinde cagA pozitifligi ile klaritromisin
duyarlilig1 arasinda korelasyon saptanmadi (Fisher exact test, p=1.000). Camorlinga-Ponce ve
arkadaslari, in situ hibridizasyon yontemi ile CagA negatif bakterilerin mukus tabakasinda ya
da apikal epitel yiizeyde kolonize oldugunu, CagA pozitif bakterilerin ise hiicreler arasi
boslukta ya da epitel hiicrelerin ¢evresinde kolonize oldugunu bildirmislerdir (275).
Calismamizda CagA varhigi, klaritromisin duyarliligi ve kolonizasyon arasinda korelasyon
saptanmadi. CagA pozitif 17 hastanin ayn1 zamanda klaritromisin direngli susa sahip oldugu
bulundu. Bu hastalarin tedavilerinin yonetiminin gastrik kanserin 6nlenmesi i¢in ¢ok 6nemli
oldugu diistiniilmektedir. Eger klinisyen bu hastalarin tedavisinde klaritromisin antibiyotigini
kullanirsa, bu hastalar1 tedavi edemeyecegi ve CagA pozitif H. pylori suslar1 gastrik mukoza
hasarin1 indiikleyerek peptik iilser ve gastrik kansere neden olabilecegi diislintilmektedir. E-
test iic giin enkiibasyondan sonra sonug¢ verebilirken, parafin bloklara FISH uygulamasi
yaklagik ii¢ saatte sonug¢ verebilmektedir. Bu yiizden klinisyenler, CagA pozitif hastalar i¢in
uygun tedavi secimine daha hizli karar verebilmelidir.

cagA, vacA, oipA, babA, hopQ ve homA/B gastrik atrofi, intestinal metaplazi ve ciddi
klinik yaklagimlarda rol oynamaktadir. Virulans faktorlerin ¢ogu birbiri ile iliskilidir; CagA
pozitif suslar ayn1 zamanda vacA s1/ml genotipine sahiptir ve babA ve oipA “on” statiisii ile
yakin iligkili oldugu bildirilmistir (52). CagA ekspresyonu ve vakuol olusturan sitotoksik

aktivite arasinda iliski in vitro olarak H. pylori suslarinda gosterilmistir. cagA varligl ve vacA
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sl arasinda giiclii bir genetik iligki oldugu bildirilmistir (276, 277). vacA s2 genotipi in vitro
olarak vakuol olusturan sitotoksik aktivite gdstermez, sadece vacA sl genotipi bu aktiviteyi
gostermektedir. Ayrica, vacA m bolgesi suslarin sitotoksin aktivite diizeyleri ile bagimsiz
olarak iligkilidir. m1 ve m2 arasindaki yapisal farklilik sitotoksin fenotipinde farkliliklara
neden olmaktadir (277). vacA sl genotipi ile peptik llser hastaligi arasinda gii¢lii bir iligki
vardir, ancak vacA s2 suslar peptik lilserasyon ile nadiren iliskili oldugu bildirilmistir (276,
277). Calismamizda VacA virulans faktoriinlin varligi, VacA genotiplerinin belirlenmesi ve
CagA virulans faktori ile iliskisi aragtirilmigtir. Yirmi dokuz (%25.4) hastada vacA mlsl
genotipi (20 CagA+); bir (%0.9) hastada m1s2 genotipi; 40 (%35.1) hastada m2s2 genotipi (4
CagA+), 35 (%30.7) hastada m2s1 genotipi (25 CagA+) saptanmistir. Dokuz hastada miks sus
saptanmustir. Sonug olarak, vacA sl genotipinin CagA pozitifligi ile vacA s2 genotipinin ise
CagA negatifligi ile iligkili oldugu saptanmustir. Ayrica, vacA genotipleri ile klaritromisin
duyarlilig1 arasinda bir iligki gdzlenmemistir.

Sonug olarak, FISH yontemi, biyopsi Orneklerinden bakterinin saptanmasi icin cok
kullanighidir. Bu yontemle sadece bakterinin saptanmasi degil, ayn1 zamanda kiiltiir ve PCR
gibi standart yontemler ile miimkiin olmayan bakterinin gastrik dokudaki lokalizasyonu ve
morfolojisi de gozlenmektedir. FISH klinik mikrobiyologlar ve klinisyenlerin H. pylori
varligimin saptamasi ve es zamanli olarak klaritromisin duyarliliginin belirlemesinde

kullanilan ytliksek duyarlilik ve 6zgiilliige sahip ideal bir tekniktir.
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6. SONUCLAR VE ONERILER

H. pylori enfeksiyonu prevalansi (%70.1) hastanemizde ortadogu iilkeleri ile benzerdir.
H. pylori’nin karakteristik o©zelliklerinden dolayr H. pylori tamisinda tek bir yontem
kullanilamamaktadir. Bu nedenle klinik yonden uygun ve tedaviyi yonlendirebilecek
yontemler arastirilmalidir. Maastricht IV Sonug¢ Raporu’na gore, primer klaritromisin direnci
%20’den yiiksek olan cografik bolgelerde H. pylori kiiltiirii ve antimikrobiyal testlerin
yapilmas1 gerektigi ve ayrica ilk eradikasyon tedavisi basarisizligindan sonra ikinci basamak
tedavi uygulanmadan Once biitiin bolgelerde kiiltiir uygulanmasi Onerilmigtir. Kiiltlir ve
antimikrobiyal duyarlilik testlerinin uygulanmasinin miimkiin olmadigi durumlarda FISH
yontemi gibi molekiiler yontemlerin H. pylori varligi ve klaritromisin duyarliliginin
belirlenmesinde kullanilmasi 6nerilmektedir. Bu nedenle endoskopi endikasyonu konulan
hastalardan alinan korpus ve antrum biyopsi Orneklerinden hazirlanan bir preparatin
histopatolojik incelemeye alinmasi, bir preparatin ise FISH yontemiyle incelenmesinin
sagaltim i¢in yol gosterici olacagi diistiniilmektedir.

H. pylori Klaritromisin direnci prevelansi hastanemizde diinyadaki diger iilkelere gore
daha ytiksektir. H. pylori klaritromisin direncinde real-time PCR yontemi ile A2143G
mutasyonu en sik goriilmektedir. Hastanemiz populasyonunda H. pylori’ye karsi klaritromisin
diren¢ oraninin yiiksek olarak saptanmasi nedeniyle, ilk eradikasyon tedavisi basarisizligindan
sonra ikinci basamak tedavi uygulanmadan oOnce biitiin bolgelerde kiiltiir uygulanmasi,
kiiltiirtin uygulanamadig1 durumlarda ise FISH yonteminin uygulanmasi 6nerilmektedir.

Histopatolojik degerlendirme ile cagA statiisii ve vacA genotipleri arasinda anlamli bir
iliski bulunmustur. Klaritromisin direng tipi/tiplerinin, histopatolojik bulgular ve virulans
faktorleri ile aralarinda iliski olmadig1 saptanmistir. Antrum ve/veya korpus H. pylori
kolonizasyonunun klinik ag¢idan Onemli olabilecegi, eradikasyon tedavisinde bir
lokalizasyonda duyarli bir lokalizasyonda direngli saptanmasi durumunda klaritromisin
direncli olarak degerlendirilmesi gerektigini, dispeptik hastalarin antrum ve korpusundan
izole edilen H. pylori suslarinin genetik olarak farkli olmasi ile miks enfeksiyon varliginin
saptandigini, Endoskopi endikasyonu konulan hastalardan alinan korpus ve antrum biyopsi
orneklerinden hazirlanan bir preparatin histopatolojik incelemeye alinmasi, bir preparatin ise
FISH yontemiyle incelenmesi gerektigi, klaritromisin direncinin %20’den yiiksek oldugu
ancak kiltir ve duyarlilik testlerinin yapilamadigr durumlarda FISH yoOnteminin

uygulanmasiin H. pylori eradikasyon tedavi basarisizlifinda kullanilacak hizli, giivenilir ve
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kiiltire edilemeyen durumlarda basarili bir yontem oldugu ve rutin uygulamalarda da

kullanilabilecegi kanisina varildi.
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8. EKLER

8.1. Hastalik Bilgilendirme ve Riza Formu

Degerli Hastamiz,

Bu form, yapmay1 planladigimiz ¢alismaya goniillii oldugunuz icin diizenlenmis temel
amaci sizi bilgilendirmek olan bir belgedir. Katilacaginiz c¢alismada mide mukozasina
yerlesen Helicobacter pylori adindaki mikroorganizmanin tanisinda kullanilan biyopsiye
dayali yontemlerle biyopsiye dayali olmayan yoOntemlerin etkinligi arastirilacaktir. Sizin
muayeneniz ve degerlendirilmeniz sonucunda doktorunuz tarafindan endoskopi yapilmasi
gerekli bulunmustur.

Yukarida bahsedilen bakterinin varligi, endoskopi sirasinda alinan biyopsi 0rneginin test
edilmesiyle sizde de arastirilacaktir. Endoskopi sirasinda yapilacak bu testle midenizde
bakterinin var oldugu saptanirsa midenizden 4 adet daha biyopsi alinacak ve bu biyopsiler de
bakterinin aragtirilmasi igin ileri incelemelerde kullanilacaktir. Kullanilacak olan yontemlerin
higbiri sizin i¢in herhangi bir risk tasimamaktadir. Ayrica, sizden endoskopi sonrasinda bir
defalik alinacak kan ve diski Orneklerinde Helicobacter pylori’nin laboratuvar tanisinda
kullanilan testler uygulanacaktir. Bu konuda elde edilen bilgiler sizin tedavinizin
yonlendirilmesinde de kullanilacaktir.

Calismaya katilmay1 reddetme hakkiniz vardir. Goniillii olarak bu calismada yer alan tiim
hastalarin kigisel bilgileri gizli tutulacaktir. Calismaya katilmayr kabul ettiginizde halde,
herhangi bir nedenle devam etmek istemediginizde c¢alismadan c¢ikabilirsiniz. Ayrica
arastirmacilar tarafindan da sizin rizaniz olmadan calisma dis1 birakilabilirsiniz. Bu
caligmanin giderleri sizden ya da kurumunuzdan talep edilmeyecektir. Eger calismaya
katilmay1 kabul ediyorsaniz ilgili boliimii imzalamaniz gerekmektedir.

Saygilarimizla

Endoskopi sonrasi eszamanh izlenecek islemler:
Kan alinmasi, serum ayrilmasi.
Diski 6rneklerinin alinmast

Test sonuclarimin bildirilmesi: Hastalarin kontrol ve tedavi altinda olduklar1 bdliime
bildirilecektir.

Hastalarin arastirmaya goniillii olarak katildiklarimin beyani: Goniilliiye arastirmadan
once verilmesi gereken bilgileri iceren yukaridaki metni okudum. Bunlar hakkinda bana yazili
ve sozlii agiklamalar yapildi. Bu kosullarda s6z konusu klinik laboratuvar aragtirmasina kendi

rizamla hicbir baski ve zorlama olmaksizin katilmay1 kabul ediyorum.

Goniilliiniin ad1 soyad, imzasi:

Aciklamalar1 yapan arastirmacinin adi soyadi, imzasi:
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Hastanin

Ad1 Soyadu: Adres:

Yas, cinsiyet: Tel:

Dosya No: Patoloji No:
Endoskopi bulgulari:

Antrum bx:

Corpus bx:

Antrum iireaz:

Corpus iireaz:

Kan ornegi

Diski ornegi

Dislama Kkriterleri: Koagiilopati, gebelik, laktasyon, malignensiler, gastrik cerrahi
gecirenler, son 6 ay icinde H. pylori eradikasyon tedavisi alanlar, son 1 ay i¢inde

antibiyotik, anti sekretuar ilag, bizmut tuzlari, sukralfat kullananlar.
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8.2. Hasta Gozlem Formu

Hasta Gozlem Formu

Tarih

Dosya No
Hasta Ad1
Yas/Cinsiyet :

Adres

Tel

Hasta ¢aligma kriterlerine uygun mu?

Bilgilendirilmis onay formu verildi mi?

Endoskopik biyopsi alindi m1?

Kan 6rnegi alind1 mi1?

Digk1 6rnegi alindi m1?

Imprint yapildi mi1?

Ure nefes testi yapildi mi1?

Eradikasyon tedavisi baglandi m1?

Evet

Evet

Evet

Evet

Evet

Evet

Evet

Evet

Hayir

Hayir

Hayir

Hayir

Hayir

Hayir

Hayir

Hayir
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Endoskopi Bulgulart:

Biyopsi

Ureaz testi

Histopatoloji Bulgulari:

HLO

HP skoru : 0

Histopatolojik goriiniim:

Kan 6rneginin incelenmesi:

Serum Ig G

Absorbans degeri:

Disk1 6rneginin incelenmesi:

Ornekler ne zaman toplandi

Diski 6rnegi -20°C’ye kaldirildi m1

Korpus (2 adet)

Korpus

Pozitif

Pozitif

Evet

Antrum (2 adet)

Antrum

Negatif

Negatif

Hayir
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Tirkiye Ege Fen Fakiiltesi Biyoloji Lisans 2003
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AKADEMIK/MESLEKTE DENEYIM
Kurum/Kurulus | Ulke | Sehir Boliim/Birim Gérev Tiirii Gorev
Donemi
Dokuz Eyliil o Co L Arastirma 2012 -
Universitesi Tiirkiye |[Izmir | Tip Fakiiltesi Gorevlisi
Dokuz Eyliil oo o Aragtirma
Universitesi Turkiye | 1zmir Saglik Bilimleri Enstitiisii Gorevlisi 2005-2012
UZMANLIK ALANLARI
Uzmanhk Alanlar
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PROJE DENEYIMi

Proje Ad1 Kurum Biitce Tarih Gorev Pl:.() Je
Tiirii

Helicobacter pylori ve
klaritromisin direncinin . Kurumsal
parafin bloklarda floresan in Bﬁfv‘fr s]ftyelsl 24113 g'gggggg' f};?ﬁf;;mac“ (BAP
situ hibridizasyon (FISH) o v.b.)
yontemiyle belirlenmesi
Dispeptik yakinmali ve mide
kanserli hastalarda Kurumsal
Helicobacter pylori varhigi, Dokuz Eyliil 63000 04.04.2007- Arastirmact/ (BAP
direng¢ ve virulans faktorlerinin | Universitesi 31.12.2012 Uzman v.b.)
molekiiler yontemler ile e
degerlendirilmesi
Helicobacter pylori CagA
EPIYA MOFlﬂCI'.lnln . Dokuz Eyliil 11.10.2009- Arastirmact/ Kurumsal
Klaritromisin Direnci, Universitesi 7000 11.10.2011 Uzman (BAP
Gastropatolojik ve Klinik o v.b.)
[liskisinin Arastirilmasi
Helicobacter pylori tanisinda Kurumsal
kullanilan Hizli Ureaz testinin | Dokuz Eyliil 0 01.01.2009- Arastirmact/ (BAP
pozitiflesme siiresinin Universitesi 01.01.2010 Uzman v.b)
aragtirilmasi o
Cocuklarda Helicobacter
pylori enfeksiyonunda Kurumsal
klaritromisine kars1 primer Dokuz Eyliil 20000 03.08.2010- Arastirmaci/ (BAP
antibiyotik direncinin Universitesi 03.08.2011 Uzman v.b)
molekiiler yontemler ile o
belirlenmesi
Helicobacter pylori Kurumsal
enfeksiyonu tanisinda idrar Dokuz Eyliil 0 06.09.2005- Arastirmact/ (BAP
antikor testleri ile invaziv Universitesi 06.09.2008 Uzman v.b)
metodlarin karsilagtirilmasi e
Helicobacter pylori Kurumsal
eradikasyon kontroliinde Dokuz Eylil 0 04.10.2005- Aragtirmact/ (BuAl;)
idrarda Helicobacter pylori Universitesi 04.10.2007 Uzman v.b)
antikorunun etkinligi e
Helicobacter pylori
eradikasyonunda etkili ugucu
yaglarin ve veya Dokuz Eyliil 01.08.2009- .
klaritromisinin kitosan bazli Universitesi 24955 01.08.2010 Diger Ulusal

mikrokiirelerden kontrollii
salinimi
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Helicobacter pylori
eradikasyonunda ilk sira tedavi
olarak levofloksasin iceren
ticlii tedavi protokoliiniin
etkinligi

Dokuz Eyliil
Universitesi

12000

30.01.2009-
30.03.2011

Arastirmact/
Uzman

Kurumsal
(BAP
v.b.)

Plasma levels of pepsinogen I
(P-PGI), pepsinogen II (P-
PGII), gastrin-17 (P-G-17),
and H. pylori IgA IgG-
antibodies (P-HpAb) An
ELISA test panel intended for
diagnosis of H.pylori infection
and atrophic gastritis and
related risks as well as for the
risk of assessment of the risk
of the complications of
gastroesophageal reflux
disease

Dokuz Eyliil
Universitesi

01.01.2008-
01.01.2011

Arastirmact/
Uzman

Kurumsal
(BAP
v.b.)

Birinci Basamak Saglik
Hizmeti Veren Hekimlerin ve
DEU Tip Fakiiltesi Dénem 6
Ogrencilerinin Dispepsi
Yakinmasi ile Gelen Hastaya
ve Helicobacter pylori
Enfeksiyonuna Yaklagimi

Dokuz Eyliil
Universitesi

01.01.2006-
01.01.2007

Arastirmact/
Uzman

Kurumsal
(BAP
v.b.)

Gastrik biyopsi ve Digki
Orneklerinden zole Edilen
Helicobacter pylori Genomik
DNA’sinda Klaritromisin ve
Levofloksasin Duyarliliginin
Molekiiler Yontemler ile
Belirlenmesi

Dokuz Eyliil
Universitesi

30000

16.02.2012-
16.02.2014

Arastirmact/
Uzman

Kurumsal
(BAP
v.b.)

Farkl1 gastrointestinal
yakinmalar ile bagvuran ¢6lyak
6n tanili ¢gocuk hastalarda
Helicobacter pylori
enfeksiyonunun goriilme
siklig1 ve demir eksikligi
anemisi ile iligkilendirilmesi

Dokuz Eylil
Universitesi

16.02.2012-
16.06.2012

Arastirmaci/
Uzman

Ulusal
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Yayin Tesvik Odilii ’(F[}JEBA{;]ABIi(Mlilusal Akademik Ag ve Bilgi Merkezi 2007

Yiiksek Lisans Mezuniyet SN -

Uciinciilik Odilii Dokuz Eyliil Universitesi 2006
YAYINLARI

SCI, SSCI, AHCI indekslerine giren dergilerde yayinlanan makaleler

DEMIRAY E, YILMAZ O. Helicobacter pylori’de antibiyotik direnci ve direncin saptanmasinda
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DEMIRAY E, YILMAZ O, SARKIS C, SOYTURK M, SIMSEK I. Comparison of invasive methods
and two different stool antigen tests for diagnosis of Helicobacter pylori infection in patients with
gastric bleeding. World J Gastroenterol 2006;12(26):4206-10.

YILMAZ O, DEMIRAY E. The clinical role and importance of fluorescence in situ hybridization
(FISH) method for the diagnosis of Helicobacter pylori infection and determination of clarithromycin
resistance in the eradication therapy of gastric patients. World J Gastroenterol 2007;13(5):671-675.

YILMAZ O, DEMIRAY E, TUMER S, ALTUNGOZ O, YORUKOGLU K, SOYTURK M,
SIMSEK 1. Detection of Helicobacter pylori and determination of clarithromycin susceptibility using
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Helicobacter 2007;12(2):136-141.

DEMIRAY E, BEKMEN N. Helicobacter pylori enfeksiyonu ve fagositoz. Mikrobiyol Biilt
2008;42:177-184.

DEMIRAY GURBUZ E, GONEN C, BEKMEN N, DOLEK D, SOYTURK M, SAGOL 0, SIMSEK
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ERDUR B, OZTURK Y, DEMIRAY GURBUZ E, YILMAZ O. Comparison of Sequential and
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Hakemli konferans/sempozyumlarin bildiri kitaplarinda yer alan yayinlar

ERDUR B, OZTURK Y, DEMIRAY GURBUZ E, YILMAZ O. Floresan in-situ hibridizasyon
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Hepatoloji ve Beslenme Kongresi:83/PS-034, 18-21 Ekim 2012, The Marmara Oteli, Antalya
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clarithromycin resistance by fluorescence in situ hybridization (FISH) in Turkish dyspeptic patients,
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