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GASTRIK BIYOPSI VE DISKI ORNEKLERINDEN IZOLE EDILEN HELICOBACTER
PYLORI GENOMIK DNA’SINDA KLARITROMISIN VE LEVOFLOKSASIN
DUYARLILIGININ MOLEKULER YONTEMLER iLE BELIRLENMESI
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Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dal Inciralti-1zmir

OZET

Klaritromisin ve levofloksasin direnci, Helicobacter pylori enfeksiyonu tedavi basarisizliginin
en dnemli nedenidir. Calismamizda GenoType HelicoDR testinin, fenotipik duyarlilik testi ve
molekiiler metodlarin yanisira es zamanli olarak H. pylori saptanmasi ve klaritromisin ve
levofloksasin  duyarliliginin  belirlenmesindeki  etkinliginin  ve diski  Orneklerine
uygulanabilirliginin degerlendirilmesi amaglanmistir. Dispeptik yakinmali 58 (40K, 18E; 41.1
+ 13.5 yas) hasta calisildi. Calismamizda uygulanan tiim metodlar hem antrum hem de korpus
biyopsi orneklerine ve hastalarin digski 6rneklerine uygulandi. Kiiltiir, histopatoloji ve hizli
lireaz testinin en az ikisinin pozitifliinde H. pylori pozitif olarak degerlendirildi.
Klaritromisin ve levofloksasin duyarliliklar1 konvansiyonel E-test yontemi ile saptandi. H.
pylori saptanmasi, klaritromisin ve levofloksasin duyarlilifinin belirlenmesinde GenoType
HelicoDR testi non-invaziv bir molekiiler metod olarak digk1 6rnekleri i¢in modifiye edildi ve
ayn1 zamanda GenoType HelicoDR testi gastrik biyopsi drneklerine de uygulandi. Ayrica,
FRET-real-time PCR H. pylori saptanmasi ve klaritromisin duyarliliginin belirlenmesinde
hem biyopsi hem de digski Orneklerine uygulandi. Farkli metodlar ile klaritromisin ve
levofloksasin duyarlilik sonuglar1 farkli olan hastalarin biyopsi ve koloni DNA 06rnekleri
sekans analizine gonderildi. Elli bir (%87.9) hasta H. pylori pozitif saptandi. Kirk dokuz
(%84.5) kiiltlir pozitif saptandi. Klaritromisin ve levofloksasin i¢in E-test metodu ile 35
(%71.4), 35 (%71.4) hasta duyarli, 10 (%20.4), 9 (%18.4) hasta direncli ve 4 (% 8.2), 5
(%10.2) hastanin antrum ve korpus gastrik biyopsi 6rneginde miks enfeksiyon (duyarli ve
direngli bakteri) saptandi. Tiim hastalar GenoType HelicoDR testi ile H. pylori pozitif
saptandi; klaritromisin ve levofloksasin i¢in 37 (%63.8), 33 (%56.9) hasta duyarli; 5 (%8.6),
11 (%19) hasta direncli; 16 (27.6%), 14 (24.1%) hastada miks enfeksiyon saptandi. GenoType
HelicoDR testi diski1 6rneklerine de adapte edilmistir. Diski1 GenoType HelicoDR testi ile 54
(%98.2) hasta H. pylori pozitif, 1 (%1.8) hasta H. pylori negatif saptandi. Diski ve doku
GenoType HelicoDR testi sonuglar1 klaritromisin i¢in 35 (%63.6) hastada, levofloksasin i¢in
40 (%72.7) hastada uyumlu saptandi. Digk1 GenoType HelicoDR testinin duyarliligi %100 (k



= (0.225) saptandi. FRET-real-time PCR ve GenoType HelicoDR metodlarinin uyumu diski
orneklerinde %81.0 ve doku drneklerinde % 66.7 saptandi1. Ug hastanin sekans analizinde iig
yeni mutasyon (C2136T, C2310A, C2428T) saptand1 ve bu hastalarda klaritromisin direnci ile
iliskili bilinen {i¢ nokta mutasyon ag¢isindan sekans analizi ile wild type saptandi. Bu {i¢ hasta
ayni zamanda E-test yontemi ile de klaritromisin direngli saptandi. GenoType HelicoDR ve
FRET-real-time PCR; hizl1 ve kiiltiirden bagimsiz, direkt biyopsi orneklerinden g¢aligilabilen
ve hem wild type hem de direngli H. pylori suslarini iceren miks enfeksiyonlar1 saptayabilen
yontemlerdir. Bununla birlikte, GenoType HelicoDR testinin en 6nemli avantajlarindan biri
ozellikle klaritromisin direncinin yiiksek oldugu bolgelerde levofloksasin duyarliliginin es
zamanli klaritromisin ile birlikte saptanabilmesidir. Non-invaziv bir yontem olarak GenoType
HelicoDR testinin digki Orneklerinde uygulanabilmesi, klinik yaklagimda antimikrobiyal
duyarliligin tedavi Oncesi invaziv girisim olmadan saptanmasini saglamasi nedeniyle biiyiik

Onem tagimaktadir.

Anahtar Sézciikler: Helicobacter pylori, Genotype HelicoDR, Real-time PCR, klaritromisin

ve levofloksasin direnci



DETERMINATION OF CLARITHROMYCIN AND LEVOFLOXACIN SUSCEPTIBILITY
BY MOLECULAR METHODS IN HELICOBACTER PYLORI GENOMIC DNA
ISOLATED FROM GASTRIC BIOPSY AND STOOL SPECIMENS

Tuba BECERIKLI, Institute of Health Sciences, Dokuz Eyliil University Faculty of
Medicine, Department of Medical Microbiology Inciralti-Izmir

ABSTRACT

Clarithromycin and levofloxacin resistance are the most important cause for treatment failure
of Helicobacter pylori infection. We aimed to assess the efficacy of GenoType HelicoDR
method and its applicability for stool specimens to detect H. pylori and determine
clarithromycin and levofloxacin susceptibilities, simultaneously besides the phenotypic
susceptibility testing and molecular methods. Fifty-eight patients with dyspepsia (40F, 18M;
41.1 £ 13.5 years) were studied. All tests used in this study were performed to both antrum
and corpus biopsy specimens and stool specimens of these patients. H.pylori positivity was
defined according to at least two positivity of culture, histopathology and rapid urease test.
Clarithromycin and levofloxacin susceptibilities were determined by E-test as a traditional
method. We modified GenoType HelicoDR test for stool specimens as a non-invasive
molecular method to detect H. pylori and to determine clarithromycin and levofloxacin
susceptibilities. GenoType HelicoDR test was also performed to gastric biopsy specimens.
Furthermore, FRET-real-time PCR was performed to both biopsy and stool specimens for
melecular detection of H. pylori and determination of clarithromycin susceptibility. Biopsy
and colony DNA specimens of the patients which had discrepant clarithromycin and
levofloxacin susceptibility results among used different methods were sent for sequencing.
Fifty-one (87.9%) patients were H.pylori positive. Fourty-nine (84.5%) patients were culture
positive. Thirty-five (71.4%), 35 (71.4%) patients were susceptible; 10 (20.4%), 9 (18.4%)
were resistant; 4 (8.2%), 5 (10.2%) patients’ antrum and corpus presented a double population
of susceptible and resistant bacteria by E-test for clarithromycin and levofloxacin,
respectively. All patients were H. pylori positive by GenoType HelicoDR; 37 (63.8%), 33
(56.9%) were susceptible; 5 (8.6%), 11 (19%) were resistant; 16 (27.6%), 14 (24.1%)
presented a double population for clarithromycin and levofloxacin, respectively. GenoType
HelicoDR test was adapted successfully for stool specimens. Fifty-four (98.2%) patients were
positive and 1 (1.8%) patient was negative for H. pylori by stool Genotype HelicoDR. Stool
GenoType HelicoDR results of 35 (63.6%) and 40 (72.7%) patients were correlated with the



gastric biopsy results of GenoType HelicoDR for clarithromycin and levofloxacin,
respectively. The sensitivity of stool GenoType HelicoDR was 100% (kx = 0.225). Correlation
between FRET-real-time PCR and GenoType HelicoDR methods to determine clarithromycin
susceptibility was 81.0 % and 66.7 % in gastric biopsy and stool specimens, respectively.
Three new mutations (C2136T, C2310A, C2428T) were determined in three patients’
sequence analyses conferring wild type for known main three mutations associated with
clarithromycin resistance. E-test results of these patients were also resistant for
clarithromycin. GenoType HelicoDR and FRET-real-time PCR methods are rapid and culture
independent tests with the ability to study directly from biopsy specimens and also has
capability for detection of mixed infections including both wild type and resistant H. pylori
strains. However, molecular determination of levofloxacin susceptibility simultaneously with
claritromycin susceptibility is the best advantage of GenoType HelicoDR test especially in the
region which is clarithromycin resistance is high. As a non-invasive molecular method, ability
of using stool GenoType HelicoDR is very valuable in clinical setting providing to determine

antimicrobial susceptibility prior to the treatment without invasive sampling.

Key Words: Helicobacter pylori, GenoType HelicoDR, real-time PCR, clarithromycin and

levofloxacin resistance



1. GIRiS VE AMAC

Helicobacter pylori (H. pylori) spiral yapida, mikroaerofilik, 4-6 unipolar kilifl1 flajele
sahip Gram negatif bir bakteridir (1). H. pylori’nin gastrik mukozada kolonize olup kronik
gastrit ve peptik lilser hastalifina neden oldugu ayrica, gastrik adenokarsinoma ve mukoza
iligkili lenfoid doku (MALT) lenfoma gelisimi ile iligkili oldugu bildirilmistir (2-5). H. pylori
enfeksiyonunda insandan insana (anneden bebege), fekal-oral, oral-oral, gastro-oral (igme
suyu kaynagi) ve solunum damlaciklar1 yolu ile bulas bildirilmektedir (6,7).

H. pylori enfeksiyonunun tanisinda endoskopi gerektiren invaziv ve endoskopi
gerektirmeyen non-invaziv yontemler kullanilmaktadir. Invaziv yontemler kiiltiir,
histopatolojik inceleme, hizli iireaz testi (HUT) ve ayrica biyopsi temelli molekiiler
metodlardir. Non-invaziv testler ise iire nefes testi (UNT), disk1 testleri (disk1 kiiltiirii, diski
orneklerinde polimeraz zincir tepkimesi (PCR), diskida H. pylori antijeni), serumda ve idrarda
H. pylori antikoru saptanmasidir (8,9). Kiiltiir, H. pylori enfeksiyonu tanisinda altin standart
yontemdir (10). Diski 6rneklerinde H. pylori’nin PCR ile saptanmasinin kolay ve giivenilir
invaziv olmayan bir yontem oldugu bildirilmistir (11-13).

Proton pompa inhibitorii (PPI) veya ranitidin bizmut siilfat ile birlikte klaritromisin ve
amoksisilin veya metronidazol ilk basamak ii¢lii tedavi olarak &nerilmektedir (14-16). kinci
basamak tedavide levofloksasin temelli {liglii tedavi, dortlii tedaviye gore ¢ok daha etkili
oldugu gosterilmistir. Klaritromisin ya da levofloksasin temelli ti¢lii tedavinin basarisizliginin
temel nedeni klaritromisin ya da levofloksasin direncidir (15,17).

Makrolid grubu bir antibiyotik olan klaritromisin, diger kullanilabilecek antibiyotiklere
gore en giiclii in vitro bakteriostatik etkiye sahip olmasi nedeniyle H. pylori tedavisinde ilk
secenek antibiyotik olarak bilinmektedir (1). Klaritromisinin antibakteriyal aktivitesi diger
makrolidlerle benzerdir, ancak klaritromisin gastrik mukus tabakasinda daha iyi absorbe olur,
aside daha dayaniklidir ve bu nedenle H. pylori suslarina kars1 daha etkilidir (16,18-20). H.
pylori suslarinda makrolid direnci, 23S rRNA’nin V domain’inin peptidiltransferaz
bolgesindeki nokta mutasyonlar ile hedef bdlgenin modifikasyonu sonucu makrolidlerin
bakteriyal ribozomun 23S rRNA komponentine baglanamamasindan kaynaklanir (21-23). H.
pylori iki 23S rRNA geni icerir ve mutasyonlar genellikle her iki kopyada da bulunur (20,24).
En sik goriilen {i¢ mutasyon 2143 pozisyonundaki A—G doniisiimii, 2142 pozisyonundaki

A—G doniisiimil ve 2142 pozisyonundaki A—C degisimidir (14,22,25,26). Ayrica daha nadir



olarak A2115G, G2141A, T2182C mutasyonlar1 da H. pylori suslarinda klaritromisin direnci
ile iliskilendirilmistir (27-29).

Kinolonlar H. pylori’de DNA giraz enzimini inhibe ederek antimikrobiyal aktivite
gosterirler (30-34). H. pylori suslarinin kinolon grubu bir antibiyotik olan levofloksasine karsi
gelistirdikleri direncin gyrase A (gyrA) geninin en sik 87 ve 91 pozisyonlarindaki nokta
mutasyonlart ile iligkili oldugu gosterilmistir (8,35-37). Daha nadir olarak 88 ve 130
pozisyonlarinda da mutasyonlar saptanmstir (38).

Antimikrobiyal duyarliligin belirlenmesi i¢in fenotipik ve genotipik yontemler
mevcuttur. Fenotipik yontemler agar diliisyon, siv1 diliisyon, disk difiizyon ve E-test’tir. Agar
dilisyon metodu H. pylori igin diger tekniklerle karsilastirilmasi agisindan “Clinical and
Laboratory Standards Institute” (CLSI) tarafindan Onerilen referans bir metottur (8).
Genotipik yontemler ise temel olarak standart polimeraz zincir tepkimesi (PCR) temelli
yontemler (39-41), real-time PCR (13,18,42,43) ve floresan in situ hibridizasyon (FISH) dur
(8,18,43).

Son zamanlarda gelistirilen GenoType HelicoDR; Helicobacter pylori 23S rRNA geninin
spesifik bolgesi ile H. pylori varliginin, klaritromisin direncinin (2146 (2142) ve 2147 (2143)
pozisyonlarindaki mutasyonlar) ve florokinolon direncinin (gyrA geninin kinolon direng
bolgesindeki 87 ve 91 pozisyonundaki mutasyonlar) saptanmasini saglayan, hibridizasyon ve
PCR yontemlerini birlestiren bir molekiiler yontemdir (36).

Bu ¢aligmanin amaci; dispeptik yakinmali hastalarin antrum ve korpus gastrik biyopsi
orneklerinde H. pylori varliginin, klaritromisin ve levofloksasin direncinin multipleks PCR ve
hibridizasyon temelli GenoType HelicoDR testi ile saptanmasi, fenotipik olarak kiiltiir ve E-
test yontemleri ile, genotipik olarak FRET-real-time PCR yontemi ile karsilagtirilmasi, bu
yontemler ile farkli duyarlilik profili saptanan orneklerin ise sekans analizine gonderilmesi
amaglanmistir. Ayrica, diski Ornekleri i¢in heniiz bir protokolii bulunmayan DNA strip
teknolojisine dayanan GenoType HelicoDR testinin digski 6rneklerinde non-invaziv bir
yontem olarak uygulanabilirliginin gastrik biyopsi 6rnekleri ile birlikte optimizasyonunun ve
validasyonunun arastirilmasi; ayn1 zamanda H. pylori varligt ve klaritromisin direncinin
saptanmasinda non invaziv bir yontem olarak digk1 FRET-real-time PCR molekiiler yontemi

ile karsilagtirilmas1 amaglanmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Tarihce

Spesifik insan patojeni H. pylori hpSahul ve hspMaori olarak iki ayr1 sus ile yaklasik 60,000
yil 6nce Afrika’dan insanlarin pasifige iki prehistorik gogii ile yayilmistir. Bu goglerden birinin
Yeni Gine ve Avusturalya’ya, digerinin ise Polinezya adalarindan Melanezya’ya dogru uzandig,
hpSahul’'un 31,000 ve 37,000 yil oOnce arkeolojik c¢alismalarla H. pylori'nin Asya
populasyonundan ayrildig1 bildirilmistir (44).

Hayvanlarda gastrik spiral bakteriler ilk kez Rappin tarafindan 1881'de ve Bizzozero
tarafindan 1893'te bildirildi. 1896°’da Salomon spiral bakterileri kedi, kdpek ve Norveg
sicanlarmin midesinde gozlemledi. Insanlarda ise ilk kez 1906 yilinda Krienitz tarafindan
bildirildi. 1899'da, Jaworski insanlardan aldigi gastrik yikama suyunun sedimentinde spiral
mikroorganizmalar1 tanimladi. Ancak bu bulusu sadece Polonya'da yayimnlandig: i¢in fazla dikkat
cekmedi (45).

Balfour 1906’da maymun ve kopeklerin gastrik iilser 6rneklerinde, Krienitz gastrik kanserli
bir hastanin gastrik orneklerinde spiral mikroorganizmalar1 tanimladi (46). Luck ve Seth midedeki
iireaz aktivitesini tanimladilar ve antibiyotik tedavisi ile kayboldugunu bildirdiler, ancak 1984'e
kadar gastrik mikroorganizmalar ile arasindaki iliski kurulamadi. 1938 yilinda Doenges, otopsi
orneklerinin %43’iiniin midesinde spiral mikroorganizmalar1 saptadi. Orneklerin postmortem
toplanmis olmas1 ve kontaminasyon riski nedeniyle bu bulgular siipheyle karsilandi. iki y1l sonra
mide tlserli ve kanserli hastalarin cerrahi 6rneklerinde de spiroket goriildiigii, mikroorganizmanin
bir postmortem kontaminant olmadig1 ve gastrik bir patojen oldugu bildirildi (47).

Freedburg ve Barron, 1940 yilinda midede kivrimli mikroorganizmalari, Fitzgerald ve
Murphy ise 1950 yilinda peptik iilser hastalig1 ile mukoza yilizeyindeki tireaz aktivitesi arasinda
iligkiyi gosterdi (48). Palmer 1954’te, insan mide biyopsi Orneklerinde yaptigi incelemede
bakteriye rastlamadigindan gastrik ortamdaki tiim bakterilerin kontaminant oldugunu bildirdi.
Salgilanan asit nedeniyle mide liimeninin steril oldugu, mukozal lezyonlara gastrik asiditenin
neden oldugu diisiiniildii. 1910 yilinda Schwartz'in “no acid no ulcer’’ kavrami kabul edildi (47).

Liebre ve Le fevre, 1959 yilinda tetrasiklin tedavisinden sonra midede iireaz aktivitesinin
kayboldugunu ve bu enzimin bakteri kaynakli olabilecegini bildirdiler. 1968 yilinda Delluva
germ-free hayvanlarda midede lireaz bulunmadigini ve bu enzimin bakteri kaynakli oldugunu

saptadi (48).



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 16kositlerin (PNL) gastrik mukozaya gog ettiklerini 6ne siirdiiler. Endoskopik
biyopsi ornekleri kiiltiire alindi. Ancak kiiltiirde spiral bakteriler degil, sadece Pseudomonas
aeruginosa iredi. Dort yil sonra Fung ve arkadaslar1 kronik gastritli hastalarin gastrik
mukozalarinda histolojik ve yapisal olarak bakteriyi gosterdiler. Ancak mukozal lezyonlarla
iliskisi saptanamadi (48).

J. Robin Warren ise Campylobacter jejuni’ye benzeyen spiral bakterinin mide hastaliklariyla
iligkisini ve midenin steril olmadigin1 bildirdi. J. Robin Warren ve Barry Marshall biyopsi
orneklerini Campylobacter ve nonselektif besiyerinde 48 saat enkiibe ettiler. Fakat iireme
saptanmadi. 1982’de bes giinliik tatilden dondiiklerinde Campylobacter’e benzer bakterilerin
tiredigini gordiiler. Morfolojik olarak Campylobacter’e benzediginden “Campylobacter like
organism” adi verildi (47,49).

1983°te Barry Marshall H. pylori enfeksiyonunun gastrik kanser ile iliskisi olabilecegini ileri
stirdli. Ancak hicbir bilim adami enfeksiyon ile gastrik kanser arasinda bu iligkinin olabilecegine
inanmadi (50). 1984°de bu bakteriyi Warren ve Marshall Campylobacter pyloridis olarak
adlandird1 (51). 1986’da bakterinin fazla miktarda iireaz salgiladigi kanitlandi (47). 1987°de
Campylobacter pylori adim aldi (46). 1989°da Goodwin ve arkadaslar1 bakterinin sahip oldugu
farkli fonksiyonel ve enzimatik Ozellikleri nedeniyle Campylobacter ailesine ait olmadigini
bildirdi ve Helicobacter pylori ad1 verildi (46,52).

1994°de “National Institutes of Health” (NIH) H. pylori'nin peptik iilserin birincil nedeni
oldugunu; “International Agency for Cancer Research” (IACR) de smif 1 karsinojen oldugunu
bildirdi (51, 53-56). 1997 yilinda “The Institute for Genomic Research” (TIGR) tarafindan H.
pylori’nin tam genom haritas: yayinlandi (57).

2005°de J. Roben Warren ve Barry Marshall “Helicobacter pylori bakterisi ve peptik iilser
ve gastritte rolii” nii gostererek “Nobel Tip Odiilii” nii aldilar (58,59).
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2.2. Helicobacter Ailesi

Helicobacteraceae ailesi Helicobacter ve Wolinella genuslarindan olugmakta olup (8),
24  tir icermektedir (59). Helicobacteraceae ve Campylobacteraceae  aileleri
Epsilonproteobacteria siifi i¢indedir (8). Helicobacteraceae ailesi 0.3-1.0 pum genisliginde,
1.5-10 um boyda spiral veya kivrimli basiller igermektedir. Helicobacter tiirleri Gram-negatif
bakterilerdir ve spor olusturmazlar. Uzamis kiiltiirlerde ve uygun olmayan iireme sartlarinda
kokoid forma doniisebilmektedirler. Hareket ozellikleri genellikle tekli veya ¢oklu bipolar
kilifli flajelleri sayesinde olmaktadir. Diger Helicobacter tiirlerinden farkli olarak H. pylori
suslarinin ¢oklu monopolar kilifli flajelleri bulunmaktadir. Bazi Helicobacter tiirleri (H.
pullorum, H. rodentium, H. mesocricatorum, H. canadensis ve H. winghamensis)
Campylobacter’lere benzer sekilde kilifsiz flajele sahiptir (45). Helicobacter tiirleri insan ve
hayvanlarin gastrointestinal sistemlerinde bulunmaktadir (61). Hayvanlarin gastrointestinal
sisteminde bulunan Helicobacter tirleri (H. bizzozeronii, H. felis ve H. salomonis) ve insan-
hayvan gastrik patojeni H. heilmannii 151k ve transmission elektron mikroskobu ile
incelendiginde diger tiirlerden ayirici spiral morfolojiye sahiptir (45).

Tliim Helicobacter tiirleri oksidaz pozitiftir ve H. pylori’de karbohidrat katabolik

yolaklarinin varlig1 gosterilmistir (45).

2.3. Helicobacter pylori’nin Yapisi ve Ozellikleri
2.3.1. Helicobacter pylori’nin Yapisi

Spiral morfolojiye sahip H. pylori (0.6x3.5 pm) mikroaerofilik, Gram-negatif bir
bakteridir (61-64). Kat1 besiyerindeki kiiltiirlerden hazirlanan preparatlarda basile benzer
yapida goriiliir, spiral sekli nadir goriiliir veya hi¢ goriilmez. Kat1 veya sivi besiyerindeki
uzamis kiiltiirlerden yapilan preparatlarda ise kok yapist daha fazla goriiliir. U seklinde basil
yapinin 1ki kolunun da membrandz bir yapiyla baglanarak kok yapisini olusturdugu elektron
mikroskobu incelemelerinde goriilmiistiir. Metabolik olarak aktif olan kok formu, in vitro
kiiltiirde {tretilemez (55,62). H. pylori basil formdan kokoid forma yaklasik bir hafta
igcerisinde doniisebilmektedir. H. pylori kiiltiirlerinin %80°1 normal atmosfer sartlar1 altinda 24
saat igerisinde kokoid forma doniismektedir. Katalaz, superoksit dismutaz (SOD) ve iireaz
enzimlerinin spesifik aktiviteleri, bu doniisiim sirasinda azalmaktadir. H. pylori %7 O>
varliginda basil form yapisinda gozlenir, aerobik (%21 O2) ya da anaerobik (< %1 O») sartlar
altinda kiiltiire edildiginde kokoid forma doniismektedir (65).
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2.3.1.1. Flajellanin Yapisi

H. pylori mide asiditesinden korunmak icin, flajeli ile tirblison benzeri haraketi
sayesinde hizl1 bir sekilde viskoz mukus tabakasi icerisinde ilerleyerek gastrik epitel hiicreye
ulagmalidir. Flajellar hareketin mukus tabakasindan gecis icin gerekli oldugu, hareketsiz
bakterilerin midede kolonize olamadigi gosterilmistir (66,67). Ayrica unipolar yerlesimli
flajeller, kiliflar1 sayesinde midenin asidik ortami nedeni ile olusacak hasarlardan
korunmaktadir (61). Hayvan modelleri ile yapilan ¢alismalarda H. pylori'nin mide
mukozasina kolonizasyonunda ve enfeksiyonun stirekliliginde hareketin 6nemli bir faktor
oldugu gosterilmistir. H. pylori Ozellikle viskozitesi yiiksek ortamlarda hareketlidir ve
hareketi pH'a bagimhidir. pH 4'iin altinda bakteri hareketsizdir. Bu sebeple H. pylori mide
liimeninde kolonize olamaz; ancak gastrik mukozay1 kaplayan musin tabakasinda oldukga iyi
kolonize olur (68,69).

H. pylori unipolar kilifli {i¢-yedi flajele sahiptir. Her bir flajel, bir¢ok farkli protein
iceren temel olarak 53 kDa FlaA ve 54 kDa FlaB flajellinden olusan bir filament icermektedir
(70-72). FIgE, flajellar kanca proteini olup bazal gévdede hareket aparati i¢in filament ile
iligkili esnek bir yapidir. fIgE geni yoksun mutant H. pylori suslarinda flajellar protein olan
flajellinin iiretiminin engellendigi gosterilmistir (71). H. pylori fliD proteininin flajellar
filamentlerin bir araya gelmesi, hareket ve kolonizasyon icin gerekli oldugu bildirilmistir
(72,73).

Her bir flajel, yaklagik 30 pm uzunlugunda, 2.5 nm kalinligindadir ve bazal cisim,
flajellar cengel, flajellar filament olmak {izere ii¢ kisimdan olugsmaktadir. Flajellar filament,
bir flajellar kilif ile sarilidir. Flajellar kilif fosfolipid, lipopolisakkarit ve proteinden olusan,
bakteriyel dis membrana benzeyen tipik ¢ift katlhi bir membrandir. Flajellar kilifin gorevi
flajellar filamenti mide asiditesinden korumak, diger bir muhtemel fonksiyonu da flajelline
kars1 olusan antikorlarin bakterinin hareketini engellemesini 6nlemektir (68).

Flajel, kanca-bazal body kompleksi ve ekstraselliiler filament olarak iki ayr1 yapidan
olusmaktadir. Flajellar bazal yapt MS halkasi, flajellar T3SS, sitoplazmik C halkas1 ya da
“switch” kompleksi ve motor bolgesini icermektedir. i¢ membrandaki MS halkasi, halkanin
merkez membrani igerisinde fonksiyonel flajellar T3SS (FlhA, FIhB, FliO, FliP, FliQ ve
FliR’yi1 igerir) ile FliF’nin homomultimeridir. Bazal yapiin motor komponentleri, flajelin

duragan komponenti ve bir proton kanalin1 olusturan MotA ve MotB’dir; bu komponentler
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flajellar hareket igin proton akist ve donme momenti olusumu ile iliskili fonksiyon

gostermektedir (Sekil 1) (67,74,75).

Filament
A

MotA |
et TEIG  FIIN: Eil:
e e GTING
_ P Fib|
FliH = FIJ *T35S components

FIhA FIiO FIiQ
FIhB FHiP FiiR

Sekil 1. Helicobacter pylori’nin flajel yapisi. Flajeller yapinin proteinleri, flajellar transkripsiyonel
hiyerarside bulunan ilgili genlerin hangi sinifa ait olduguna gore renkler ile kodlanmistir; siyah (sinif 1), kirmizi
(smuf 2), mavi (sinuf 3) ve gri (flajellar transkripsiyonel hiyerarsi disinda). Flajellar biyosentez i¢in gerekli tiim

proteinler, transkripsiyonel regiilator kaskadlar ve yapilar ile karsilastirilarak gosterilmektedir (75)

H. pylori kompleks flajellar aparatinin ekspresyonu, sekresyonu ve bir araya getirilmesi
icin 50 den fazla protein gereklidir. Bu proteinlerin 20 den fazlasi flajellar bazal cisim, kanca
ve filament icin yapisal komponentleri olusturmaktadir. Filament, flajellin alt tiniteleri olan
FlaA ve FlaB’den olusmugstur. FlaA predominant alt tip ve FlaB mindr alt tiptir, yakin
lokalize olurlar. Tam hareketlilik i¢in flaA ve flaB’nin her ikisi de gereklidir. figE, kancanin
yapisal proteinini kodlar. fliD, kanca ile iligkili proteini (HAP2) kodlar, flajellar filamentin
biiyiimesinde flajellin monomerlerinin katilmasini tesvik eder (76,77). Flajel biyosentezi
transkripsiyonel bir hiyerarsi i¢inde olur ve flajellar gen ekspresyonu ile bir araya gelme

esglidiimlii saglanir (Sekil 2) (75-77).
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Sekil 2. Helicobacter pylori’nin che genleri ve bircok smif [ genlerinin operonik
organizasyonu. Flajellar genler kirmizi olarak gosterilmistir. Gen gdsterimleri H. pylori 26695 standart
susunun genomik sekansma dayanmaktadir (75)

FlaA ve FlaB proteinleri flajelin farkli bolgelerinde yerlesmistir ve flajellar genlerin
regililasyonlar1 da lokalizasyonlar1 ile koordinelidir. Bu iki proteinin konsantrasyonundaki
degisikliklerin bakterinin enfeksiyon olusturmasi ile persistan kalmasi gibi farkli durumlara

uyumunda etkili oldugu distiniilmektedir (77).
2.3.1.2. Hiicre Duvar Yapisi

H. pylori Gram negatif hiicre duvar yapisina sahiptir. Diger Gram negatif bakterilerin
hiicre duvar1 gibi H. pylori de dis membranda endotoksinler olarak adlandirilan ve toksik
fosforillenmis glikolipidlerin bir ailesi olan lipopolisakkaritler (LPSs) igerir (78). H. pylori
LPS’si diger Gram negatif bakterilerle karsilastirildiginda 500 kat daha az endotoksik aktivite
gostermektedir (73). Genel olarak LPS tabakasi fiziksel biitiinliik ve bakteriyal dig membranin
isleyisi icin gereklidir. Gram negatif bakterilerin temel yiizey antijenleri (O-antijenleri)
cevreleri ve diger daha kompleks organizmalar ile etkilesimlerinde 6nemli bir rol oynar. LPS
tabakasi lipid bileseninden (lipid A) dolay etkili bir immiinomudiilator ve immiinostimiilator

bilesiktir. Bu bilesik ailesi ayn1 zamanda antikorlar ve non-immiinoglobulin serum faktorleri
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icin baglanma bolgeleri igerir. LPS Ornegin Gram negatif bakterilerin patojenik
potansiyellerine katkida bulunan pirojenite ve letal toksisite gibi genis yelpazeli bir
endotoksik 6zellige sahiptir. Bakteriyal patogenezde LPS’nin 6nemine karsin diger bakteriyal
patojenler ile karsilastirildiginda H. pylori LPS’si daha az dikkat ¢ekmistir. Diger Gram
negatif bakterilere benzer Ozelliklerine ragmen, H. pylori LPS’si benzersiz biyolojik
ozelliklere sahiptir (78). H. pylori LPS’sinin, kiiltiire edilmis gastrik hiicrelerin parahiicresel
gecirgenligini arttirdig1  bildirilmistir. In vivo’da benzer bir etkinin epitelyal bariyer
fonksiyonlarinda ve patolojide 6nemli bir etkiye sahip olabilecegi diisiiniilmektedir (79).

H. pylori’de molekiiler agirhigi 31-80 kDa arasinda degisen dis membran proteinleri
(OMPs) tanimlanmistir (55). H. pylori genomu dig membran proteinlerini kodlayan yaklagik
30 dis membranla iliskili gen (Hop gen) paralogu icerir (80). H. pylori’nin Hop
proteinlerinden olan BabA (“blood group antigen-binding adhesin”), SabA (“sialic acid-
binding adhesin”), OipA (“outer inflammatory protein”), HopZ, IceA (“induced by contact
with epithelium”), AlpA ve AlpB (“adherence associated lipoproteins™) tutunma (adezyon)

faktorleri olarak tanimlanir (81,82).
2.3.1.3. Genom Yapisi

H. pylori genomu metabolik genlerin az bir kismini igeren oldukga kiiciik, 1.67 Mb
boyutlarindadir (63). H. pylori J99 ve 26695 suslarinin tam genom sekanslari bildirilmistir
(83). H. pylori 26695 susu 1.667.867 baz cifti (bp) bulunan 1.590 gen dizisi igerir. G+C
icerigi ortalama %39 dur (Sekil 3) (57). H. pylori nin proteom bilesenleri fonksiyonel olarak
aktif genleri, subselliiler proteinler, hastalik iligkili proteinler ve immunoreaktif proteinlerin
identifikasyonu i¢in arastirilmistir (83).

H. pylori genomu yaklasik 1600 “open-reading frame”(ORF) igcermektedir. Proteom
analizi ile, kodlanan ve eksprese edilen proteinlerin 200’den fazlasi saptanmistir. Is1 sok
protein 60 (GroEL), 50S ribozomal proteinler ve katalazi igeren 30°dan fazla immunojenik
protein identifiye edilmistir (83). H. pylori suslarinin yaklasik %40°1 1.5-23.3 kb boyutlarinda
plazmid icermektedir (55). H. pylori kromozomu 16S ve 23S rRNA genlerinden iki kopya
igerir (55,57). H. pylori’deki genetik ¢esitlilik diger bir¢ok bakterinin genetik c¢esitliliginden
daha fazla oldugu ve insan populasyonundaki genetik cesitlilikten 50 kat daha fazla oldugu
bildirilmistir (56). H. pylori genomunda degisik lokalizasyonlarda bulunan genler tarafindan

ureaz, flajellin, VacA ve CagA proteinleri sentezlenir (57). Bilinmeyen bir kaynaktan
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horizontal transfer ile H. pylori genomuna dahil oldugu diisiiniilen ve bir ucunda cagA

geninin lokalize oldugu cag patojenite adasi (cagPAl)’nin, yaklasik 40 kb uzunlugunda bir
bolge oldugu bildirilmistir (56).
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Sekil 3. Helicobacter pylori 26695 standart susunun dairesel genom yapisi (57,74)

2.3.2. Helicobacter pylori Enfeksiyonu Epidemiyolojisi

Barry Marshall ve J. Robin Warren 1982 yilinda gastrik patojen Campylobacter
pyloridis® 1 1lk izole ettiklerinde, gastroenterologlar 20 yil sonrasini Ongorebilselerdi bu
bakteri en yaygin bakteriyal enfeksiyonlardan biri ve {ist gastroduodenal hastaliklarin
cogunun etiyolojik ajani olarak gosterilebilirdi. H. pylori’nin akut gastrit, kronik gastrit ve
peptik iilser hastaliginda major patojen oldugu ayni zamanda gastrik karsinoma ve B-hiicre
mukoza iligkili lenfoid doku (MALT) lenfoma’ya zemin hazirlayan bir faktor oldugu
bilinmektedir (84). Direkt bireyden bireye bulag oral-oral, fekal-oral ya da gastro-oral bulag
ya da dekontaminasyonu dogru yapilmamis endoskopik aletler ile bulas heniiz bilinen bulag

yollaridir (61,63,85). Oral-oral bulas 0pme, annenin c¢ocuga gidayr once kendi agzindan

cigneyip yumusatarak vermesi ile olur (46). Insandan insana gecis enfekte sekresyonlarla
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temas aracilig ile ger¢eklesmektedir (86). H. pylori tiikriik, kusmuk ve dental plakta da izole
edilmistir (63,87).

Sekstiel gecis bildirilmemistir. Egler 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 tasidiklar1 bildirilmistir (63). Genotipik metotlar kullanilarak, aile tiyelerinin H. pylori
suslarinin arasindaki iliski incelenmis ve Japonya’da calisma populasyonunun %69 unda,
Banglades’de %46’sinda, Peru’da %30’unda anne ve c¢ocuk suslari arasindaki eslesme
gerceklesmistir. Farkli yasam sartlari, yas ve spesifik enfeksiyon paternlerinin bir sonucu
olarak gelisen ve gelismekte olan iilkelerde anneden ¢ocuga gecisin degistigi bildirilmistir

(85).
2.3.3. Prevalans

H. pylori enfeksiyonu hem kadin hem de erkeklerde goriilen yaygin bir enfeksiyondur.
H. pylori enfeksiyonu tiim diinya da yaygin olarak goriilmesine ragmen enfeksiyonun
prevalansi hem {ilke i¢inde hem de iilkeler aras1 oldukga farklidir (84).

Genellikle H. pylori enfeksiyonu prevalansi, gelismis iilkelerde gelismekte olan iilkelere
gore daha dusiiktiir. Prevalanstaki bu farklilik H. pylori’nin ¢ocukluk ¢aginda kazanilimi orani
ile iligkili bulunmustur (84). Enfeksiyonun prevalansi, iilkeler arasinda ve ayni iilkedeki
populasyon gruplar1 arasinda biiyiik farklilik géstermektedir (36). Gelismekte olan {ilkelerde
prevalans %90, gelismis iilkelerde %25°dir (36,64). Diisiik egitim diizeyi, diislik
sosyoekonomik diizey, kalabalik yasam, etnik ve genetik yatkinlik enfeksiyon igin risk
faktorlerini olusturmaktadir (88,89). Yas enfeksiyonun prevalansi ile iligkili en O6nemli
degiskendir. Bir yasin altindaki ¢ocuklarda seropozitiflik oran1 %20, 10 yasindaki ¢ocuklarda
ise %50 olarak bildirilmektedir. Adolesan donemde, enfeksiyonun prevalansi artis
gostermekte ve 20 yas populasyonun %70’inin enfekte oldugu bildirilmektedir (88).

Giiney Afrika’da (“African Enigma”), Giliney ve Giineydogu Asya’da (“Asian Enigma”)
H. pylori enfeksiyonu prevalansi yiiksek, gastrik kanser insidansi diisiik oldugu bildirilmistir
(59). Afrika’da H. pylori enfeksiyonu prevalansi yiiksek olmasina ragmen, peptik {ilser
hastalig1 ve gastrik kanserin nadir oldugu, Afrika’da H. pylori iligkili hastaliklarin diistik
prevalans gostermesinin olast nedeninin de endemik yiiksek parazitik hastalik salgininin T

helper 2 (Th2) yanitina belirgin bir artisla neden oldugu ve bu yanitin da H. pylori
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enfeksiyonuna sahip bireyleri peptik lilser ve gastrik kanser gelisiminden korumakta oldugu

bildirilmistir (90).
2.3.4. Enfeksiyonun Kaynagi

H. pylori’nin bilinen tek rezervuari insandir. Su, evcil kediler ve karasinegin H.
pylori’nin diger rezervuarlart oldugu diistiniilmektedir (91).

Su, insan sindirim sistemi disinda H. pylori’nin yasamini siirdiirebildigi en iyi ¢alisilmis
ekosistemlerden biridir. Canli  olup olmadigi bilinmediginden potansiyel ¢evresel
rezervuarlarda DNA’sinin  gosterilmesine ragmen organizma i¢in bulas yolu oldugu
tartismalidir. Cevresel rezervuarlardan organizmanin kiiltiirii 6nemlidir. (85). Nehir suyunda,
deniz suyu, yeralt1 sulari, lagim suyu ve igme suyu gibi ¢evresel orneklerde tiretilmesi zor

oldugundan H. pylori varlig1 polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile gosterilmistir (91).
2.3.5. Helicobacter pylori iliskili Hastahklar

H. pylori enfeksiyonu diinyada en yaygin goriilen bakteriyal enfeksiyonlardan biridir;
kronik gastrit ve peptik iilsere neden olmaktadir, ayrica gastrik kanserler (adenokarsinoma ve
MALT lenfoma) igin temel risk faktoriidiir (43).

H. pylori ile enfekte bireylerin cogu asemptomatik olup ancak enfekte olan bireylerin
%10’unda gastrit ya da duodenal iilser gelismektedir. Enfeksiyonda bakteriyal faktorler,
konak faktorleri ve gevresel faktorler rol oynamaktadir (92). H. pylori enfeksiyonu iligkili
hastaliklardan gastrit en yiiksek insidansa sahiptir ve diger hastaliklarin insidansi ise azalan
oranda sirasiyla; peptik iilser hastaliklar1 (duodenal veya gastrik iilser), gastrik atrofi, risk

faktorii oldugu gastrik kanser ve MALT lenfomadir (Sekil 4) (93).
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Sekil 4. Helicobacter pylori enfeksiyonu iliskili ve risk faktorii oldugu hastaliklar (93)
2.4. Helicobacter pylori Virulans Faktorleri

H. pylori enfeksiyonunun degisken sonuglar1 konaga, ¢evresel ve besinsel faktorlere ek
olarak diger olasi neden H. pylori suslarinin virulans faktorlerindeki farkliliklar ile iliskilidir.
H. pylori’nin cagA, vacA, oipA, babA, hopQ ve homA/B gibi bir¢ok virulans faktorleri gastrik
atrofi, intestinal metaplazi ve farkli klinik bulgular ile iligkili olarak gosterilmistir. Cogu
virulans faktorii birbirleri ile iligkilidir; cagA-pozitif suslar ayn1 zamanda vacA s1/ml bolge
tipine sahiptir ve ayrica babA’nin varligi ya da oipA’nin “on” durumu ile de yakindan

iliskilidirler (94).
2.4.1. Asidik Ortamda Yasama-Ureaz Enzimi

H. pylori’nin diisik pH’ya sahip mide ortaminda yasamin siirdiirebilmesi H. pylori
enfeksiyonu i¢in Onemlidir. Hizli hareket 6zelligi ve kendi etrafinda yasayabilecegi pH
ortamini saglayan iireaz enzimi sayesinde asiditeden etkilenmeden mukus tabakasina
ulasmay1 basardigi bildirilmektedir (95). Gnotobiotik domuz modelinde, iireaz ve flajel
genlerini tagimayan “knockout” mutantlarin kolonizasyonunda eksiklik oldugu gosterilmistir
(63). Kollajenazin bakterinin hareketine olanak taniyacak sekilde mukus tabakay1 parcaladig
diistiniilmektedir. Sonug olarak kolonizasyonda; flajel bakterinin hareketi i¢in, iireaz enzimi
asidik pH’y1 tamponlamak i¢in, kollajenaz ise mukusu parcalamak i¢in gereklidir (96).

Uzamus kiiltiirlerde H. pylori iiremesi ile biyofilm olusmasi yiiksek ekzopolisakkarit tiretimi
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ile iliskilidir. H. pylori tarafindan ekzopolisakkarit {iretimi in vivo olarak mide asidine karsi
bakterinin korunmasinda énemli bir rol oynayabildigi bildirilmistir (65).

H. pylori’nin gastrik mukozada yasayabilmesi, lireaz enzimi iiretebilme yetenegine
baglidir. Bu enzim iireyi karbondioksit (CO2) ve amonyaga (NH3) parcalamakta ve bu sayede
H. pylori, midenin asidik ortaminin asiditesini azaltmaktadir (86,97). Bu enzim gastrik mukus
viskozitesini degistirmeye ¢alisarak bakteriyal harekete yardime1 olmaktadir (86).

Ureaz enzimi H. pylori'nin hem yiizeyinde hemde sitozoliinde bulunmaktadir
(66,71,92). Ureaz enziminin biyosentezi i¢in ureA ve ureB yapisal genleri, ureC ve ureD
yardimci genleri ve nikele gereksinim duyan ureEFGHI genleri gereklidir (51,95,98). Ureaz
kompleksi multifonksiyonel 6zelliktedir ve bu proteinin ylizey Ozellikleri H. pylori nin
kolonizasyonu ve hayatta kalabilmesi i¢gin ¢ok énemlidir (97). Ureaz, sitozolde 1s1 sok proteini
HspB ile birlikte akiimiile olur ve sentezlenir. Bu proteinler bakterinin lizisi ile sitozolden
salinir ve canli bakterinin ylizeyine adsorbe olur. Bu, iireazin yiizey ekspresyonunun kabul
edilen tek mekanizmasidir (66,99). Erken log fazinda {ireazin sitoplazma igerisinde, log fazi
sonunda ise enzimin yiizeyde ya da ekstraselliiler olarak bulundugu ve her iki durumda da
enzimin aktivite gosterdigi bildirilmistir. Ureazin %30’u in vivo olarak H. pylori yiizeyi ile
iliskilidir (100). Internal iireazin, asidik pH’da protein sentezini stimiile etmek icin ve
periplazmik pH ve membran potansiyelinin artis1 aracilig ile gastrik asiditeye kars1 korunmak
icin eksternal pH tarafindan regiile edildigi gosterilmistir (98,99). in vitro olarak H. pylori, iire
varliginda pH 1’de birkag saat canliligini siirdiirebilmektedir. Bakteriyal sitoplazmada {ireaz
aktivitesi “proton-gated” tire kanali Urel tarafindan regiile edilmektedir. Asidik pH’da, Urel
aktive olmakta ve en fazla NH3z ve CO>’iin iiretimine izin verecek sekilde sitoplazma icerisine
ire diflizyonu en az 300 kat artmaktadir. Urel nétral pH’da aktive degildir, boylece H.
pylori’ye kars1 6ldiiriicli olan alkalinizasyondan (pH > 8) kagmaktadir (99).

2.4.2. Kolonizasyon ve Tutunma

Gastrik epitel hiicre yiizeylerinde eksprese edilen membran bagli miisin H. pylori’ye
kars1 koruyucu bir bariyer olusturmaktadir (79). Mukozanin kronik kolonizasyonu i¢in sabit
bir bakteri kaynagi, sonradan olusan hiicresel baglanmalar ve patolojik degisikliklerin
olusumu gerekmektedir. Kolonizasyon epitelin mukus ile kaplh yiizeyine dogru H. pylori’nin
aktif hareketi ile karakterizedir. H. pylori’nin kolonizasyon yogunlugu epitel hiicrelerin

MUCS5AC ekspresyon orani ile eslesmektedir (92).
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H. pylori’nin insan midesinde kolonizasyonunda yeni genler hayvan modellerinde tiim-
genom mikroarray ve transpozan mutant ¢aligmalar1 temeline dayanarak tanimlanmis ve iireaz
aktivitesi, kemotaksis, hareketlilik gibi bilinen genlerin yaninda o-ketoglutarat permeaz,
UDP-glukoz4-epimeraz ve fonksiyonlar1 bilinmeyen genlerin olusturdugu yeni faktorler de
bildirilmistir (101). H. pylori’nin gastrik epitel hiicrelere tutunmasinin efektdr molekiillerin
girigini kolaylastirdigi ve enfeksiyonun olusmasi igin gerekli oldugu disiintilmektedir. H.
pylori’de BabA, SabA, OipA, HopZ, iceA, AlpA ve AlpB adezyon faktorleri olarak
tanimlanir (Sekil 5) (82,102).

Sekil 5. Helicobacter pylori nin kolonizasyon ve tutunmadaki virulans faktorleri (74,95)
2.4.2.1. Adezyon Molekiilleri

Kan grup antijen baglayan adezin (BabA) (HopS), insan gastrik epitel hiicre
yiizeyindeki fukosillenmis glikokonjugatlar igeren Lewis b (Le®) kan grubu antijenine (a-
1,3/4 difukosillenmis) H. pylori’yi baglayan adezin BabA, babA geni tarafindan kodlanan
75-kDa’luk bir adezyon proteini/molekiiliidiir (63,64,103-105). BabA H.pylori’nin en énemli
adezinidir. BabA eksprese eden suglar gastrik epitel hiicrelere daha siki adhere olmaktadir ve
BabA ekspresyonu hastalik siddetini etkileyebilmektedir (61,106). H. pylori J99 susunda
BabA eksprese edilirken, H. pylori 26695 susunda eksprese edilmedigi bildirilmistir (107). Ug
bab alleli vardir: babAl, babA2 ve babB, bunlardan yalnizca babA2 Le®ye
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baglanabilmektedir (64,82). Yalnizca babA2 alleli aktif bir adezin kodlayabilmektedir (105).
BabA2’nin iilser ve adenokarsinoma gelisimi i¢in yiiksek risk olusturdugu ve vacAsl ve cagA
genotipiyle giiclii iliskisi oldugu gosterilmistir, ancak hastalik belirteci olmayabilir, diger
caligmalar ise babA2 ya da cagA ile klinik bulgular arasinda bir korelasyon olmadigin
gostermistir (82,108). babA2 ekspresyon paterni antrum ve korpus arasinda farklilik
gostermekte, bab adezin geninin metastabil oldugu, antrumda daha fazla eksprese edildigi ve
konak g¢evresindeki degisikliklere habA geninin adapte olabildigi bildirilmistir (108). BabA
duodenal iilserler ve gastrik kanser gibi hastalik belirtileri ile iliskili olabilecegi bildirilmistir
(86).

Sialik asit baglayan adezin (SabA) (HopP) (HP0725), eritrositler, notrofiller,
ekstraselliiler matriks proteini laminin ve inflame gastrik dokuda eksprese edilen siyalik asit
iceren glikokonjugatlara H. pylori’nin baglanmasini diizenlemektedir. SabA siyalil-Le* ve
siyalil-Le* antijenlerine baglanir ve nétrofillerin aktivasyonunda gorev alir. H. pylori’nin
indiikledigi gastrik karsinoma siyalillenmis Le* ve siyalillenmig Le* tarafindan
siyalillenmemis Lewis antijenlerinin yer degistirmesi ile iliskilidir (99,109). Ayrica, H.
pylori’nin aderansi i¢in fonksiyonel reseptordiir (110). sabA ekspresyonu pH 5’te azalr,
intestinal metaplazi ve gastrik atrofide ytikselir (111).

Dis membran inflamatuvar proteini (OipA) (HopH) (HP0638), peptik ilser ya da
kansere neden olan gastrik mukozanin farkli patolojik hasar1 ve bakteriyal adezyona neden
olan genis bir dis membran protein, “Hop protein” ailesinin 34-kDa’luk proinflamatuar yanit
indiikleyen protein olarak tanimlanan bir iiyesidir (109,112). Biitiin H. pylori suslarinda
bulunmakta fakat ekspresyonununda suglar arasi oipA geninin 5’ ucundaki degisken sayida
CT diniikleotit tekrarlar1 aracilig1 ile varyasyon bildirilmektedir (109). OipA’nin fonksiyonu
hala daha tam olarak bilinmemekle birlikte, OipA’nin ekspresyonunun cagPAlI, vacAsl ve
babA virulans faktorlerinin varligr ile iliskili oldugu diisiiniilmektedir (103,113). OipA’nin
IL-8 tiretimine katkida bulundugu bildirilmistir (109).

Aderans-iliskili lipoprotein (AlIpA ve AlpB) gastrik kolonizasyon i¢in efektdr bir
proteindir. AlpA ve B, H. pylori' nin gastrik dokuya baglanmasinda gereklidir. AlpA tipik
lipoprotein sinyal sekansi, AlpB ise karakteristik standart sinyal sekansi tasir. Konakla H.
pylori arasindaki baglanmada rol alan reseptor tam olarak tanimlanamamistir (114). AlpAB,

enfeksiyonun ilk ii¢ ayinda insan gastrik dokusunda in vivo transkribe edilir ve enfeksiyonun
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erken agamasinda rol oynar bu nedenle profilaktik as1 i¢cin 6nemli olabilecegi diistiniilmektedir
(81).

Diger bir adezyon molekiilii epitel ile etkilesim tarafindan indiiklenen gen (iceA)’dir.
H. pylori ve insan epitel hiicresi arasindaki iligski ile iceAl ekspresyonu upregiile olur
(61,64,82). iceAl ve iceA2 genin allelik varyantidir. Peptik {ilser ile iliskili olan iceAl pozitif
susta IL-8 iiretimi artmaktadir (82,88,106). iceAl ekspresyonu konak mukozal yanit ile
iliskilidir ve iceA2 ekspresyonunun tekrarlayan protein yapisina sahip gen ile etkilenebildigi
bildirilmistir (82). Bir diger H. pylori dis membran proteini HopZ ise, vital adezin proteinidir
ve primer olarak bakteri yiizeyinde yerlesir. hopZ geni belirgin olarak H. pylori yogunlugu ve

kolonizasyon yetenegi ile iligkilidir (115).

2.4.3. Sitotoksin iliskili gen A (CagA)

Olduk¢a immiinojenik bir protein (CagA) kodlayan cagA geni, en kapsamli calisiimig
olan H. pylori virulans faktoriidiir. cagA geni cag patojenite adasi (PAI)’nin bir ucunda
lokalize yaklasik 40-kbp’lik bir bolgedir (56). G+C igerigi (%35) genomun tliimiiniin G+C
igeriginden (%39) farkli oldugu i¢in bagka organizmalardan horizontal transfer ile kazanildigi
diistiniilmektedir (116). cag PAI tarafindan kodlanan 18 protein, CagA’nin, peptidoglikanin
ve diger bakteriyal faktorlerin konak hiicrelere aktarildigi, siringa seklindeki yapisi ile gastrik
epitel hiicrelere penetre olabilme yetenegine sahip tip IV sekresyon sistemini olusturur
(56,109).

cag PAl'nin sag ucu delesyon, insersiyon ve degisim motiflerine gore bes alt tipe
ayrilir. Tip I etnik Avrupa gruplar ve Afrika suslarinda en yaygindir; tip II Dogu Asya ve tip
IIT ise Giiney Asya suslarinda predominanttir. Tip IV ¢ok nadir olmakla birlikte spesifik bir
cografik bolgede goriilmemektedir. Tip V ise Calcutta, Hindistan’da birka¢ susta yeni
bulunmustur (56).

H. pylori’ de cagA varlig; cagA-pozitif ve cagA-negatif olarak iki alt gruba
ayrilmaktadir. Ancak cagA-pozitif suglarin gastrik mukozaya zarar verme yetenegi daha fazla
oldugu ve cagA pozitif sus ile enfeksiyonda gastrik karsinoma gelisme riskinin arttig1
bildirilmektedir (117). Avrupa ve Afrika’dan izole edilen suslarin yaklasik %20-40°1 cagA-
negatif, dogu Asya’dan izole edilen H. pylori suslarimin ¢ogunun cagA-pozitif oldugu
bildirilmistir (56,118). Bat1 iilkelerinde, cagA-pozitif H. pylori suslari ile enfekte olan
bireylerin peptik {ilser veya gastrik kanser agisindan biiyiik riske sahip oldugu bildirilmistir.
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cagA, cagA geninin 3’ bolgesinde lokalize olan Glu-Pro-Ile-Tyr-Ala (EPIYA) motifi i¢eren
farkli sayida tekrar sekanslari icermektedir. EPTY A motiflerini olusturan bu sekanslardan dort
farklt EPIY A segmenti bulunur; EPIYA-A, EPIYA-B, EPIYA-C ve EPIYA-D (56,119,120).
EPIYA-A ve EPIYA-B bolgesi primer olarak CagA ile membranin iliskisinden sorumludur
(117). EPIYA motiflerinin sayis1 ile farkli gastroduodenal hastaliklar arasinda korelasyon

olmadig1 gosterilmistir (118).
2.4.4. Vakuol olusturan sitotoksin A (VacA)

VacA proteini 140-kDa’luk protoksine benzeyen ve salgilandiginda 88-kDa olgun
forma doniisen, cicek seklinde bir yapiya ve alt1 ya da yedi kat radyal simetriye sahip 12 nm
uzunlugunda ve 30 nm c¢apinda oligomerik bir toksindir (Sekil 6) (21,51,63,119). VacA
toksini AB grubu toksinlerdendir, A-alt iinitesi enzimatik aktiviteden sorumlu, B-alt iinitesi

ise hedef hiicrelerin ylizeyindeki reseptorlere baglanma ve tanimadan sorumludur (51).

Sekil 6. VacA dodekamerinin yaklasik 15- A 3D yapilandirilmasi. Yaps, onemli iki 6zellik igerir:
distal ucta ince bir kivrim ile genisletilmis diiz “kollar” ve daha ince bir yogunlukluk ile ayrilan, iki farkli
globiiler domainden olusan merkezi bir jant teli-benzeri yogunluk. Yapi, dikey eksen etrafinda 90°

déndiiriilmiistiir (120)

VacA, ikinci en kapsamli ¢alisilan H. pylori virulans faktoriidiir. cagA’dan farkli olarak
tim H. pylori suslar1 vakuol olusturan sitotoksin iireten vacA genine sahiptir. VacA vakuol
olusumunu, membran-kanal olusumunu, apoptozise yol agan mitokondriden sitokrom c
salinimini, proinflamatuar yanitin baslangici ile devam eden hiicre-membran reseptorlerine
baglanma gibi birden ¢ok hiicresel aktiviteyi indiikleyebilir (56).

vacA yapisindaki sinyal (s) bolgesindeki farkliliklar (s1 ve s2) ve orta (m) bolgesindeki
farkliliklar (m1 ve m2) farkli H. pylori suslarmin vakuol olusturma aktivitesindeki

varyasyonlara neden oldugu bildirilmektedir (Sekil 6). in vitro deneyler sIml ve sonrasinda
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sIm2 suslarinin en sitotoksik ozellikte oldugunu gostermistir. s2m2 suslarinin sitotoksik
aktivite gostermedikleri, s2ml suslarinin ise ¢ok nadir sitotoksik aktivite gosterdikleri
bildirilmistir (56).

vacA’nin lglincii hastalik iligkili bolgesi ise s ve m bolgeleri arasinda tanimlanan
“intermediate” (i) bolgesidir (Sekil 6-7). sIml ve s2m2 suslar1 sirasiyla il ve i2 olarak
siiflandirilmalarina ragmen sIm2 suslar1 ya il ya da i2 olarak siniflandirilir ve il suslarinin
daha patojenik oldugu gosterilmistir (56).

Dordiincii ve olas1 hastalik-iliskili bolge ise i ve m bolgeleri arasinda lokalize olan
delesyon (d) bolgesidir (Sekil 7). d bolgesi de d1 (delesyonsuz) ve d2 (69-81 bp’lik delesyon)
alt boliimlerine ayrilabilir. i ve d bdlgelerinin rolleri hala tartigmalidir, m bdlgesinin tipi

gastrik kanser icin en iyi marker olabilecegi bildirilmistir (56).

vacA s1A1/d1/m1

51 i1 d1 m
vacA s2/i2id2/m2
| |1 N =
52 i2 dz m2

Sekil 7. vacA allellerinin sematik gosterimi (56)

vacA geni, 140 kDA’luk pro-toksin kodlar. Pro-toksin; bir sinyal sekansi, bir

“passenger” domain ve bir oto-tastyict domain igermektedir (Sekil 8).
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Sekil 8. VacA allelik cesitliligi ve yapisi. A: vacA gen yapist, B: vacA geninin kodladigi 140 kDa’luk
pro-toksin (74,119)

VacA, epitel hiicre membranlarinin depolarizasyonu, vakuolizasyon, membran kanal
formasyonu, apoptoz, epitel hiicre baglanmasinin inhibisyonu ve T hiicre aktivasyonunun
inhibisyonu gibi hiicresel aktiviteleri indiiklemektedir (Sekil 9) (54,56,86,105). vacA’nin

iireaz aktivitesini arttirarak H. pylori patojenitesini arttirabildigi diistiniilmektedir (121).
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H. pyloritarafindan
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Sekil 9. Multi-fonksiyonal toksin, VacA (119)

vacA geni tim H. pylori suslarinda bulunur ancak, H. pylori suslarinin hepsi VacA

proteinini salgilamazlar. VacA proteini salgilanmasi, CagA proteini varligi ile iligkilidir (54).

Suslarin %50-65’1 sitotoksin lretir ve in vitro olarak HeLa hiicrelerinde ve in vivo gastrik

epitel hiicrelerde vakuolizasyonu indiiklemektedir (122). VacA pozitif H. pylori suslarinin

¢oziinebilir formda bir sitotoksin salgiladigi ve dis membran vezikiilleri (OMV) ile iligkili

oldugu bildirilmistir. Bu kii¢iik membrandz yapilar in vitro ve in vivo olarak H. pylori nin

yiizeyinden olusmaktadir (123). vacA ml alleli siklikla epitelyal hasar, atrofik gastrit ve

intestinal metaplaziyi i¢eren gastrik degisiklikler ve gastrik karsinoma ile iliskilidir. Ayrica,

hem s1 hem de ml allellerini tasiyan suslarin da insan gastrik mukozasinda polimorfoniikleer

16kosit (PMN) infiltrasyonu ve bakteriyal yiik artisi, duodenal ve gastrik lilserasyon, gastrik

kanser ile iligkili oldugu bildirilmistir (124).
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2.5. Helicobacter pylori Enfeksiyonu Tanisi

H. pylori enfeksiyonu ile iligkili olan peptik iilser hastalig1 ve gastrik MALT lenfomanin
dogru tedavisinde efektif tan1 metodlar gereklidir. H. pylori enfeksiyonu tanisinda endoskopi

gerektiren invaziv ve gerektirmeyen non-invaziv yontemler kullanilmaktadir (8).
2.5.1. Invaziv Testler

Invaziv testler H. pylori tamisinda kullanilan ilk testlerdir. Mideye genellikle fiber optik
endoskopi ile girisim yapilir ve biyopsi 6rnekleri gereklidir. Diger daha az invaziv yontemler
Onerilmistir 6rnegin; bir nazogastrik tiip kullanilarak gastrik sivi eldesi miimkiindiir. Gastrik
stvi H. pylori’nin kiiltiir, boyama, tireaz testi ve PCR testleri ile saptanmasina izin verir fakat
gastrik biyopsi orneklerinden daha az giivenilirdir. Diger bir daha az invaziv yontem olarak
oro-gastrik fir¢a Onerilmistir. Firga mide mukozasina ii¢ veya dort kez uzatilir ve geri ¢ekilir.

H. pylori tanisinda hizli ve giivenilir bir yontem oldugu bildirilmistir (8).
2.5.1.1. Kiiltiir

Kiiltiir i¢in en iyi Ornekler endoskopi sirasinda elde edilen biyopsi Ornekleridir.
Hastanin antibiyotik veya antisekretuar ilaglar1 (6zellikle proton pompasi inhibitorleri, PPI)
almamis olmasi 6nemlidir. PPT’larin direkt antimikrobiyal etkisi olmasada indirekt olarak pH
degisikligi ile midede H. pylori dagilimini etkiler ve bdylece antrumda yok olmasina,
goriilmemesine yol agar. Antrumdan alinan tek bir biyopsi giivenilir bir tani i¢in etkili degildir
c¢inkii H. pylori midede yama tarzi dagilim gosterir. Bu nedenle de daha fazla biyopsi
orneginin analiz edilmesi H. pylori’nin saptanma sansini arttirir. Antrumdan iki biyopsi ve
korpustan iki biyopsi (anterior ve posterior korpus) alinmasi Onerilmektedir. Kiiltiir i¢in
onemli kriterlerden birisi biyopsi Orneklerinin endoskopi {initesinden laboratuvara
taginmasidir. Bu basamaktaki problemler bir¢ok kiiltiir bagarisizliginin nedenleridir. H. pylori
narin bir mikroorganizmadir, transport sirasinda oksijenle temasindan ve oda sicakligindan
korunmalidir. Biyopsi 6rneklerinin bir transport ortaminda taginmasi gereklidir. Eger tagima
kosullart uygun degilse biyopsi oneklerini -70 °C ‘de veya sivi nitrojende dondurmak daha
iyidir. Bakteriler biyopsi 6rneklerinde homojen olarak dagilmadiklari i¢in biyopsi 6rneklerini
parcalayip kiiltiir icin ekim yapmak gereklidir. Elektriksel/mekanik parcalayici ve bir miktar
stv1 besiyeri kullanimi 6nerilmektedir. Diger bir ihtimal ise tek kullanimlik bir materyal ile

biyopsinin manuel olarak parcalanmasidir (8).
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H. pylorinin lremesindeki zorluklardan dolay: kiiltiir i¢in kullanilan besiyeri tek bir
icerige sahip degildir; agar, lireme destekleyici ve secici suplementler icerir. Bir¢ok agar H.
pylori’nin iiremesi i¢in uygundur 6rnegin; beyin kalp infiizyon agar, Columbia agar, Wilkins
Chalgren agar. Uremeyi giiclendirmek amaciyla bircok besin maddesi (vitaminler,
oligoelementler vs.) iceren kan veya serum eklemek gereklidir. Kan veya serumun orani %5,
%7 veya %10 olabilir. Kan olarak koyun veya at kani eklenebilir. Egg yolk, komiir, nisasta,
bovin serum albiimin (BSA), katalaz da tremeyi desteklemek icin kullanilabilir.
Kullanilabilecek diger bir ek madde ise H. pylori kolonilerinin tanimlamada yardimci
olabilecek 2,3,5-trifeniltetrazolyum klorid (40mg/lt) dir. Bu bilesik H. pylori tarafindan
coziilemeyen kirmizi formazan komplekslerine indirgenir ve kolayca ayirt edilebilen
pigmentli altin koloniler olusur. Secici suplementler kontaminasyonu 6nlemek i¢in 6nemlidir.
Vankomisin veya teikoplanin Gram pozitif koklar1 inhibe etmek icin; polimiksin, nalidiksik
asit, kolistin, trimetoprim veya sefsulodin Gram negatif basilleri inhibe etmek igin ve nistatin
veya amfoterisin B ise funguslari inhibe etmek i¢in kullanilir. DENT suplementi ticari olarak
elde edilebilen se¢ici bir suplementtir (8).

Kiiltiir i¢in kritik noktalar nemin muhafaza edilmesi ve 1siktan korumasinda kapali
kutularda 4°C’de saklanan taze besiyeri kullanimidir (1 haftadan az). Helicobacter tiirleri
mikroaerofilik ve kapnofilik bakterilerdir. Mikroaerobik atmosfer saglamak igin gesitli
sistemler kullanilabilir. Ornegin; mikroaerobik kabinet veya ayarlanabilir gaz seviyesi olan bir
inkiibatdr, jar i¢inde H2-COz olusturan paketler. Kiiltiir i¢in gereken optimal sicaklik 37°C’dir.
Primer kiiltiir i¢in optimal kosullarda koloniler {i¢ giinden sonra goriilebilir. Bununla birlikte
negatif kiiltiir durumunda 7-10 giin inkiibasyon Onerilmektedir. Subkiiltiirler sadece 2-3 giin
inkiibe edilir. Koloni az oldugunda subkiiltiiriin agar ylizeyinde kiiciik bir bolgeye yapilmasi
onerilmektedir. H. pylori iireme egrisine ulastiginda kokoid forma doner ve canliligini yitirir,
bu durum daha ¢ok besin maddelerinin tiilkenmesinden kaynaklanir. Kiiltlir desikasyona
dayanir; hava ile temas ve sicaklik kosullart optimum oldugunda duyarlilig1 %95’e ulasir.
Ozgiilliigii ise %100°diir; ¢iinkii bakteri iirediginde tiim fenotipik ve genotipik testleri
yapilabilir. H. pylori nin fenotipik identifikasyonunda kiiltiir yapildiktan ii¢ ile dort giin sonra
kiigiik sirkiiler diizgiin kolonilerin goriilmesi 6nemli bir kriterdir. H. pylori kolonilerinin
hemolitik aktivitesi yoktur fakat 4 °C’de birkag giin sonra gozlenebilir (8).

Kiiltiirde iireyen bakterilerin identifikasyonu bazi enzimlerin varligi yardimiyla olur;

sitokrom oksidaz, katalaz, iireaz. Sitokrom oksidaz Epsilonproteobacteria sinifinin tim
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tiyelerinde bulunmaktadir. Bu enzim genellikle bir disk veya stribin iizerindeki 6zel reaktifler
ile saptanir. Katalaz enzimi de tiim Helicobacter tiirlerinde bulunmaktadir ve bir 6ze dolusu
bakterinin bir damla hidrojen peroksit icerisinde gaz kabarciklari ¢ikarmasi ile saptanir. H.
pvlorinin katalaz negatif mutantlar1 da tanimlanmstir. Ureaz identifikasyon i¢in en dnemli
enzimdir. H. pylori, ekolojik nisinde yasayabilmesi i¢in fazla miktarda {ireaz enzimi liretir ve
asidik ortamda hayatta kalabilmesi i¢in kendisine bir mikro c¢evre yaratir. Mobley ve
arkadaslari, H. pylori’de total protein igeriginin %6’sinin iireazdan olustugunu bildirmislerdir.
Diger tan testleri ya hizl iireaz testi ve {ire nefes testi gibi dogrudan iireaza dayalidir ya da
seroloji ve PCR’da oldugu gibi iireaz genleri hedef alinarak kismen iireaza dayalidir (8).

Campylobacter tiirlerini ayirdetmek i¢in tolerans testleri ic¢inde, H. pylori 2,3,5-
trifeniltetrazolyum klorid (0.4 ve 1 mg/litre), sodyum selenit (%0.1), glisin (%]1) ile lireyebilir
fakat glikoz (%8) ve sodyum klorid (%3.5) ile iireyemez. H. pylori sefalotine duyarlidir,
nalidiksik aside bazi istisnalar disinda direnglidir (8).

Bakteri gastrik biyopsi Orneklerinden izole edildiginde fenotipik testler kesin
identifikasyon i¢in yeterlidir. Fakat bakteri digki, salya ve ¢evre gibi diger 6rneklerden izole
edildiginde fenotipik testler kesin identifikasyon icin yeterli degildir. Ciinkii ayni1 6zellikleri
tasiyan diger bilinen veya bilinmeyen bakteriler de bulunabilir. Identifikasyonu molekiiler
metodlar ile dogrulamak gereklidir. Eger dogrulama i¢in PCR metodu uygulanirsa en az iki
farkli geni hedefleyen birkag PCR reaksiyonu es zamanli olarak pozitif olmahidir. Kiiltiir,
antimikrobiyal duyarlilik testlerini uygulamak ve gerekli oldugunda sus tiplendirilmesi i¢in
O6nemli bir basamaktir (8).

Kokoid formlar: Besin maddesi yetersizliginde H. pylori spiral seklini kaybeder ve
kokoidal forma doner. Bir¢ok kisi bu formlarin kiiltiire edilemeyen cansiz formlar oldugunu
savunmaktadir. Bununla birlikte digerleri ise baz1 kokoid formlarin canli olabilecegini fakat
kiiltiire edilemeyecegini ve bakterinin bir diren¢li formunu olusturdugunu iddia etmektedir.
Koloniler optimal biiytikliiklerine ulagir ulasmaz subkiiltiirlerinin yapilmasi énemlidir ¢iinkii
sonrasinda Olebilirler (8).

Diger Kiiltir Ornekleri: Gastrik sivi tiim mideyi yansitir ve elde edilmesi (6r;
nazogastrik tiip uygulamasi) biyopsi orneklerine gore daha kolaydir fakat yine bir invaziv
prosediir gereklidir. H. pylori mide sivisinda bulunur fakat kiiltiiriin duyarliligi biyopsi

orneklerine gore ¢ok daha diisiiktiir.
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Kan 6rneklerinde ise iilserasyon ve hemoraji durumlarinda H. pylori gastrik mukozadan
kan dolagimina gecebilir fakat regiiler kan kiiltiir sistemleri H. pylori nin liremesi i¢in optimal

olmayabilir (8).
2.5.1.2. Histopatolojik Tani

Histopatolojik tani i¢in biyopsi Ornekleri alinir alinmaz %10 formaldehit igerisine
konulmaktadir. Herhangi bir transport problemi yoktur, materyal oda 1sisinda gonderilebilir
ve enfeksiyoz degildir. Bu fiksatif bakterinin morfolojisini korumaktadir ve bir¢ok boya
kullanilabilmektedir (8).

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. H. pylori’ye 6zel hem bakteri hem de
gastrit lezyonlarin gézlemlenebildigi Genta boyas1 onerilmistir (8).

Glincellestirilmis Sydney sistemine gore eriskinde antrumdan iki biyopsi, korpustan iki
biyopsi ve “incisura angularis”ten de bir biyopsi alinmalidir. Gastrik aktivite agisindan (0 ile 3
skalada); yok (grade 0), hafif (grade 1), orta (grade 2) ve siddetli (grade 3) olarak H. pylori
bakteriyal dansitesi ve gastrik mukozanin histolojik karakteristikleri (inflamasyon PNL,
aktivite lenfositler, atrofi, intestinal metaplazi) yoniinden Giincellestirilmis Sydney sistemine
gore degerlendirilmektedir (8,125).

H. pylori enfeksiyonunun histopatolojik tanis1 patologun deneyimine baglidir ve tanisi
zaman almaktadir. Spesifik H. pylori antikoru ile immiin boyama yliksek duyarlilik ve
ozgiilliik gostermektedir. Ayrica, digoksigenin ya da florosein ile isaretlenmis 16S rRNA gen
probu kullanilarak uygulanan floresan in situ hibridizasyon (FISH) metodu gelistirilmistir (8).

Histopatolojik saptama uygun sartlar altinda duyarlilifn %95’e ulasabilmektedir.
Patologun deneyimi ve materyalin kalitesi onemlidir. Ozgiilliigii de %95’e yaklasmaktadir.
Mukozada diger bakterilerin varligi yanlis pozitif sonuca neden olabilmektedir. Ayrica,
patolog immunohistokimya ya da FISH ydntemini konfirmasyon i¢in kullanabilmektedir (8).
Yiiksek duyarliliga sahip olmasina ragmen, biyopsinin alindigi bolge, biyopsi sayist ve
biyopsinin boyutu tani kesinligini etkilemektedir. “Patchy” dagilim nedeniyle yanlis taniya
neden olabilmektedir (126). Maastricht IV Konsensus Raporu’na gore, eger miimkiinse
histopatoloji uygulanmadan iki hafta 6nce PPI kullaniminin birakilmasi gerektigi bildirilmistir

(127,128). Peptik {ilserli kanamali hastalarda H. pylori tan1 testlerinin duyarliligint kanamanin
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azalttig1 bilinmektedir, fakat Choi ve arkadaslari, kanama varliginda bile histopatolojinin

oldukca giivenilir bir yontem oldugunu bildirmislerdir (128).
2.5.1.3. Ureaz Testleri

Ureaz testleri basit, ucuz ve uygulamasi kolay testler oldugundan yaygin bir sekilde
kullanilir. Endoskopi sirasinda uygulanabilir ve hizlica sonug verebilir (8).

H. pylori kuvvetli lireaz enzimi iireten bir bakteridir. Kandan gastrik mukozaya difiize
olan iire konsantrasyonunun diisiik oldugu ekolojik ¢evresine uyum saglamak icin H. pylori
fazla miktarda iireaz lretir. H. pylori iireaz1 bakteriyal iireazlar i¢inde en yiiksek spesifik
aktiviteye (36 £ 28 umol/dk/mg protein) sahiptir. Diger lireaz-pozitif Streptococcus spp. ve
Staphylococcus spp. gibi bakteriler de gastrik mukozada mevcuttur fakat daha diisiik miktarda
iireaz uirettikleri i¢in kisa siireli saptama (<2 saat) icin engel teskil etmezler. Bu da metodu H.
pylori’ye spesifik yapar. H. pylori igeren biyopsi Ornegi iire yoniinden zengin bir ortama
konuldugunda, H. pylori’nin iireaz enzimi ireyi karbondioksit ve amonyaga parcalar.
Amonyum iyonlar1 pH’1 yiikseltir ve fenol red gibi bir pH indikatdrii ortamin rengini saridan
pembe ya da mora gevirir. Christensen’s iireli besiyeri kullanilabilir. Tk kusak ticari kitler
agar temelliydi, 6rnegin; CLO test (Kimberley-Clark, Neenah, WI). Yeni nesil kitler ise strip
temellidir (PyloriTek, Serim, Elkhart, IN) (8).

Ureaz testinin sonucunu etkileyen faktorler: Ureaz testinin sonucunu etkileyen
faktorlerden birisi yeterli bir duyarlilik elde edebilmek i¢in gerekli olan bakteriyal yiiktiir.
Gegerli bir sonu¢ icin en az 10 bakteri gereklidir. Bu miktar eradikasyon tedavi
basarisizligindan dort hafta sonra mevcut olmayabilir ki bu da testi tedavi sonrasi takip i¢in
uygun olmadigin1 gosterir. Bu alandaki en biiyiik gelisme 1995 yilinda strip temelli testlerin
(PyloriTek) gelistirilmesidir. Histopatoloji referans metod olarak kullanilip CLO test ile
karsilastirildiginda (2 saat sonunda degerlendirme ile) PyloriTek’in duyarliligt % 99
ozgilligii ise % 95 olarak saptanmistir (8).

Gastrik biyopsi 6rnegi disindaki diger orneklerin (6rnegin oral 6rnekler) {ireaz testi igin
kullanimindan kesinlikle kacinilmali ¢linkii bir¢ok diger lireaz pozitif bakteri (Staphylococcus

spp., Streptococcus spp., vb ) bulunabilir ve yanlis pozitif sonuglar verebilir (8).
2.5.1.4. Molekiiler Yontemler

PCR metodu 1980°lerde gelistirilmistir ve hemen sonrasinda H. pylori saptanmasi i¢in

kullanilmistir. Thermophilus aquaticus (Taq polimeraz)’dan elde edilen 1s1ya dayanikli DNA
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polimerazin kullanimiyla PCR DNA ile yapilan ¢alismalarin yoniinii degistirmistir. H. pylori’
de PCR uygulamalar1 sadece bakterinin saptanmast i¢in degil, ayn1 zamanda patogenez ile
ilgili spesifik genlerin (cagA) ve antimikrobiyal direng¢ ile iligkili spesifik mutasyonlarin

saptanmasi i¢in kullanilir (8).
2.5.1.4.1. Helicobacter pylori saptanmasi i¢in kullanilan standart PCR yontemi

Primerlerin dizayninda H. pylori igin spesifik fakat tim suslar i¢in korunmus olmasi
gereken hedef bolgenin se¢imi ¢ok dnemlidir. Bu nedenle hedefin DNA dizisinin bilinmesi
gereklidir. Ilk kullanilan hedef genler iireaz operonunun genleri olan ureA, énceleri ureC
olarak bilinen glmM ve 16S rRNA genleridir. 16S rRNA genini hedef alan primerler ile
yapilan PCR’da insan doku 6rnekleri ile de reaksiyon goriilmiistiir (8).

PCR yoOnteminin dezavantajlar1 arasinda reaksiyonun duyarliligini azaltan Tagq
polimeraz inhibitdrlerinin muhtemel varligi ve reaksiyonun 6zgiilliiglinii degistiren ekzojen H.
pylori (H. pylori DNA’s1 harici bagka bir DNA) ile klinik 6rnegin olasi kontaminasyonu
belirtilebilir. Tag polimeraz inhibitorlerinin gastrik biyopsi orneklerinde bulunmasi nadirdir.
Bu yiizden DNA ekstraksiyon prosediirii basitlestirilebilir. En basit teknik bakterileri ortaya
cikarmak amagli biyopsinin parcalanmast ve 100 °C’de kaynayan liziz tamponu icinde
bakteriyal lizizi icermektedir. DNA ekstraksiyonunu gelistirmek, iyilestirmek igin fenol
ekstraksiyonu ya da 0zel ekstraksiyon kitleri (QIAGEN) kullanilarak PCR inhibitorlerini
elimine etmek basit kaynatma yontemine gore daha basarilidir (8).

Amplikon saptanmasmin duyarliligimi  arttirmak i¢cin  amplikonlarin  standart
biiyiikliikklerine gore saptandigi elektroforez yerine bir prob hibridizasyon metodu
kullanilabilir. Duyarlilikta 6nemli bir gelisme real-time PCR protokollerinin olusturulmasi ile
meydana gelmistir. Yeni bir metod referans metoda gére daha duyarli oldugunda, her zaman
sonuglarm yalanci pozitif olmadigimi kanitlamak gerekmektedir. Ornegin hastanm birkag ay
takibinin siirdiirtiliip enfeksiyonun gergekligi konfirme edilebilir. Yalanci pozitiflikler
endoskoplarin ya da laboratuvarda biyopsinin pargalandi§i materyalin  diizgiince
temizlenmemesinden kaynaklanmaktadir. Bu tarz kontaminasyonlar1 6nlemek i¢in endoskopi
initesinde tamamiyle kesin kurallara uygun bir temizleme protokoliiniin uygulanmasi ve
laboratuvarda biyopsiyi pargalamak i¢in tek kullanimlik materyallerin kullanilmasi
onerilmektedir. Kontaminasyon i¢in dnemli bir risk ise amplikonlar elektroforez ile analiz

edildiginde goriiliir. Bu sebepten PCR’in farkli basamaklarinin uygulandigi birbirinden
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bagimsiz {i¢ ayri odanin olmasi gerekmektedir. PCR yOnteminin avantaji zorlu transport

kosullarina ihtiya¢ duymamasidir (8).
2.5.1.4.2. Real-Time PCR

Real-time PCR’1n ilk denemeleri 1999 ve 2001 yillarinda “LightCycler thermocyler”
(Roche Diagnostics) ve DNA ¢ift zinciri spesifik fluorofor SYBR green 1 ile H. pylori suslari
icin gerceklestirilmis ve daha sonra gastrik biyopsi 6rneklerine uyarlanmistir (43). Real-time
PCR’1n prensibi ger¢cek zamanli olusan amplikonlarin artisinin izlenmesidir. SYBR green I
boyasi1 gibi bir DNA baglayan boya eklenerek ya da floresan rezonans enerji transfer (FRET)
ilkesi kullanilarak gergeklestirilebilir (8).

H. pylori’nin saptanmasi ve ayni zamanda klaritromisin direncine neden olan nokta
mutasyonlarin1 belirlemek i¢in “LightCycler thermocyler” ile FRET teknolojisi ve erime
egrisi analizi kullanilan biprob molekiiler testler tanimlanmistir. Bu biprob PCR metodlarinin
fenotipik metodlar ile elde edilen in vitro makrolid duyarliligi ile ¢ok iyi bir uyum gosterdigi,
duyarlilik ve ozgiilliigiin de %95’ten yiiksek oldugu bildirilmistir. Bu c¢alismalarda ayni
zamanda, ¢cok az sayida H. pylori enfeksiyonunun Kkiiltiir ile saptanamayip sadece bu PCR
yontemleri ile saptanabildigi bildirilmistir. 2004 yilinda tanimlanan diger biprob real-time
PCR yontemi ise, ayni cihaz kullanilarak hem gastrik biyopsi hem de digki Grneklerine

uygulanabilen, H. pylori ureA ve 23S rDNA’sinin saptanmasina dayanan bir protokoldiir (43).
2.5.1.4.3. GenoType HelicoDR Molekiiler Testi

GenoType HelicoDR testi, kiiltiir ve biyopsi orneklerinden H. pylori’nin saptanmasini,
ayn1 zamanda 23S rRNA geni 2146 ve 2147 pozisyonlarinda klaritromisin ve/veya gyrA geni
87. ve 91’inci kodonda florokinolon direncine neden olan en yaygin mutasyonlarin
belirlenmesini saglayan, iki tanisal testi tek bir prosediirde birlestiren multipleks PCR ve
DNA-strip hibridizasyon teknolojisine dayanan ilk molekiiler genetik testtir (43,129).

GenoType HelicoDR testi; kiiltiir ya da biyopsi orneklerinden DNA ekstraksiyonu
(Sekil 10), biyotinlemis primerler ile multipleks PCR, “reverse” hibridizasyon asamalarini
icermektedir. Hibridizasyonda; amplifikasyon {riinlerinin kimyasal denatiirasyonu, tek iplikli
ve biyotin isaretli amplikonlarin strip membranina bagli problara hibridizasyonu, hibridize
olan amplikonlarin “stringent” sollisyonu ile daha kuvvetli baglanmasi ve baglanmayan
amplikonlarin uzaklastirilmasi, konjugat streptavidin/alkalin fosfataz ile alkalin fosfataz

aracilt reaksiyon sonucunda DNA strip membranindaki bant paternlerine gore H. pylori
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varligi, klaritromisin ve/veya florokinolon duyarliliklar1 degerlendirilmektedir (Sekil 11)

(130).
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Sekil 10. Kiiltiir ve biyopsi 6rneklerinden DNA ekstraksiyonu ve GenoType HelicoDR

testi hibridizasyon oncesi asamalar1 (131)
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Sekil 11. GenoType HelicoDR testinin hibridizasyon ve degerlendirme asamasi (131)

DNA stripleri amplifiye edilen niikleik aside (amplikon) komplementer olan spesifik
problar ile kaphdir. Denatiirasyondan sonra tek iplikli amplikon problara baglanir
(hibridizasyon) ve enzimatik renk reaksiyonu ile goriiniir hale gelerek, DNA stribinin
tizerinde spesifik bant paterni olusmaktadir (Sekil 11). Her stripte bulunan konjugat kontrol
band1 renk reaksiyonunun etkinligini gosterir, amplifikasyon kontrolii ise testin dogru
uygulandigini gosterir (131).

Stripler lizerinde toplam 18 reaksiyon bolmesi bulunmaktadir. Bunlardan dérdii testin
dogru performansimni ve sollisyonlarn c¢alistigimni valide edilmesini saglayan dort kontrol

bolgesidir: konjugatin stribe baglandigin1 ve dogru kromojenik reaksiyonu kontrol etmek i¢in
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bir konjugat kontrol bolgesi (CC), basarili bir amplifikasyon reaksiyonunu kontrol etmek i¢in
bir amplifikasyon kontrol bolgesi (AC) ve reaksiyonun test edilen gen lokuslar1 i¢in optimal

sensitivitesini kontrol eden iki lokus kontrol bolgesi (23S rRNA ve gyrA) (Sekil 12) (130).

----- €——— Conjugate Control
----- € [CC)Amplification Control [AC)
----- ——— Helicobacter pylori [HP)

----- — gyrd Locus Control f%_p’l'ﬂf
..... —— gyrd BY wild type probe 1 [gyrB7 WT1]
..... — gyrA BY wild type probe 2 [gyrB7 WTZ)
----- ——— gyrA 87 wild type probe 3 [gyrB7 WT3)
..... —— gyrd BT wild type probe 4 [gyrBT WT4)
----- —— gyrd 87 mutation probe [gyr87 MUT)
----- —— gyrd 91 wild type prnbl:‘-[19 r91 WT)

----- —— gyrd 91 mutation probe T‘g'_-,-'rﬂ MUT1]
----- — gyrd 91 mutation probe 2 [gyr?1 MUTZ)
----- — gyrd 91 mutation probe 3 [gyr?1 MUT3]

""" — 235 Locus Control [235]

""" — 23S wild type probe [235 WT)

""" — 23S mutation probe 1 (235 MUT1)
""" — 23S mutation probe 2 (235 MUT2)
""" —— 235 mutation probe 3 (235 MUT3)

E — colored marker

Sekil 12. GenoType HelicoDR stribi

GenoType HelicoDR, H. pylori’nin kiiltiir ve biyopsi orneklerinden hizli ve gilivenilir
saptanmasini saglayan bir yontemdir. H. pylori eradikasyon tedavi basarisizliklarini en aza
indirmek icin direkt biyopsi Orneginden bes saat igerisinde klaritromisin ve/veya
florokinolonlara duyarliliklarini g6z Oniinde bulundurarak hemen tedaviye baglanabilir.
Konvensiyonel metodlar ile karsilastirildiginda kiiltiir temelli metodlara kiyasla GenoType
HelicoDR canl1 bakteri gerektirmedigi i¢in Orneklerin transportu ve saklanmasi daha az
kritiktir ve zaman kazandirici, glivenli, basit ve hizli bir testtir (129).

GenoType HelicoDR testinin izole edilen suslara ya da direkt biyopsi orneklerine
uygulandiginda kiiltiire etkili bir alternatif olabilecegi bildirilmistir. Bu testin ayrica gastrik
biyopsi Orneklerinde birden fazla, farkli genotiplerde H. pylori suslarini ya da biyopsi
orneginde saptanan bir H. pylori susunda (ayni susta) hem “wild type” hem de mutant
allellerin varligin1 saptamakta etkili oldugu belirtilmistir. Bununla birlikte, DNA stribinde
elde eldilen bantlarin bazen zayif olmas1 sonucunda sus karakterizasyonunu belirlemenin zor
olabilecegine dikkat cekilmistir ve bunun stripte hibridize olan amplikon miktarinin

standardizasyonunun olmayisindan ve/veya hibridizasyon kosullarindaki (sicaklik gibi) bazi
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mindr modifikasyonlardan kaynaklanabilecegi belirtilmistir. Diger bir limitasyon ise gyrA
mutasyonlarinin 23S rDNA sekansinda bulunanlardan ¢ok daha cesitli “diverse” olmasidir.
Ayni pozisyondaki bazi mutasyonlar florokinolon direncinde yer alirken, bazi mutasyonlar
yer almamaktadir. Bu nedenle florokinolon direncini belirlemek i¢in bir DNA stribi dizayni
olduk¢a zordur. Fransa’da ¢ok merkezli bir ¢calismada, suslarin cografik orijininin de gyrA
geni mutasyonlarinin se¢iminde géz ontinde bulundurularak DNA stribi {izerinde yer almasi

gerekliligi bildirilmistir (43).

2.5.2. Non-invaziv Testler

H. pylori nin endoskopi aracili direk tanisinin ¢ok kiymetli oldugu kanitlanmis olmasina
ve Ozellikle kiiltir optimal kosullarda uygulandigi zaman referans metod olarak
degerlendirilmesine ragmen non-invaziv metodlarin gelisimini stimiile eden birgok
dezavantaj1 vardir. Temel problem yontemin invaziv girisimidir. Nazogastrik endoskoplar gibi
kiigiik endoskoplarin bulunmasina ragmen invaziv testler bir¢ok hastanin uzak durmak
istedigi rahatsizliga neden olur. Anestezi kullanilabilir fakat ¢ok diisiik olsa da riskleri goz
oniinde bulundurulmalidir. Ayrica endoskopinin masraft yiiksektir; tek kullanimlik
forsepslere ihtiya¢ vardir, hastalar bir veya daha fazla is gilinlinii harcarlar. Diger bir limit ise
olas1 islemleme hatalarina ve birden fazla biyopsi ihtiyacina neden olan midenin sadece kiigiik
bir kisminin (800 ¢cm? total yiizey alanmin birkag mm?’si) incelenebilmesidir. Endoskopi
gerektirmeyen tanisal testlerin gelistirilmesi i¢in birgok calisma yapilmistir. H. pylori
enfeksiyon ajani olarak tanimlandiginda ilk kullanilan test seroloji olmasina ragmen optimal
ozgiilliik elde edilmesindeki zorluklar nedeniyle UNT, diski antijen testi gibi diger metodlar

onerilmistir (8).
2.5.2.1. Ure Nefes Testi (UNT)

UNT altin standart yontemlerden biridir (46). Agiz yoluyla alman isaretli iire, H. pylori
ile enfekte kisilerde midedeki bakterinin {ireaz enzimi tarafindan hidrolize edilmektedir.
Olusan isaretli CO2 kan ile absorbe edilmekte ve solunum ile salinmaktadir. Kisi H. pylori ile
enfekte degil ise, isaretsiz COz iiretilmekte ve izotoplarm ¢ogu idrar ile atilmaktadir. °C iire
kullanildiginda, O6rnek test yapilmadan once ve sindirimden 30 dk sonra toplanmaktadir.
13C/12C orani her iki &rnekte de dlciilmektedir ve sonuglar bu iki 6l¢iim arasindaki farka gore
olgiilmektedir. Bireyin diyetine gore nefesinde varolan '*C miktarma baglh olarak bazal

degere gereksinim duyulmaktadir. Sonu¢ her 1,000°’de DOB (“delta over baseline™) olarak
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verilmektedir. '*C iire kullanildiginda 6rnek toplama yalnizca sindirimden 20 dakika sonra
olmaktadir (8). *C dogal olarak elde edilen kararli bir izotop oldugundan ¢ocuklarda ve
hamilelerde kullanilabilmektedir (126).

UNT, eradikasyon tedavisinin izleminde de kullanilmaktadir. Midedeki diger iireaz
pozitif bakteriler (H. heilmannii, Proteus spp.) pozitif sonuca neden olabilmektedir. Kanamali
tilser varliginda ya da gastrik biyopsi alininmindan hemen sonra test yalanci negatif sonug
verebilmektedir (8). Antibiyotik tedavisi, ranitidin bizmut tuzlarinin kullaninmi veya PPI
kullanim1 ise yalanci negatif sonuglara neden olabilir (126). 2005 yilinda “Canadian
Consensus” Raporunda *C-UBT testinin ¢ocuklarda en uygun ve en giivenilir oldugu, kiigiik
cocuklarda ise daha az tam1 kesinligi oldugu bildirilmistir (132). Maastricht IV Konsensus
Raporuna gore, yiiksek tani kesinligine sahip olmasi ve kolay uygulanmasi acisindan '3C-

UBT testinin H. pylori enfeksiyonu tanisinda en iyi test oldugu bildirilmistir (127).
2.5.2.2. Diski Testleri

Digkr testleri, kolayca elde edilen diski Orneginde bakteri ya da bakterinin
DNA’st/antijeninin saptanmasit nedeniyle direkt non-invaziv test olmasinin avantajina

sahiptir. Midede H. pylori varsa digki 6rneginde de olmas1 beklenir (8).
2.5.2.2.1. Diski Kiiltiirii

H. pylori safra tuzlarina (6zellikle deoksikolik asit) ve diger bakterilerden kaynaklanan
vital kompetisyona duyarlt oldugu i¢in kiiltiire edilemeyen formunda olabilir. Bu nedenle
disk1 kiiltiirii olduk¢a zordur. Ayrica H. pylori’nin kiiltiir 6rneklerinden izole edilebilmesi

transport zamanina baghdir (8).
2.5.2.2.2. Diski PCR

Genellikle H. pylori’nin yasayan tek bakteri oldugu gastrik biyopsi drneklerinin aksine,
oldukca Onemli olan PCR oOncesi basamaklart (6rnegin; DNA ekstraksiyonu) diski
orneklerinde ise ¢ok komplekstir. Hedef DNA’nin az miktarda olmasi ve polimeraz
reaksiyonunu inhibe eden maddelerin olmasmin disgki PCR basarisizliklarindan sorumlu
oldugu bildirilmistir (8). Bu inhibitérler hedef DNA amplifikasyonundan once ornekten
uzaklagtirllmalidir. PCR inhibisyonunun digki siispansiyonunun diliisyonu ile ortadan
kaldirilabilecegi ileri siiriilmiistiir. Ancak bu yontemle testin duyarliligi azalmaktadir. Ciinkii
diliie 6rnekte daha az bakteri vardir. PCR amplifikasyonu i¢in digkidan DNA'y1 saflastirmada
cesitli yontemler gelistirilmistir (133). Esas olarak bitkisel orjinli kompleks polisakkaritler
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olarak tanimlanan bu inhibitorler 48 saat sebzesiz diyet ile elimine edilmektedir. Bu bilesikleri
onlemek icin ¢esitli metodlar Onerilmistir. Makroporlu polipropilen filtreler kullanilan
QIAGEN ticari kitleri ile ekstrakte edilen DNA 6rneklerinde polisakkarit konsantrasyonunun
onemli Olgiide azaldig bildirilmistir. Ayrica H. pylori’yi hedefleyen spesifik gen bolgeleri
kullanilmas: gerekmektedir c¢linkii diskida H. cinadei, H. pullorum ve H. canis’de
bulunabilmektedir (8).

2.5.2.2.3. Diski Real Time PCR

Biprob teknolojisi kullanilarak diski 6rneklerinde H. pylori enfeksiyonunun saptanmasi
ve Kklaritromisin direncinin belirlenmesinde real-time PCR teknigi kullanilmaktadir
(8,11,135). glmM ve recA housekeeping genlerini hedefleyen biproblar florofor CyS5 ile
isaretlenmis sekans spesifik problardir (11). Diski real-time PCR testi (“H. pylori ClariRes
assay”) H. pylori’yi saptayan duyarliligi %69, 6zgiilligii %100 ve klaritromisin duyarliligini
belirleyen (duyarlilik %83.3, 6zgiilliik %100) invaziv olmayan ticari testtir (128).

2.5.2.2.4. Dwski Genotiplendirme

Puz ve arkadaslari, digski ornekleri kullamilarak H. pylori glmM ve recA genlerini
hedefleyen iki H. pylori spesifik biprob real-time PCR yontemine dayanan noninvaziv bir
genotiplendirme metodu gelistirmislerdir. Suslar arasi farkliliklar amplikonlarin erime
“melting” 1sisindaki degiskenlikler ile belirlenmektedir. Diski 6rneklerinde bu testin

duyarlilig1 %92.2 ve spesifikligi %100 olarak bildirilmistir (11).

2.5.2.2.5. Diski Antijen Testleri

H. pylori antijenlerini digki 6rneklerinde saptamak i¢in poliklonal ve monoklonal anti-
H. pylori diski antijen testleri kullanilmaktadir. Avrupa’da 11 endoskopi iinitesinde c¢ok
merkezli ¢alismada, diskl antijen testinin duyarlilifi %94.1, ozgilligi %91.8 saptanmistir
(8). Poliklonal enzim immunassay (EZ-STEP H. pylori)’in atrofik gastritli ve intestinal
metaplazili hastalarda gii¢lii tan1 performansina sahip oldugu ve TestMate pylori enzim
immunoassay®’in ise PPI kullaniminda bile giivenilir ve kullanish bir test oldugu
bildirilmistir (128). Monoklonal antikor temelli, diski 6rneklerindeki antijeni saptanmasini
saglayan antijen immunassay (Premier Platinum HpSA PLUS) testi duyarliligi %96.6 ve
ozgilligi %94.9 bildirilmistir (135). Monoklonal antikorlarin kullanildigi, katalaz antijenini
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saptayan Rapid TPAg, hizli bir diski antijen testidir ve H. pylori eradikasyonunun
belirlenmesi i¢in tan1 kesinligi %98 bildirilmistir (128).

Diski antijen testlerinin bazi kisitliliklar1 vardir. Kabizlik antijenlerin pargcalanmasina
neden olurken, Onemli bir diliisyon faktorii var olmadikc¢a, kisa transport siiresi
degistirilmemis antijenlerin eliminasyonunu dnlemektedir. Digkidaki en diisiik konsantrasyon
24 saat bekletilme sonrasinda saptanamayabilir. Pozitif 6rnegin saptanmasi i¢in “cut-off”
degerinin belirlenmesi 6nemlidir. Bu testler oldukc¢a spesifik olmasina ragmen, digskida ender
bulunan diger Helicobacter tiirlerini de saptayabilmektedir (8).

Maastricht IV Konsensus Raporuna gore, diski antijen testleri i¢in poliklonal antikorlar

yerine monoklonal antikor testleri onerilmektedir (127,128).

2.6. Tedavi

H. pylori enfeksiyonu bireylerin yaklasik %20’sinde semptomatiktir ve bu nedenle
tedavi Onerilmektedir. Genel olarak H. pylori tedavisinde PPI veya ranitidin bizmut siilfat ile
birlikte iki antibiyotik olmak tizere {iglii tedavi kullanilmaktadir (136).

H. pylori c¢ogu antimikrobiyale in vitro duyarlidir fakat in vivo, sadece birkag
antimikrobiyal enfekte hastalarin tedavisinde kullanilabilmektedir. Bunun nedenleri; ilag
konsantrasyonlarinin gastrik mukus tabakasinda uygun seviyelere erismesindeki yetersizlik,
ilaglarin diisiik pH’da inaktivasyonu ve H. pylori’nin yavas lremesidir (18). Eradikasyon
oraninin non-iilser dispepsiye gore peptik iilser hastaliginda daha yiiksek oldugu bildirilmistir
(137).

“Maastricht Consensus Raporu” her bes yilda bir diinya capinda uzmanlar tarafindan
revize edilerek H. pylori enfeksiyonu tedavi segenekleri belirlenmekte ve H. pylori’de
antibiyotik direncine gore empirik tedavi degerlendirilmektedir (43). Ilk Maastricht
konferansindan itibaren H. pylori enfeksiyonunu tedavi etmek icin onerilen PPI-klaritromisin
ve amoksisilin ya da metronidazol igeren iiclii tedavi oldukca yayginlagmis, evrensellesmistir
fakat son zamanlardaki veriler, bu kombinasyonun etkinligini kaybettigini ve genellikle
hastalarin maksimum %70’inin sagaltimin1 saglayabildigini gostermistir. Bu oranin ise
baslangicta amaglanan %80’in altinda ve bir enfeksiyon hastalig1 icin beklenenin ¢ok altinda
oldugu bildirilmistir (127).

Standart ticlii tedavinin etkinliginin azalmasinda tedavi uyumsuzlugu, yiiksek gastrik

asidite, bakteriyal yiik, sus tipi gibi bir¢cok agiklama bildirilmistir fakat en 6nemli nedenin H.
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pylori’de klaritromisin direncindeki artis oldugu belirtilmistir. Klaritromisin igeren tiglii
tedavinin basart orani klaritromisin direncinden dolay1 ¢ok diisiiktiir (%10-30 araligindadir)

(127).

2.6.1. Helicobacter pylori Eradikasyonunda Kullanilan Ajanlar ve Etki

Mekanizmalari

H. pylori ile iligkili hastaliklarin tedavisinde temel olarak asit giderici, antisekretuvar
ajanlar ve antimikrobiyal ilaglar kullanilmaktadir. H> reseptor antagonistleri genis kullanimi
olan antisekretuvar ajanlardir. Pariyetal hiicrelerde H» reseptoriinde histaminin geri
dontigiimlii inhibitdrleridir. Ha reseptor antagonistleri H. pylori’ye karst antibakteriyal aktivite
gostermezler (46).

PPI, gastrik pariyetal hiicrelerin luminalinde hidrojen potasyum ATPaz pompasinda asit
sekresyonunu bloke etmektedir. Bu pompa, hidrojen iyonlariin gastrik liimene salinmasini ve
gastrik salgimin diisiik pH ortami yaratarak parietal hiicre mikrovillus membraninda potasyum
iyonu ve hidrojen iyonu degisimini saglamaktadir. PPI intraluminal gastrik pH’y1 arttirarak
ATPaz’a baglanmakta ve inhibe etmektedir. PPI H. pylori’ye kars1 direkt antibakteriyal
aktiviteye sahip degildir ve tek basina kullanildiginda enfeksiyonu tedavi edememektedir
(46). PPI'lar in vivo’da ulasilamayacak cok yiiksek konsantrasyonlarda anti-H. pylori
aktivitesi gosterir (8).

1996’dan beri H. pylori eradikasyonu icin PPI ile birlikte iki antibiyotik kombinasyonu
ilk basamak tedavi olarak kullanilir. Avrupa ve Kuzey Amerika’da yayinlanan kilavuzlarda
Onerilen birinci basamak tedavi PPI ile amoksisilin ve/veya metronidazol, klaritromisin
kombinasyonunu igermektedir. 2000 yilina kadar yapilan ¢aligmalarda standart {iclii tedavinin
eradikasyon oraninin %90’ tstiinde oldugu bildirilmektedir. Son zamanlarda bu oran %60-
70’e diismiistiir. Standart ii¢lii rejimin eradikasyon orani klaritromisin duyarli suglarda %87.8,
klaritromisin direncli suslarda ise %18.3 saptanmistir (132). Standart iiclii tedavinin yalnizca
klaritromisine karsi duyarlilik bilindiginde iyi bir tedavi secenegi olabilecegi bildirilmistir
(136). Standart tglii tedavide kullanilan klaritromisin ve amoksisilin disinda H. pylori tedavi
protokollerinde kullanilan antibiyotikler levofloksasin, metronidazol, tetrasiklin ve

rifampisindir (8).
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2.6.1.1. Amoksisilin Etki Mekanizmasi

Amoksisilin penisilin grubuna ait aside dayanikli, yar1 sentetik, bakterisidal bir B-laktam
antibiyotigidir. Temel bilesenleri Penicillium chrysogenum kiifiinlin kiiltiiriinden elde edilen
bir B-laktam halkas1 ve bir organik asittir. Kiif tarafindan 6-aminopenisillanik asit (B-laktam
halkasi tiazolidin halkasi ile birlesir) tiretilir (Sekil 13). Bu ara iiriin asit labilitesini azaltir ve
gastrointestinal sisteme absorbsiyonu arttirir (45). Amoksisilin konsantrasyonu antral
mukozada en yiiksek diizeydedir, korpus mukozasinda ve mukus tabakada daha diisiik

diizeylerdedir (46).

PII ﬁ T S CH.
HO-@-C-C—N——/ \<CH‘;
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( Beta-Laktam Tiazolidin
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\ J
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6-aminopenisillanik asit

Sekil 13. Amoksisilin genel yapist (138)

Bakterisidal aktiviteleri genellikle hiicre duvarini yok eden membran-iliskili otolitik
enzimleri tetikleme yetenekleri ile ilgilidir. Temel antibakteriyal etkisi sitoplazmik
membrandaki penisilin-baglayan proteinleri (PBP) inhibe etme yetenegidir. PBP’ler bir
glikozil transferaz-acil transpeptidaz aktivitesi ile bakteri hiicre duvarinin peptidoglikan
tabakasinin sentezinde gorev alan enzimlerdir. Bu enzimatik aktivite ii¢ farkli motifte
(SKN368-371, SNN433.435, KT'Gss5.557) PBP’lerin C-terminal bolgesinde lokalizedir. SKN3e8-371,
merkezde, katalitik ¢atalda/bolgede (cleft) yer almakta, SNNu433.435 ve KTGsss.557 motifleri ise
disarida lokalizedir. PBP1, PBP2 ve PBP3’iin yiiksek molekiiler, PBP4’iin ise diisiik
molekiiler protein oldugu bildirilmistir. PBP’lere B-laktam baglanmasinin, peptidoglikan
tabakasinin sentezinin durmasina neden olarak ve ayni zamanda da ozmotik bakteriyal sok ile

bakterisidal bir etkiye neden oldugu bildirilmistir (27).
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PBP’ler peptidoglikan biyosentezinin ana basamaklari olan karboksipeptidasyon ve
transpeptidasyonda gorevlidir. Amoksisilin PBP’ye baglanarak peptidoglikan sentezini
engellemektedir. Ayrica penisilinler baz1 bakterilerde RNA sentezini inhibe edebilir ve hiicre
lizizi olmadan Oliime neden olur. Diger mindr etki mekanizmalar1 ise bakteriyal hiicre
biiyiimesi igin gerekli enzimler bakteriyal endopeptidaz ve glikosidazin inhibisyonudur
(35,139). Amoksisilinin diger penisilinlere gore gastrik sivida daha iyi bir salinimi vardir ve
asidik ortamda daha stabildir (18).

H. pylori’de antimikrobiyal direncin belirlemesinde standart smir degerler
olmadigindan, bircok calismada direng sinir MIK degerleri daha dnceki bir calismaya gore
belirlenmektedir (140). Amoksisilin MIK degerlerinin, amoksisilin duyarli H. pylori
suslarinda 0.06-0.25 mg/L arasinda degiskenlik gdsterdigi, amoksisilin direnci ise >1 mg/L
MIK degerleri (1-8 mg/L) ile bildirilmistir (27). Ancak, farkli calismalarda amoksisilin
direnci i¢in >0.5 mg/L (4,8,141,142), >0.5 mg/L (143), >0.12 mg/L (144,145), >1 mg/L
(3,146), >2 mg/L (147), EUCAST’in 01.01.2015 tarihinden itibaren gecerli olan son
versiyonunda (ver 5.0) ise MIK sinir degeri amoksisilin igin >0.125 mg/L belirtilmistir (148).

2.6.1.2. Makrolid Etki Mekanizmasi

Protein sentezini inhibe ederek etki gdsteren makrolid grubu bir antibiyotiktir. Kimyasal
yapisi desozamin ve kladinoz sekerlerine bagli bir makrosiklik lakton halkasindan

olugmaktadir (Sekil 14) (149).
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Sekil 14. Klaritromisin antibiyotiginin kimyasal yapis1 (149)
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Bakteriostatik bir antibiyotik olmakla beraber yliksek ila¢ konsantrasyonlarinda ve
bakterinin az inokuliimiinde bakterisidal olabilir. Antibakteriyal aktivitesi diger makrolidler
ile hemen hemen aynidir fakat klaritromisin gastrik mukus tabakasinda daha iyi absorbe edilir
ve aside daha dayanikhidir (18,133).

Klaritromisinin diger molekiillere kiyasla en diisiik MiK degerleri ile H. pylori’ye kars
en etkili antibiyotik oldugu bildirilmistir. H. pylori’de antimikrobiyal direnci belirlemede
standart sinir degerler olmadigindan, bircok calismada direng sinir MIK degerleri daha onceki
bir calismaya gore belirlenmektedir (140). MIK degerleri genellikle 0.016-0.5 mg/L arasinda
rapor edilmistir, antibiyotik direncinin ise > 1 mg/L (2-256 mg/L) MIK degerleri ile
bilinmekte oldugu bildirilmistir (27). Klaritromisin MiK degerleri duyarl suslarda 0.25 mg/L,
direncli suslarda >0.5 mg/L ve orta diizey direngli suslar i¢in 0.5 mg/L bildirilmistir. Duyarli,
orta diizeyde direncli ya da direncli olarak belirtmek i¢in 6rnegin klaritromisin’de 1 mg/L ya
da iki farkli konsantrasyon (0.25 ve 1 mg/L) kullanildig1 bildirilmektedir (8). Ancak farkl
calismalarda klaritromisin direncinin belirlenmesinde >0.5 mg/L (8,145), >0.5 mg/L
(36,141,144), >1 mg/L (3.4,140,142,143,146) >1 mg/L (22,24,28,42,150), >2 mg/L (147)
farkli MIK degerleri kullanilmistir. EUCAST m 01.01.2015 tarihinden itibaren gegerli olan
son versiyonunda (ver 5.0) ise MIK smir degeri klaritromisin direnci i¢in >0.5 mg/L
belirtilmistir (148).

Makrolidler, 70S ribozomun 50S ribozomal alt iinitesinde bulunan 23S rRNA’nin V
domainindeki peptidil transferaz bolgesine baglanir (8,20,27,40). Etkilerini 23S rRNA’nin
peptidil transferaz bolgesine (peptidil-tRNA baglanma bolgesi) geri doniisiimlii baglanarak
gosterirler ve yeni sentezlenen peptidil-tRNA molekiiliiniin ribozomdaki alic1 “acceptor”
bolgesinden peptidil bolgesine translokasyonunu engelleyip polipeptid zincir elongasyonunu

bloke ederek protein sentezini inhibe ederler (Sekil 15). (8,38).
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Sekil 15. Klaritromisin etki mekanizmasi (151)

Makrolidler yeni peptid baglarinin olusmasini inhibe ederek peptid zincirinin uzamasini
engeller. Spesifik olarak her aminoasidin peptid zincirine katilmasindan sorumlu ribozomal
bilesen peptidil transferazi hedef alir. Peptidil transferaz etkisi 50S ribozomal alt {inite ile
saglanir ve katalitik aktivitesi potasyum ve amonyum katyonlarini gerektirir. Makrolidlerin
bu katyonlar1 optimal aktivite gosterebilmeleri ve peptidil transferaza baglanabilmeleri i¢in de
gerektigi bildirilmistir. Peptidil transferaz aktivitesinin kaybi aminoacil tRNA molekiiliiniin
ribozomal bolgeye baglanmasini etkilemez, alici “acceptor” bolgedeki aminoagil tRNA
ribozoma bagl peptid zinciri (P bolgesi) ile etkilesemez (152).

Peptidil transferaz aktivitesinin inhibisyonuna ek olarak makrolidler ribozomun mRNA
boyunca ilerlemesini engeller. Bir peptid olusturuldugunda ribozom her bir kodonu okumak
icin mRNA kalibi1 boyunca ilerlemek zorundadir. Bu asama, ribozomal translokasyon,
ribozomdan agillenmemis tRNA molekiiliiniin salinimi ile iligkilidir. Makrolidlerin ayni
zamanda ribozomdan tRNA salinimini da engelledikleri bildirilmistir. Bu durumda alict
“acceptor” bolge diger bir aminoacil tRNA’ya baglanamaz ve ribozom, protein biyosentezine
devam edemez (152).

Klaritromisin, 50S alt {initenin peptidil transferaz bdlgesinin V domainine 2142 ve 2143
pozisyonlarindaki klaritromisin baglanma bolgelerine kladinoz sekeri ile hidrojen bag:

olusturarak baglanir. Makrolid baglanma bolgesi tRNA’larin aminoagil ve peptidil uglarmin
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peptid baglarinin olusumunu katalizlemek i¢in ribozomun biiyiik alt {initesinde hizalandiklar1
peptidil transferaz merkezi yaninda peptit ¢ikis tiineli igerisinde 50S ribozomal alt iinitesinde
lokalize olarak bulunmaktadir. Klaritromisin baglandiktan sonra, aminoasidi tasiyan
aminoagil tRNA A bolgesinden P bolgesine kayamaz, peptidil translokasyonu inhibe olur ve

protein sentezi durur (153,154).
2.6.1.3. Florokinolon Etki Mekanizmasi

Ik gelistirilen kinolon nalidiksik asittir. Orijinal florokinolonlar ikinci nesil ajanlardir
ve kinolonlarin C6 pozisyonuna bir florin atomu eklenmesi ile florokinolonlar elde edilmistir
(34,45).

Levofloksasin, niikleik asit sentezini inhibe eden kinolon grubu bir antibiyotiktir.
Bakterisidal 6zelliktedir. Esas yapilar1 birinci pozisyonunda nitrojen ve dordiincii karbona ¢ift

bagla bagli oksijen iceren kinolon halkasidir (Sekil 16) (45).

Sekil 16. Levofloksasin’in kimyasal yapis1 (155)

Yaygin klinik kullanimi olan antimikrobiyal ajanlar arasinda florokinolonlar direkt
bakteriyal DNA’nin sentezini inhibe eden tek siniftir. DNA replikasyonunda 6nemli rolleri
olan florokinolonlarin inhibe ettigi iki bakteriyal enzim vardir: DNA giraz ve topoizomeraz
IV. Florokinolonlar, DNA giraz (topoizomeraz II) ve topoizomeraz IV enzimlerini inhibe
ederek hiicre replikasyonuna, transkipsiyonuna ve DNA tamirine etki ederler (Sekil 17). Bu
enzimlerin DNA ile olusturduklari komplekslere kinolonlar baglanir ve topoizomeraz-

kinolon-DNA {iglii kompleksi olusur. Bu kompleks DNA nin ¢ift ipliginde kiriklar olugmasini
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indiikleyerek DNA replikasyonu enzim kompleksinin igleyisini bloke eder. Bu etki, bakteriyal

DNA hasar1 ve bakteriyal hiicre 6liimii ile sonuglanir (34).

Etki Mekanizmasi
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Sekil 17. Florokinolon etki mekanizmasi (34)

Florokinolonlarin hedefleri DNA giraz (ya da topoizomeraz II) ve DNA topoizomeraz
IV’tiir. DNA giraz, gyrA ve gyrB genleri tarafindan kodlanan iki adet A ve B alt {initesinin
tetrameridir (31,34). Negatif DNA siipersarmallart meydana getirir, ayn1 zamanda tiim pozitif
ve negatif stipersarmallar1 ortadan kaldirarak DNA’da kisa siireli kopmalara neden olarak ve
tekrar birlesmelerini saglayarak etki gosterir (34). gyrA ve gyrB genleri E. coli genomunda
farkli bolgelerde lokalize olurken, baz1 bakterilerde birbirlerine komsudurlar ve bu diizenlenis
"Quinolone Resistance Determining Region (QRDR) " olarak bilinir. DNA giraz, negatif

stipersarmal DNA olusumundan sorumlu bir enzimdir ve bu DNA replikasyonunun baglangici
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icin 6nemlidir (31). Bakterilerde dort DNA topoizomeraz tanimlanmistir. Topoizomeraz II ve
IV kinolonlarin major hedefleridir. Topoizomeraz 1 ve III kinolonlar tarafindan inhibisyona
cok duyarl degildir (156). Topoizomeraz IV, DNA giraz’in bir homologudur. parC ve parE
tarafindan kodlanan iki adet C ve iki adet E olmak iizere dort alt iinite igerir. Topoizomeraz
IV’in reaksiyon mekanizmast DNA giraz’a benzerdir fakat topoizomeraz IV DNA’y1
paketlemek yerine replikasyon sirasinda olusan yeni DNA iplik¢iklerinin birbirinden ayrilarak
yavru hiicrelere ge¢cmelerine yardim eder. Ayrica topoizomeraz IV’de negatif ve pozitif
siipersarmallar1 ortadan kaldirabilme yetenegindedir (31,34).

Kinolon-enzim (DNA giraz / topoizomeraz IV)-DNA kompleksinin olugsmasi kinolon ve
enzim etkilesimi i¢in ¢ok dnemlidir. Kinolonlar, DNA giraz enziminin etrafina ek bir DNA
molekiiliinlin sarilmasiyla konformasyonal bir degisiklige neden olurlar (157). DNA-DNA
giraz/DNA-topoizomeraz IV kompleksleri kilitlenir (Sekil 18). Kilitlenen DNA-DNA giraz
kompleksi replikasyon catalinin ilerlemesini bloke ederek DNA sentezini inhibe eder ve
bakteri Oliimiine neden olur (158). Kinolon-enzim-DNA kompleksi olusumu geri

dontistimlidiir (157).

Sekil 18. DNA giraz-DNA kompleksinin yapisi. Kirmizi; GyrA N-terminal domain, Mavi;
GyrB N-terminal domain, Yesil; GyrB C-terminal domain (158)

Genel olarak, DNA giraz Gram-negatif bakteriler i¢in, topoizomeraz IV ise Gram-

pozitif bakteriler i¢in primer florokinolon hedefidir (Sekil 19) (30).
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Gram (-) . Gram (1)

Sekil 19. Gram (+) ve Gram (-) bakterilerde florokinolon temel etki mekanizmasi (32)

Kinolon molekiillerinin hedefleri tip II topoizomerazlardir: DNA giraz (topoizomeraz
IT) ve DNA topoizomeraz IV. DNA c¢ift sarmalinin tek ipligini bolen tip I topoizomerazlarin
aksine tip II topoizomerazlar, her iki ipligi de kirar ve ATP hidrolizi ile diger bir ¢ift iplikli
sarmal segmentine gegerler. Topoizomeraz IV etkili bir “decatenation” dekatenasyon
aktivitesi sergiler, DNA giraz ise, DNA’da negatif “supercoil”ler lireterek olusturur. Bu
enzimler replikasyon, transkripsiyon, rekombinasyon ve DNA tamirini kolaylastirmak ig¢in
kromozomal DNA’nin topolojik durumunu kontrol eder, bakteriyal iireme i¢in gereklidir.
Kinolonlar tip II topoizomerazlarin aktivitesini DNA’da ilag-enzim-DNA kompleksleri
olusturarak inhibe ederler. Uglii kompleks olusumu DNA sentezinin hizli bir inhibisyonu ve
RNA sentezinin daha yavas bir inhibisyonu ile bakteriyal iiremenin yavaslamasindan
(bakteriostatik etki) sorumludur. Ilag-enzim-DNA kompleksleri iiremeyi bloke etmelerine
ragmen direkt olarak kinolonlarin letal etkisinden sorumlu degillerdir. Bakterisidal etki, cift
iplikli DNA kiriklariin bu komplekslerden serbest birakilmasindan kaynaklanmaktadir (159).

H. pylori antimikrobiyal direncinin belirlenmesinde standart smir degerler
olmadigindan, bircok calismada direng sinir MIK degerleri daha énceki bir calismaya gore
belirlenmektedir (140). MIK degerleri genellikle 0.25-0.50 mg/L arasinda rapor edilmistir,
antibiyotik direncinin ise > 1 mg/L (4-32 mg/L) MIK degerleri ile bilinmekte oldugu
bildirilmistir (27). Ancak farkli ¢alismalarda levofloksasin direnci i¢in >0.5 mg/L (4), >1
mg/L (3,8,36,38,141,144-146,160,161), >1 mg/L (143) farkli MIK degerleri kullanilmustur.
EUCAST’1n 01.01.2015 tarihinden itibaren gegerli olan son versiyonunda (ver 5.0) ise MiK

sinir degeri levofloksasin direnci i¢in >1 mg/L belirtilmistir (148).
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i. Yeni bir florokinolon, Y-904

Y-904 ((S)-1-siklopropil-7-[2-(dimetilaminometil) morfolino]-6-floro-1, 4-dihidro-8-
metoksi-4-oksokinolin-3-karboksilik asit hidroklorid hidrat (Sekil 20), Gram negatif ve Gram
pozitif bakterilerin genis bir grubuna karsi antibakteriyal aktivite potansiyeli olan yeni bir

florokinolon bilesigidir (162).
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Sekil 20. Y904’iin kimyasal yapis1 (162)

Y-904in H. pylori enfeksiyonu eradikasyonu ig¢in yararmi arastirmak amaciyla H.
pylori’ye kars1 in vitro ve in vivo antibakteriyal aktivitesi amoksisilin, klaritromisin,
metronidazol ve levofloksasin ile karsilagtirilmistir. Y-904 levofloksasinden daha fazla anti-
H. pylori aktivitesine sahiptir ve konvansiyonel florokinolonlarin eksikliklerini
dengelemektedir. Ayrica Y-904, klaritromisin ve metronidazol direngli suslara karsi
antibakteriyal aktivite potansiyeli sergilemektedir. Bu nedenle Y-904, H. pylori
enfeksiyonuna kars1 sadece ilk basamak tedavide degil, ayn1 zamanda ii¢lii tedavinin de
basarisiz oldugu durumlarda kullanim potansiyeline sahip oldugu bildirilmektedir (162).

H. pylori enfeksiyonuna karsi antibakteriyal tedavide etkinligin yiiksek diizeylere
ulagmasi i¢in ilacin asit ortamda stabilitesi 6nemlidir ¢iinkii ilag, H. pylori’nin yasayabildigi
asit ortamda antibakteriyal aktivite gostermelidir. Kiiltiir ortaminda (pH 5.5) Y-904’iin
amoksisilin ve levofloksasine esit in vitro aktivite gosterdigi ve klaritromisinden daha stabil
aktiviteye sahip oldugu bildirilmistir. Bunun Y-904’{in kimyasal stabilitesinden kaynaklandig1
distiniilmiistiir. Bu bulgularin  Y-904’tin midenin diisik pH ortaminda bile giicli

antibakteriyal aktivite sergileyebilecegini gosterdigi bildirilmistir (162).
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2.6.1.4. Tetrasiklin Etki Mekanizmasi

Tetrasiklinler protein sentezini inhibe ederek etki gdsteren antibiyotik gruplarindandir.
30S ribozomal alt {initeye geri doniisiimlii baglanarak bakteride protein sentezini inhibe eden
genis spektrumlu bakteriostatik antibiyotiklerdir (45).

Tetrasiklin Gram pozitif ve Gram negatif bakteri tiirlerine karsi kodon-antikodon
baglantisint 30S ribozomal alt linitede inhibe ederek ve aminoagil tRNA’nin alic1 “acceptor”
bolgeye baglanmasini bloke ederek bakteriostatik bir etki gosterirler (27).

Tetrasiklinler aminoagil tRNA’nin 30S ribozom-mRNA kompleksindeki alict
“acceptor” bolgeye baglanmasini bloke ederek bakteriyal polipeptid sentezini engellerler

(Sekil 21) (139).

Tetrasiklin

mRNA

Sekil 21. Tetrasiklin etki mekanizmasi (163)

H. pylori’de antimikrobiyal direncin belirlenmesinde standart smir degerler
olmadigindan birgok ¢alismada direng igin sinir MIK degerleri daha &nceki bir calismaya gore
belirlenmektedir (140). MIK degerleri genellikle 0.25-2 mg/L arasinda rapor edilmistir (27).
Antibiyotik direnci ise > 4 mg/L MIK degeri bildirilmistir (27,147). Ancak tetrasiklin direnci
i¢in cogu calismada >1 mg/L MIK simir degeri (3,4,144-146), diger iki ¢alismada ise >2 mg/L
MIK smir degeri kullanilmustir (8,142). EUCAST 1in 01.01.2015 tarihinden itibaren gegerli
olan son versiyonunda (ver 5.0) ise MIK smir degeri tetrasiklin direnci igin >1 mg/L

belirtilmistir (148).
2.6.1.5. Metronidazol Etki Mekanizmas:

Metronidazol, bir 5-nitroimidazol tiirevidir. Mikroaerofilik mikroorganizmalara secici
olarak toksik etkili bakterisidal bir antibiyotiktir. Mikroorganizmanin yikimi ve sitotoksik
tiriinlerin {iretimine neden olan ilaglarin kimyasal olarak reaktif indirgenmis bir formudur

(46). Gastrik sivida aktif olarak salinir ve antimikrobiyal aktivitesi diisiik pH’dan ¢ok az
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etkilenir. Metronidazoliin antimikrobiyal ozellikleri bakteriyal rediiktazlar tarafindan
kimyasal yapisindaki nitro grubunun indirgenmesinden kaynaklanir (45).

H. pylori anaerobik ozellikleri olan enzimlere sahiptir. Bu enzimlerden biri piruvattan
asetil-CoA olusumunu katalizleyen flavodoksin oksidorediiktaz (porGDAB)’dir. Bu enzim 5-
nitroimidazollerin aktivasyonunda oOnemlidir. H. pylori’nin flavodoksin oksidorediiktaz
enziminin metronidazolii aktive edebilme yetenegi bildirilmistir (164 ).

Metronidazol hedef hiicrede bir veya iki elektron transferi ile aktive olmaya ihtiyag
duyar ve bakteri hiicresine girdiginde nitro grubu, sitoplazmadaki bir nitrorediiktaz enzimi ile
indirgenir. Bu rediiksiyon DNA ve subselliiler yapilarin zararina neden olan nitro-anyon
radikalleri ve imidazol ara iiriinlerinin olusumuna neden olur (Sekil 22). Teorik olarak diisiik
redoks potansiyeline sahip olan her protein metronidazolden elektronlar1 alabilir ve boylelikle

ilac1 aktive eder (18).
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Sekil 22. Metronidazol etki mekanizmasi (165)

Bu indirgenme reaksiyonlar1 elektron transport zincirindeki komponentlerin intraselliiler
redoks potansiyellerine baglidir. Elektronlar piruvat oksidorediiktaz kompleksi (POR)
tarafindan {iretilip metronidazolii indirgeyen ferrodoksin ya da flavodoksine aktarilir. Bu
siire¢ 6zellikle metronidazole oldukca duyarli anaerobik tiirlerde aktiftir (27).

Metronidazoliin anaerob kosullarda anaerob bakterilere kars1 diger bir etki mekanizmasi

ise serbest oksijen radikallerinin iretimidir. Bu durumda oksijen, indirgenmis
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metronidazolden elektronlarin son alicisi olarak gorev alir, inaktif antibiyotigin yenilenmesine
ve DNA yapist i¢in toksik olan serbest oksijen radikallerinin iiretilmesine yol acar (27).

Metronidazoliin subselliiler yapilara zarar vermesi ve bakteriyal DNA’y1 degistirip,
DNA’da letal mutasyonlara neden olabilmesi i¢in aktif olmasi, aktif olmasi i¢in ise bakteriyal
hiicrelerde indirgenmesi gerekmektedir (8,40).

H. pylori’de antimikrobiyal direncin belirlenmesinde standart smir degerler
olmadigindan, birgok calismada direng icin sinir MIK degerleri daha onceki bir ¢alismaya
gore belirlenmektedir (140). MIK degerleri 0.5-2 mg/L arasinda rapor edilmistir, antibiyotik
direnci ise > 8 mg/L (16-128 mg/L) MIK degeri bildirilmistir (27). Ancak farkli ¢aligmalarda
metronidazol direnci i¢in ¢ogunlukla >8 mg/L MIK sinir degeri kabul edilmistir (2,4,8,140-
142,144-146) fakat farkl1 olarak bir ¢alismada MIK smir degeri >8 mg/L kullanilmstir (147).
Ayrica, metronidazol direncinin MiK degerlerinin 8 - >256 mg/L arasinda ¢ok degiskenlik
gosterdigi de onemle bildirilmistir (20). EUCAST’1n 01.01.2015 tarihinden itibaren gegerli
olan son versiyonunda (ver 5.0) ise MIK smir degeri metronidazol direnci igin >8 mg/L

belirtilmistir (148).
2.6.1.6. Rifampin Etki Mekanizmasi

rpoB geni tarafindan kodlanan DNA bagimli RNA polimerazin B alt {initesini inhibe
ederek DNA transkripsiyonunu engellerler (8). Bakterisidal etkilidir. Tiiberkiilozun hala ciddi
bir saglik sorunu olmaya devam ettigi iilkemizde H. pylori eradikasyon tedavisinde rifabutinin
yer almamasi gerektigi Tiirkiye H. pylori ¢alisma grubu tarafindan “H. pylori tan1 ve tedavi
uzlast raporu” ile bildirilmistir (166). H. pylori’de antimikrobiyal direncin belirlenmesinde
standart sinir degerler olmadigindan, birgok ¢alismada direng igin sinir MIK degerleri daha
onceki bir calismaya gore belirlenmektedir (140). Ornegin farkli calismalarda rifampin direnci
icin >1 mg/L (8,4,144) ve >4 mg/L (3,146) farkh MIK sinir degerleri kullanilmistir.
EUCAST’1n 01.01.2015 tarihinden itibaren gegerli olan son versiyonunda (ver 5.0) ise MiK

sinir degeri rifampisin direnci i¢in >1 mg/L belirtilmistir (148).
2.6.2. Antimikrobiyal Diren¢

Her antibiyotik ailesi i¢inde ayni diren¢ mekanizmasi oldugu i¢in ¢apraz direng vardir;
klaritromisine diren¢ tiim makrolidlere direnci gosterir, levofloksasine direng tiim
florokinolonlara direnci gosterir. Farkli diren¢ mekanizmalar1 olan farkli antibiyotik aileleri

arasinda capraz diren¢ yoktur. Kuzey Avrupa hari¢ Avrupa’da klaritromisin diren¢ oranlari
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%20’nin lizerindedir. Bu da yiiksek klaritromisin direnci anlamina gelir ve standart tglii
tedavi Onerilmez (127).

H. pylori’de antibiyotik direnci yaygindir ve artig gostermektedir. Metronidazol direnci
(MIK >8mg/L) H. pylori’de en yaygin antimikrobiyal direngtir. Gelismekte olan iilkelerde H.
pylori’de metronidazol direng orani yiiksektir ve bazi bolgelerde ise hemen hemen tim H.
pylori suslariin metronidazol direngli olmasina karsin, endiistriyellesmis iilkelerde H. pylori
suglarinin yaklasik %35°1 metronidazol direnglidir (18).

Metronidazol direnci ile karsilastirildiginda, H. pylori’de klaritromisin direncinin
prevalans1 (MIiK > 2 mg/L) daha diisiiktiir. Gelismekte olan iilkelerde, klaritromisine karsi
diren¢ orani daha yiiksektir ve %25-50 arasinda degismektedir. Amoksisilin ve tetrasikline
direncin yaygin oldugu cesitli diger bakterilerin aksine 20. yiizyilin sonlarina kadar H.
pylori’de amoksisilin direnci (MIK > 0.5 mg/L) ve tetrasiklin direncinin (MIK >4 mg/L) ¢ok
nadir oldugu ya da olmadig1 belirtilmistir. Fakat 6zellikle belirli cografik bolgelerde (Italya,
Brezilya, Salvador, Hindistan, Litvanya, vb.) H. pylori amoksisilin ve tetrasiklin direncinin
arttig bildirilmistir (18).

H. pylori’de antimikrobiyal direng, antibiyotik kullaniminin bir sonucu olabilir. Genelde
direncli bakteriye sahip olan hastalarin, duyarli bakteriye sahip olanlardan daha ¢ok
antibiyotik aldig1 bildirilmistir. Penisilin kullanimi1 ve Staphylococcus aureus, florokinolon
kullanim1 ve Campylobacter jejuni arasinda gegici iligki gosterilmistir. H. pylori makrolid
direncinde, bu ilaglarin sadece H. pylori tedavisinde degil solunum yolu enfeksiyonlarinda da
artan kullanimi ile paralel olarak artis bildirilmektedir. Metronidazol ile ilgili olarak, gelismis
iilkelerde vajinal ve dental enfeksiyonlar i¢in kullanilan, gelismekte olan iilkelerde parazitik
enfeksiyonlar i¢in ucuz olan bu ilacin artan kullanimi ile iligkilendirilen ytliksek oranda direng
bildirilmistir. Antibiyotik kullanimi ile birlikte diren¢ mekanizmalari, genis bakteriyal
yayilimin ve duyarli konak tipinin de H. pylori’de direnci etkileyebilecegi bildirilmistir (40).

H. pylori glikopeptitler, sefsulodin, polimiksinler, nalidiksik asit, trimetoprim,
siilfonamidler, nistatin, amfoterisin B ve siklohekzimide intrinsik direglidir. Bunlardan
bazilar1 izolasyon ortaminda segici ajan olarak kullanilmaktadir. Wild type suslar B-laktamlar
(sefsulodin harig), fosfomisin, makrolidler, aminoglikozidler, tetrasiklinler, kloramfenikoller,
rifampinler, florokinolonlar, 5-nitroimidazoller ve nitrofuranlara duyarhdir (8).

Genetik diizeyde antibiyotiklere direncin farkli mekanizmalart mevcuttur fakat sadece

nokta mutasyonlar1 H. pylori ile iliskilidir. Bu nokta mutasyonlar1 bakteriyal kromozomda
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gerceklesir (Tablo 1). Bununla birlikte, 6zellikle transformasyon ile horizontal transfer teorik

olarak miimkiindiir fakat biiyiik bir oranda olmadig bildirilmistir (18,40).

Tablo 1. H. pylori’de antimikrobiyal direng ile iliskili genler (8)

Antibiyotikler Tlgili Gen(ler)
Makrolidler rrl 23S rRNA

Metronidazol rdxA, frxA
Kinolonlar gyrA
Amoksisilin plpl
Tetrasiklin rrn 16S rRNA
Rifampinler rpoB

2.6.2.1. Amoksisilin Diren¢ Mekanizmast

Genel olarak amoksisilin direncine azalan membran permeabilitesi, artan efflux/atilim
pompa sistemi, ila¢ afinitesinin azalmasina neden olan PBP’lerin modifikasyonu ve halka
yapisini hidrolize ederek antibiyotigi inaktive eden kromozomda kodlanan ya da daha siklikla
plazmid aracili B-laktamaz varliginin neden oldugu bildirilmistir (18,35,164). PBP’ler
sitoplazmik membranda bulunan peptidoglikan biyosentezinin temel basamaklarinda gorev
alan enzimlerdir. PBP’ler hemen hemen tiim bakterilerde bulunur, sayis1 ve biyiikligii (15 -
150 kDa) ve B-lactamlara afinitesi bakteriyal tiirler arasinda ¢esitlilik gosterir (165). Gram (-)
bakterilerde ¢ogunlukla B-laktamaz aktivitesi ve Gram (+) bakterilerde genellikle bir veya
daha fazla PBP’deki mutasyonal degisiklik amoksisilin direnci ile iliskilendirilmistir
(18,35,164). B-laktamaz iiretimi, cogu bakteride penisilin direncinin temel mekanizmasidir, H.
pylori’de inaktif oldugu bildirilmistir (27).

Bircok calisma H. pylori’de amoksisilin direncinin temel mekanizmasinin amoksisilin
ve PBP-transpeptidaz arasindaki afinitenin kaybina neden olan pbpl genindeki birden ¢ok,
c¢esitli mutasyonlar oldugunu gostermistir (27,167). PBP1°deki SKN motifine bitisik lokalize
Ser414Arg degisiminin énemli 6lciide artan MIK ( > 0.5-1 mg/L) degeri ile amoksisilin
direncinden sorumlu oldugu gosterilmistir. Baska bir calismada PBP1’in KTG motifi
yakininda Asn562Tyr degisimi gosterilmistir, tiim suslarda in vitro yiiksek diizeyde dirence

yol acan baslica mutasyon olarak bildirilmistir. Asn562Tyr ile daima iliskilendirilmeyen diger
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mutasyonal degisimlerin (Ala369Thr, Val374Leu, Leu423Phe, Thr593Ala), PBP2, PBP3 ve
PBP4’teki nokta mutasyonlarina benzer sekilde direngli H. pylori suslarinin artan MiK
degerlerinde ek bir rol oynadig1 diisiiniilmektedir (27).

Bakteriyal dis membran, intrinsik ve spesifik olmayan diren¢ degerlendirmesi i¢in ilk
bariyeri olusturur. Lipopolisakkarit tabaka bircok lipofilik bilesenin diflizyonunu
siirlayabilmektedir. H. pylori’de hopB ve hopC genleri tarafindan kodlanan porin
kanallarinin, kiigiik ¢6ziinen maddelerin penetrasyonunu regiile ettigi bildirilmistir. hopB
genindeki nokta mutasyonlar1 ve hopC genindeki bir delesyon tiim mutant ve transforme H.
pylori suslarinda azalan amoksisilin birikimi, MiK degerlerinde artis (hopB geni igin 250
mg/L ve hopC geni i¢in 125 mg/L) ile iliskilendirilmistir. hopB ya da hopC’deki nokta
mutasyonlart pbpl genindeki (liglii mutantlar) mutasyonlar ile ilgili oldugu bildirilmistir. Bu
bulgular porin kanallarinin ve PBP1 mutasyonlarinin amoksisilin direncine neden oldugunu
gostermistir (27).

H. pylori’de amoksisilin direnci temel olarak PBP’lerin degisimi ile antibiyotigin
bakteriyal hiicre duvarina azalan permeabilitesi ile iliskilendirilmistir (167). H. pylori’de B-
laktamaz aktivitesinden kaynaklanan direng belirtilmemistir (8,18,27,168).

B-lactamlar’in spesifik PBP’lere kovalent baglanmasi duyarli bakterilerde hiicre duvar
sentezini gergeklestirememesi ile hiicre lizisi ve 6liim ile sonuglanir. B-lactamlara direng ile
sonuclanan PBP’lerdeki degisim yaygin olarak Streptococcus pneumoniae gibi Gram pozitif
bakterilerde tanimlanmistir, ayn1 zamanda Haemophilus influenzae, Neisseria gonorrhoeae,
Neisseria meningitidis, ve Proteus mirabilis gibi Gram negatif bakterilerde de bildirilmistir.
H. pylori’de ii¢ temel PBP (66 kDa PBP 1, 63 kDa PBP 2, 60 kDa PBP 3) saptanmistir. Dore
ve arkadaglari, 32 kDa biyiikliglinde amoksisiline daha diisiik affinitede baska bir PBP
“PBP-D” bildirmistir. Diger bir¢ok calismada, H. pylori’de PBP-D varlig1 gosterilmistir ve
PBP 4 olarak karakterize edilmistir. H. pylori’nin daha siklikla 72-kDa biiytikliigiinde bir
PBP’ye (PBP 1A) baglandig1 ve H. pylori’de amoksisilin direncinin pbpla genindeki nokta
mutasyonlart ile iliskilendirildigi bildirilmistir (164).

Amoksisilin direngli olarak tanimlanan bir¢ok H. pylori susunun sadece toleransli
oldugu, direncin gegici oldugu ve stabil olmadig1 bildirilmistir. H. pylori’de kalici amoksisilin
direnci ¢ok nadirdir ve bu diren¢ pbp-la genindeki mutasyonal degisiklikler ile
iligkilendirilmistir (Ser414Arg,  Thr556Ser ve Asn562Tyr) ve PBP1A (HP0597)’nin

amoksisiline afinitesi azalarak direng olusmaktadir. Amoksisiline tolerans da tanimlanmistir
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ve olas1 mekanizma olarak dordiincii PBP, PBP-D (PBP4, HP0160) eksikligi bildirilmistir
(8,18,168).

Amoksisilin diren¢ fenotipinin stabil olmadig1 ve —80°C’de stoklandiktan sonra direng
fenotipinin kayboldugu fakat bu suslarin amoksisilin gradient plaklarina ekildiginde direncin

yeniden saptandigi bildirilmistir (27,164).
2.6.2.2. Makrolid Diren¢ Mekanizmasi

Genel olarak bakterilerde klaritromisine karsi direng 1ii¢ farkli mekanizma ile
olmaktadir. Bunlardan ilki 23S rRNA metilasyonudur (45,153). Metilasyon (makrolid-
linkozamid-streptogramin B, MLS3 direnci) yaygin olarak 23S rRNA’nin V domaininde bir
adenin rezidusiiniin farkli erm (eritromisin ribozomal metilaz) genleri tarafindan gergeklesir
ve makrolidin baglanmas1 engellenir. Metilasyon yiiksek diizeyde (MIK >64 mg/L) makrolid
direnci ile sonuglanir (169).

Ikinci mekanizma mef genleri tarafindan kodlanan, 14 ve 15 iiyeli makrolidler igin
spesifik olan efflux pompalaridir (45,153). Ilag efflux mekanizmalarmin bes korunmus ailesi
bakteri tiirleri ile iligkilendirilmistir. Bunlar; “Small Multidrug Resistance”, “Multidrug and
Toxic Compounds Extrusion proteins”, “the Major Facilitator Superfamily”, “the ATP-
Binding Cassette Superfamilies” ve “the Resistance-Nodulation Cell Division (RND)” dir.
RND ailesi birgok Gram negatif bakteride intrinsik makrolid direncinden sorumludur ve H.
pylori i¢in de diisiintilmiistiir (27). Efflux pompa sisteminde ¢oklu H. pylori direncini kontrol
etmede rol oynayan dort adet RND gen grubu (HP0605-HP0607, HP0971-HP0969, HP1327-
HP1329, HP1489-HP1487) gozlemlenmistir. Bu sistemler Phe-Arg-B-naftilamid (PABN) gibi
spesifik efflux pompa inhibitorleri (EPI) tarafindan inhibe edilebilir. Fakat hangi RND gen
grubunun PAPN tarafindan inhibe edildigi bilinmemektedir (170). EPI ayrica antibiyotigin
hiicre i¢i tutulumu ve MIK degerlerinde dénemli derecede azalma ile iliskilendirilmistir
(27,170)

Artan hiicre i¢i antibiyotik konsantrasyonunun mutasyona ugrayan ribozomal bolge igin
azalan ila¢ afinitesini dengeleyebilmesi olast bir mekanizma olarak bildirilmistir. Bu etki
HP0605-HP0607 gen gruplar ile iliskilidir. EPT’lerin MIiK degerleri iizerindeki diger bir
etkisinin duyarl1 ve rRNA’sinda mutasyon olan H. pylori suslar1 arasinda oldugu ve olasi
mekanizmanin duyarli suslarda klaritromisinin efflux pompalarina baglanmak yerine tercihen
ribozomal alt {initeye baglanmasi olarak bildirilmistir (27). Bu nedenle EPI varliginda

klaritromisin MIK degerinin azaldigi bildirilmistir (170). Buna karsilik, rRNA’sinda
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mutasyon olan suslarda mutant ribozomal bolgeye diisiik afinitesi nedeniyle klaritromisin,
efflux pompalari tarafindan disart atilir. Bu diislince ile PAPN tarafindan efflux pompalarinin
inhibisyonunun MIK degerleri iizerinde daha yakin iliskili etkisi oldugu belirtilmistir. Bu
bulgulara dayanarak PABN (ya da PABN-benzeri molekiiller) ile klaritromisinin hiicre igi
tutulumunu arttirarak klaritromisin-temelli tedavilerin eradikasyon etkinliginin artabilecegi
hipotezi bildirilmistir (27). Hirata ve arkadaglarinin ¢alismasinda tiim klaritromisin direngli
suslarin 23S rRNA mutasyonu igerdigi bilidirlmistir (170). Sonug¢ olarak H. pylori’de
klaritromisin diren¢ mekanizmasi olarak 23S rRNA mutasyonlarinin efflux mekanizmasindan
daha dominant oldugu bildirilmistir (124).

Uciincii mekanizma ise enzimler (esterazlar, fosforilazlar, glikosidazlar) tarafindan
makrolidlerin inaktivasyonu ve 23S rRNA’daki nokta mutasyonlaridir (45,153).

H. pylori’ de Kklaritromisin direnci, konformasyonal degisiklige ve makrolid
baglanmasinda azalmaya neden olan nokta mutasyonlarindan kaynaklanmaktadir. En sik
goriilen mutasyonlari, 2142 ve 2143 pozisyonlarindaki A—>G doniisiimii “transition” ve 2142
pozisyonundaki A=>C degisimidir “transversion” (Sekil 23) (8,18,29,36,40,171). 2142/2143
pozisyonlar1 E. coli 23S rRNA geninde 2058/2059 pozisyonlar1 olarak, H. pylori’de ise H.
pylori’nin ribozomal sekansina dayanarak dogru sekilde yeniden adlandirilmasindan once
2143/2144 pozisyonlar olarak gosterilmistir (29,135). GenoType HelicoDR metodunda ise
ayn1 bolge farkli gen bankasi erisim numarali H. pylori genom sekansina gore 2146/2147
olarak isimlendirilmistir (36). Klaritromisin herhangi bir enfeksiyon i¢in kullanildiginda bu
direngli mutantlarin secilimi olur ve bu suslar populasyonun ¢ogunlugu haline gelir

(8,18,136).
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Sekil 23. Klaritromisin direncine neden olan H. pylori 23S rRNA’sinda meydana

gelen nokta mutasyonlar (8)

A2115G, G2141A, T2117C, T2182C, T2289C, G2224A, C2245T, C2611A gibi ender
goriilen diger nokta mutasyonlar1 da bildirilmistir. Az siklikla gortilmeleriyle birlikte T2182C
ve C2611A mutasyonlar1 diisiik diizeyde dirence neden oldugu, A2115G, G2141A, T2117C,
T2289C, G2224A, C2245T mutasyonlarinin ise direng ile iligkili oldugu bildirilmistir
(27,29,172).

H. pylori’ de klaritromisin direnci daha 6nceden herhangi bir makrolidin kullanimi ile
de iliskilendirilmistir (169).

A2143G mutasyonu diisiik MIK (<64 mg/L)’li suslarda sik bulunurken, A2142G ve
A2142C ozellikle yiiksek klaritromisin MIK (>64 mg/L)’li suslarda daha ¢ok goriilmektedir
(18).

H. pylori iki 23S rRNA geni (rrn operonu) igerir ve mutasyonlar genellikle her iki
kopya da da bulunur (18,153,173). 23S rRNA’nmn bir kopyasinda mutasyon, yliksek
klaritromisin direncinin homolog DNA rekombinasyonuyla diger 23S rRNA genine kolayca
transfer olabildigi gdsterilmistir. iki RNA kopyasmnin birinde mutasyonun gézlenmesi yiiksek
diizey dirence neden olmak i¢in yeterlidir (18).

MIK degerinin sonuglar1 uygulanan yontemin kosullarina gére degiskenlik gosterebilir;
artan pH saptanan MIK degerini azaltabilirken, karbondioksitli ortamda inkiibasyon MiK
degerini arttirabilir (169).
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2.6.2.3. Florokinolon Diren¢ Mekanizmasi

Genel olarak kinolon direnci ti¢ farkli yol ile olabilir: 1- Hedef aracili direng: Giraz ve
topoizomeraz IV’teki mutasyonlar zayiflamis kinolon-enzim etkilesimlerine neden olur. 2-
Plazmid aracili direng: Kinolondan enzim-DNA komplekslerini koruyan ve topoizomeraz-
DNA baglanmasini azaltan Qnr proteinleri ile ya da siprofloksasin ve norfloksasinin C7
halkasindaki serbest nitrojeni asetilleyen bir aminoglikozid asetiltransferaz olan AAC(6')-Ib-
cr araciligi ile etkileri azalarak olur. Ayrica plazmidte kodlanan efflux pompalar1 hiicredeki
kinolon konsantrasyonunu azaltarak dirence neden olur. 3- Kromozom aracili direng: Gram
negatif bakterilerdeki porinlerin azalan ekspresyonu ile ilag alimiminin azalmasi ya da
kromozomda kodlanan efflux pompalarinin asir1 ekspresyonu sonucunda hiicrede ilag

tutulumunun azalmasi ile olur (Sekil 24) (174).

3a 3/

Sekil 24. Kinolon diren¢ mekanizmasi (174)

Kromozomal genlerdeki mutasyonlarin neden oldugu kinolon direnci iki mekanizma ile
gerceklesir: 1- DNA-giraz ve topoizomeraz IV alt {initelerinin kodlanmasini ve degisen
gecirkenlik mekanizmasini kapsayan degisime ugramis hedef mekanizmasi, 2- D1 membran
difiizyonu 1i¢in kanallar1 diizenleyen proteinlerin ya da sitoplazmik membran efflux
pompalarinin ekspresyonunun regiilasyonu. Diislik diizeyde kinolon direncine neden oldugu
bildirilen bir diger mekanizma ise indiiklenmis hedef ekspresyonudur (34).

En yaygin levofloksasin diren¢ mekanizmasit DNA giraz ve topoizomeraz IV kodlayan
genlerdeki mutasyonlardir. Porinlerdeki degisiklikler, o6zellikle OmpF’deki yapisal
degisiklikler ve efflux pompalarinin aktivitesini etkileyen regiilatuar genlerdeki mutasyonal
degisiklikler de levofloksasine karsi diren¢ gelisiminde rol oynayan mekanizmalar olarak

bildirilmistir (31).
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Bakteriyal tip II topoizomerazlarin inhibisyonu yanittaki tamir mekanizmalarini aktive
eder. Ciinkii hasar goren DNA’nin her bir pargast tamir proteinlerinin olusmasinda rol
oynayan bir SOS gen agini aktive eder. SOS sistemini diizenleyen regiilatuar RecA ve LexA
proteinlerinin kontrolii altinda 40°tan fazla gen bulunmaktadir (34).

Bakteriyal DNA topoizomerazlar kinolon inhibisyonundan QnrB peptidi ile korunurlar,
ayni zamanda kinolona karsi diisiik diizey direng olustururlar. SOS yanit tetikleyicilerin
sinyallerinin mutasyon yetenegini ve qnrB-aracili kinolon direncini arttirdig1 bildirilmistir
(34).

Kinolonlara kars1 direng mutasyon oranini arttiran hedef bolgedeki mutasyonlar ve SOS
sistem uyarisi ile genlerin de-represyonu ile kazanilir. Florokinolonlar tarafindan genetik
varyasyonun arttirilabilmesi SOS bagimsiz olasi ikinci bir mekanizmadir ve direng
determinantlarinin kazanimini, degisimini ve yayilmasini destekleyebilmektedir (34).

SOS sistemi antibiyotik direng genlerinin ya da mutasyonlarin horizontal gegisini
desteklemektedir, antibiyotik direncinin yayilmasina katkida bulunmaktadir (34).

Kinolon ve florokinolonlara karsi dirence neden olan temel faktorler ila¢ hedef
genlerindeki kromozomal mutasyonlar ile iligkilendirilmekle birlikte son zamanlarda

kesfedilen ve plazmid-kodlu dirence neden olan ¢esitli mekanizmalar bildirilmistir (159).
i. Kromozom-kodlu Direng

Enterobacteriaceae’de kinolonlara direng genellikle ilk olarak DNA giraz’da (GyrA)
sonrasinda topoizomeraz [V’te (P arC) mutasyonlarin birikiminden kaynaklanir. E. coli’nin
GyrA’sindaki degisimler cogunlukla Ala67 ve Asp87 aminoasitleri arasinda lokalize QRDR
bolgesindeki proteinin N-terminalinde meydana gelir. Mutasyonlar en sik enzimin aktif
bolgelerinin (Tyr122) yakininda Ser83 ve Asp87 kodonlarinda meydana gelmektedir. Ayrica
kinolon direnci azalan membran permeabilitesi ve/veya efflux pompa sistemlerinin asirt

ekspresyonu ile iligkili olabilmektedir (159).
ii. Plazmid-aracili Diren¢

Genellikle efflux direng¢ mekanizmalart veya hedef bolge i¢in genetik bilgi
kromozomlar tarafindan kodlanir (34). Imkansiz olarak nitelendirilmesine ragmen, plazmid-
aracilt kinolon direnci (“plasmid-mediated quinolone resistance, PMQR”) ilk olarak 1998

yilinda Amerika’da bir Klebsiella pneumoniae susunda rapor edilmistir. Bugiine kadar cesitli
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PMQR mekanizmalari tanimlanmistir: Qnr proteinleri, aminoglikozid agiltransferaz AAC(6’)-
Ib-cr ve efflux pompalart QepA ve OqxAB (34,159).

Ik tanimlanan PMQR determinanti Qnr proteini, son zamanlarda QnrAl olarak
adlandirilmistir. QnrAl, prokaryot ve dkaryotlarda 500°den fazla {iyesi bilinen, “pentapeptid
tekrar ailesine” (“pentapeptid repeat”, PPR) baglh olan 218-aminoasitlik bir proteindir. Bu
proteinler bir konsensus sekans [S,T,A ya da V] [D ya da N] [L ya da F] [S,T ya da R] [G] ile
birbiri ardina tekrar eden aminoasit sekanslarindan olugmaktadirlar. Diger alt1 QnrA varyanti
(QnrA2-QnrA7) tanimlanmistir ve QnrA1l’den birka¢ aminoasit degisikligi ile ayrilmaktadir
(159).

Kinolon inhibisyonu, topoizomeraz IV ve DNA giraz’in Qnr proteini ile etkilesimi
sonucu Onlenir. Qnr proteini, nalidiksik aside karsi dirence ve florokinolon direncine karsi
azalan duyarliliga ya da diisiik diizeyde florokinolon direncine neden olur (34).

gqnrA ve gnrB genleri genellikle aminoglikozid inaktive eden enzimler ya da B-
laktamazlar gibi diger antibiyotiklere direngten sorumlu olan, integron igeren genleri
diizenlerler. Kinolon ve aminoglikozidler, B-laktamlar gibi diger antibiyotiklere kars1 direnci
kodlayan genlerin iliskisi, florokinolonlara direncli suslarin kimyasal acidan iliskili olmayan
antibiyotik siniflar1 tarafindan se¢ilim ve yayilim i¢in uygundur (34).

QnrAl, giraz inhibitorlerine direngte rol oynayan, pentapeptid tekrar ailesinin iki diger
tiyesi olan McbG ve MfpA ile %19-20 aminoasit benzerligi gostermektedir. Qnr proteinleri
kinolonlara kars1 direnci degisen kinolon hedef enzimleri, efflux pompa aktivasyonu, ya da
dis membran porinlerinin eksikligi ile destekleyebilir. Ayrica, Qnr proteinleri kinolon direngli
mutantlarin se¢ilimini 100 kat daha fazla bir siklikla secilebilir seviyeye yiikselterek
kolaylastirir. Qnr determinantlarinin bulunmasi diisiik diizeyde kinolon direncinin segilimini
kromozom-kodlu mekanizmalar sayesinde kolaylastirir. Klinik a¢idan Qnr determinantlari,
siprofloksasin mutant énleme konsantrasyonunu (“mutant prevention concentration”, MPC)
mutantlarin daha yiiksek diizeyde kinolon direnci ile geri kazanimina aracilik ederek 10 kattan
daha fazla arttirabilir. Buna bagli olarak Qnr pozitif suslar, florokinolon tedavi sonrasi
kinolon direncinin ek olarak kromozom kaynakli mekanizmalarinin in vivo segilimi igin
uygun zemin olabilir (159).

Qnr determinantlarinin tiim tipleri diinya da bircok farkli Enterobacteriaceae tiirlerinde
tanimlanmistir  fakat c¢ogunlukla toplum kokenli ve nozokomiyal K. pneumoniae,

Enterobacter spp., E. coli ve Salmonella enterica suglarinda bildirilmistir (159).
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Tiim gnr genleri biiylikliigli 7-320 kb arasinda degiskenlik gosteren plazmidler tizerinde
identifiye edilmistir. Bu plazmidlerin, o6zellikle gnrA ve gnrB pozitif olanlar siklikla B-
laktamlar, aminoglikozidler, kloramfenikol, tetrasiklin, siilfonamidler, trimetoprim ve
rifampine karsi dirence neden olan diger antibiyotik direng genlerini de barindirdiklar

gosterilmistir (159).
iii. Aminoglikozid asetiltransferaz AAC(6°)-1b-cr

AAC(6’)-Ib-cr enzimi, Shanghai, Cin’de gnrA pozitif E. coli susunda kesfedilen bir
PMQR determinantidir. aac(6’)-1b-cr (siprofloksasin direnci i¢in) geni, genellikle kanamisin,
tobramisin ve amikasin direncinden sorumlu yaygin aminoglikozid asetiltransferaz AAC(6’)-
Ib’nin bir varyantin1 kodlar. Bu varyant, wild type AAC(6°)-Ib ile karsilastirildiginda 102
(Trp 2> Arg) ve 179 (Asp>Tyr) kodonlarinda iki degisim sergiler ve her iki mutasyonun da
cesitli florokinolon molekiillerine duyarliligin azalmasinda rol oynadig: bildirilmistir (159).

Bu varyant enzim siprofloksasin aktivitesinin dort kat daha azalmasi i¢in norfloksasin ve
siprofloksasin’i asetilleme yetenegindedir. C-7 pozisyonunda piperazinil bulunmamasi
nedeniyle levofloksasin ve moksifloksasin asetilasyona ugramaz (167). aac(6’)-Ib-cr geni
sull-tip sinif 1 integronlar i¢inde bir gen kasedi olarak tanimlanmistir ve hem ESBL-pozitif

hem de ESBL-negatif suslarda identifiye edilmistir (159).

iv. Efflux pompasi QepA

Efflux pompalarinin  kromozom-kodlu olmalarinin  yamisira yeni bir PMQR
determinanti, gepA (kinolon efflux pompasi i¢in) Japonya ve Belgika klinik E. coli suslarinda
tanimlanmistir. Bu gen, 511-aminoasitlik bir protein (53 kDa) kodlar (159). Bu protein wild
type duyarlilik profiline kiyasla MIK degerlerinin 8-32 kat artis1 ile hidrofilik kinolonlara
(6rn; norfloksasin, siprofloksasin ve enrofloksasin) duyarhiligin 6nemli derece azalmasina
neden olur. Buna karsin, QepA proteini kismen hidrofilik (6rn; perfloksasin, sparfloksasin,
levofloksasin, moksifloksasin) ve hidrofobik (&rn; nalidiksik asit) kinolonlarin MIK
degerlerini onemli derecede degistirmez (34,159).

Kinolon direncinin sadece vertikal aktariminin varsayilmasiyla birlikte, bu PMQR
kodlayan genlerin varliginin horizontal gegisin de olabilecegini gdsterdigi bildirilmistir (159).

H. pylori enfeksiyonunda florokinolon direnci ¢ogunlukla (%99) gyrA geninin QRDR
bolgesindeki mutasyonlardan kaynaklanmaktadir. Enzim ve antibiyotigin bildirilen nokta

mutasyonlar1 ile baglanmasinin inhibisyonunun bir sonucudur. Cesitli calismalarda meydana
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gelen mutasyon lokuslar1 olarak 88 pozisyonu (Ala88Val), 91 pozisyonu (Asp91Gly, Asn,
Ala ya da Tyr) ve 87 pozisyonu (Asn87Lys) bildirilmistir. Levofloksasin direngli H. pylori
suglarinin tiimiinde hem 91 hem de 87 pozisyonunda mutasyonlar bildirilmistir. Ayrica 87.
pozisyonda Tyr—->Asn degisimi yeni bir mutasyon tanimlanmistir. Nadir gériilen ve genellikle
87. ve 91. pozisyonlardaki mutasyonlar ile iliskilendirilen, MIK degerlerindeki rolii az olan
Asp86Asn mutasyonu saptanmistir. Levofloksasin direncinde saptanan gyrA ve gyrB
genlerindeki mutasyonlarin oranlari sirasiyla %83.8 ve %4.4 olarak bildirilmistir (27,34).

Levofloksasin direncinde rol oynayan gyrA’nin 87. kodonunda ¢esitli asparjin-treonin
rezidiilerinden meydana gelen bir aminoasidik polimorfizmin meydana gelmesi gibi diger
faktorler de wvardir. Spesifik olarak tanimlanan H. pylori J99 standart susunda treonin
bulunmasi ve H. pylori 26695 standart susunda asparjin rezidiilerinin bulunmasi daha yiiksek
diizeyde antibiyotik duyarlilig ile iliskilendirilmistir. Bu iki standart susun tiim genomlarinin
sekanslanmasi sayesinde bu farklilik tanimlanmistir. Diger Helicobacter tiirleri ilging olarak
87. kodonda treonin rezidiilerinin varligin1 korumaktadir ve bunun, Helicobacter tiirlerinin
evriminin, bir “filogenik™ tipinin olmas1 ihtimalini belirtmekte oldugu bildirilmistir (27,34).

26695 ve J99 standart H. pylori suslarinin total genom sekanslart daha yiiksek
antibiyotik duyarliligi ile iliskili olarak 87. kodonda J99’da treonin (Thr,T), 26695’ de
asparajin (Asn,N) varligin1 gostermistir ve bu da Helicobacter tiirlerinin filogenik evriminin
olasiligin1 gostermektedir (27).

H. pylori’de levofloksasin direnci gyrA geninin QRDR bolgesindeki mutasyonlar
nedeni ile olmaktadir. Baslica iligkili aminoasit pozisyonlar1 87 ve 91 olarak bildirilmistir. En
stk goriilen mutasyonlara bagli degisimler Asn87Lys, Asp91Gly, Asp91Asn ve Asp91Tyr
dontisiimleridir. Bir¢cok calismada gyrB geni de arastirilmistir fakat gyrB geninde dirence
neden olan mutasyon goriilmemistir. Efflux pompalarinin H. pylori ’de florokinolonlara kars1
direngte rol oynamadig1 ve parC veya parE genlerinin H. pylori genomunda bulunmadigi
bildirilmistir (8,35). 86, 87, 88 ve 91 kodonlarinda tespit edilen 11 adet mutasyon ve bu 11
mutasyona ek olarak yeni tanimlanan A88P ve D91H mutasyonlarimin da levofloksasin
direncinden sorumlu oldugu rapor edilmistir (175). 87 ve 91 pozisyonlarindaki mutasyonlarin

levofloksasin direngli suslarin tiimiinde goriildiigi bildirilmistir (27).
2.6.2.4. Tetrasiklin Diren¢ Mekanizmast

Genel tetrasiklin diren¢ mekanizmalari; antibiyotigin bakteri hiicresine girisinin

azalmasi, aktif efflux pompalari, ribozomal hedef bolgesinin degismesi veya antibiyotigin
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enzimatik modifikasyonudur. Dis membran porin proteini OmpF’yi kodlayan kromozomal
gende meydana gelen mutasyonlar diger antibiyotiklerde (B-laktamlar, kinolonlar,
kloramfenikol) oldugu gibi tetrasiklinlere kars1 diisiik diizeyde dirence neden olabilir. Bir¢ok
bakteride tetrasiklin direnci c¢ogunlukla efflux proteinlerinin veya ribozomal koruma
proteinlerinin asir1 ekspresyonu araciligi ile olur (18,45).

Cogu bakteride tetrasikline kars1 direng hiicre zarinda membran-iligkili efflux proteinleri
tarafindan tetrasiklin-katyon komplekslerinin bir enerji-bagimli  efflux’u  nedeniyle
olmaktadir. Tetrasiklin komplekslerinin hiicreden disar1 atilmasit hiicre i¢i ilag
konsantrasyonunu azaltir ve ribozomu tetrasiklinin etkisinden korur. Tetrasiklin duyarlilig
efflux genlerindeki delesyonlar ile artmaktadir, efflux genlerinin asir1 eksprese edilmesi ise
tetrasiklin direncine neden olmaktadir (20).

Diger yaygin diren¢ mekanizmasi ise ribozomal koruma proteinleri araciligi ile
olmaktadir. Bu sitoplazmik proteinler tetrasiklin i¢in ribozomun afinitesini azaltarak ya da
bagli antibiyotigin ribozomdan serbest birakilmasini saglayarak tetrasiklin direncine neden
olmaktadir (20,27). Ribozom koruma proteinleri elongasyon faktdrleri EF-Tu ve EF-G’ye
homoloji gosterirler. Ribozoma baglanarak konformasyonunu degistirip tetrasiklinin
baglanmasini inhibe ederler. Tet(M) ve Tet(O) bu proteinlerden en karakterize olanlaridir.
Ribozom koruyucu proteinlerde antibiyotik ribozoma baglanabilir fakat protein sentezi
bozulmaz (18,45).

Oksijen ve NADPH varliginda ferX geni tarafindan kodlanan bir enzim tarafindan
tetrasiklinin enzimatik inaktivasyonu ve tetrasiklinin baglanma boélgesini degistiren 16S
rRNA genindeki mutasyonlar diger tetrasiklin diren¢ mekanizmalaridir (20).

H. pylori’deki tetrasiklin direncinin efflux pompalar1 ya da ribozom koruyucu proteinler
aracilt olmadig bildirilmistir. Temel mekanizma 16S rRNA’da primer tetrasiklin baglanma
bolgesindeki tek, ikili ve li¢li baz ¢ifti degisimlerine dayanir (Sekil 25). Niikleotidik triplette
degisiklik (AGA926-928TTC) tetrasiklinlerin baglanma bolgesine baglanamamalarindan
dolay1 bu bilesiklere karsi direng ile iliskilendirilmistir (8,35,176).
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Sekil 25. 16S rRNA’da primer tetrasiklin baglanma bolgesindeki baz degisimleri (177)

16S rRNA’daki tek veya ikili mutasyonlarin orta diizeyde (“intermediate”) MIK
degerine, l¢li mutasyonlarin (AGA926-928 >TTC) ise yiiksek seviyelerde tetrasiklin
direncine neden oldugu bildirilmistir. (8,27,172,178) H. pylori ’de tetrasiklin direncinin
bircok tlilkede goriilmedigi ya da direng oraninin diisiik oldugu bildirilmistir (<%5) (8,27).

Yiiksek diizeyde direng (MIK >256 pg/ml) ilk defa H. pylori eradikasyonu klasik iiclii
tedavi basarisizligt ile sonuglanan bir hastada 1996 yilinda Avustralya’da bildirilmistir. H.
pylori’nin tetrasiklinlere karsi genel diren¢ orani diisiiktir ve %2’den daha az oldugu
bildirilmektedir. Tiim tetrasiklin direngli suslarin metronidazole karsi ¢capraz direng gosterdigi
ve capraz direncin tetrasiklin direnci de dahil olmak {izere tetrasiklin duyarli H. pylori

suslarina aktarilabilecegi bildirilmistir (164).
2.6.2.5. Metronidazol Diren¢ Mekanizmasi

Genel metronidazol diren¢ mekanizmalari; sitotoksik bilesenlerin konak DNA’s1 ile
etkilesiminden Once eliminasyonu ve serbest radikal ara iirtinleri uzaklastirabilen intraselliiler
enzimlerin varligidir. Anaerobik bakterilerde metronidazol direnci, elektron alicisinin
(6zellikle piruvat: ferrodoksik oksidorediiktaz ve ferrodoksin) indirgenmis aktivitesi ile

iliskilendirilmistir. Yiksek intraselliiler redoks potansiyellerinin metronidazol indirgenme
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aktivasyonunu engellemesinin ise aerob tiirlerin intrensek direncinden sorumlu oldugu
bildirilmistir (18,35).

H. pylori’deki metronidazol direnci ise proteini etkisiz hale getirebilen oksijen-duyarsiz
bir nitrorediiktaz rdxA genindeki mutasyonlar, frxA (flavin oksidorediiktaz) ve frxB
(ferrodoksin benzeri enzimler) genleri tarafindan kodlanan diger rediiktazlarin inaktivasyonu
ve son zamanlarda raporlanan kompleks efflux sistemleri ile iliskilendirilmistir (18,35).
Ayrica TolC efflux pompasmin da metronidazol direng mekanizmasinda rol oynadigi
bildirilmistir (8,176). H. pylori’de metranidazol direnci ilacin aktif olmasi i¢in gereken
elektron alicilarin1 kodlayan genlerde goriilen mutasyonlar ile olusmaktadir. H. pylori’de
FdxA, Fld A, Fdx B, Frx A, Oor D, Por D, Rdx A, Mda B, Rib F gibi elektron alicilari
bulunmaktadir, bu nedenle H. pylori’de goriilebilecek mutasyona bagli diren¢ gelisme

olasiligini arttirmaktadir (18,172).
2.6.2.6. Rifampin Diren¢ Mekanizmasi

H. pylori ’de rifampinlere kars1 direng gelisimi Mycobacterium tuberculosis ve E. coli
’de oldugu gibi rpoB geninde 149, 524, 525, 585 pozisyonlarindaki mutasyonlar ile
iliskilendirilmistir ve olduk¢a nadirdir (8).

2.7. Antimikrobiyal Duyarhihgin Belirlenmesinde Kullamilan Yontemler

H. pylori’de antibiyotik direnci tedavi basarisizliginin temel nedeni oldugundan
antibiyotik  direncinin saptanmast Onemlidir. H. pylori’nin antibiyotik direncinin
saptanmasinda gradiyent diflizyon (E-test), agar diliisyon ve disk difiizyon gibi kiiltiir temelli
fenotipik metotlar kullanilmaktadir. Ancak bu metotlar zaman alicidir (18,42). Hiicre
gecirgenligi, inokiilasyon miktari, enkiibasyon sartlar1 ve bliylime ortami gibi faktorler sonucu
etkileyebilir. Molekiiler temelli metotlar bu faktorlerden bagimsizdir ve bu nedenle kiiltiir
temelli yontemlere alternatif yontemlerdir. Ayrica, kiiltlir temelli testlerden daha hizhidir ve
gastrik biyopsi Orneklerine direkt olarak uygulandigi zaman, sonu¢ endoskopinin yapildig:
giin elde edilebilmektedir (18).

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

standart fenotipik yontemler ve genotipik yontemler olarak iki grupta incelenir (8).
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2.7.1. Fenotipik Yontemler

2.7.1.1. Agar Diliisyon

Agar diliisyon, antimikrobiyal duyarlilk test yontemlerinin  dogrulugunu
degerlendirmek i¢in kullanilan referans bir yontemdir. H. pylori i¢in CLSI’'nin 6nerdigi
antimikrobiyal duyarlilik testi agar diliisyondur (8,18,178). Uygun ortam (Brucella agar,
Columbia agar, Wilkins Chalgren agar vb), suplementler (%5-10 kan), inokulum miktar1 (10*-
108 CFU/ml), inkiibasyon atmosferi ve plaklar1 okumak i¢in uygun zamanin belirlenmesi ile
ilgili olarak standardizasyona ihtiya¢ duyulmaktadir (179). CLSI’ya gore klaritromisin i¢in
siir degerler <0.25 pg/mL duyarl, 0.5 pg/mL intermediate ve >1 pg/mL direncli olarak agar
diliisyon yontemi i¢in belirlenmistir (8,178). EUCAST’a gore ise klaritromisin i¢in; <0.25
pg/mL duyarli, >0.5 pg/mL direncgli olarak E-test yontemi i¢in belirlenmistir (148). Rutin

olarak uygulanmasi zor bir yontemdir (38,180).
2.7.1.2. Broth Diliisyon

Broth diliisyon metodu otomasyona adapte olabilme avantajina sahiptir. Ayrica,
H. pylori’nin sivi besiyerinde {iremesinin zorlugu nedeniyle H. pylori igin ¢ok sik
kullanilmamaktadir. Brucella broth ya da Mueller-Hinton broth siv1 besiyerlerinin eklenmesi
ile iyi sonuglar alinabilecegi bildirilmistir. Metronidazol hari¢ E-test ile diger antibiyotiklerin

iyi bir korelasyon gdsterdigi saptanmistir (8,40).
2.7.1.3. Disk Difiizyon

Rutin duyarlilik testleri i¢cin ¢ok ekonomik, en basit ve en sik kullanilan metottur (8,18).
H. pylori gibi yavas iireyen bakteriler i¢in dnerilmeyen bir yontemdir. Fakat birgok ¢alismada
E-test ile uyumlu bulunmustur (38,180). Makrolid direncini saptamak ic¢in disk difiizyon
yontemi valide edilmistir. MIK >0.5 pg/mL’ye karsilik gelen smir deger inhibisyon zonu

klaritromisin i¢in 22 mm ve eritromisin i¢in 17 mm’dir (8).
2.7.1.4. Gradiyent Difiizyon (E-test)

E-test, disk difiizyon yonteminin kantitatif bir varyantidir. Metronidazol hari¢ diger
tiim antibiyotikler icin agar diliisyon metodu ile uyumunun ¢ok iyi oldugu bildirilmistir.
Kesin bir MIK degeri belirlenmesi gerektiginde E-test uygulanmalidir (8). H. pylori’de disk

difiizyon yerine E-test metodunun Onerilmesinin temel nedeninin E-test stribinin antibiyotik
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salim1 i¢in daha saglam bir yapiya sahip olmasi ve uzun inkiibasyonlar1 tolere edebilmesi

oldugu belirtilmistir (38,180).
2.7.1.5. “Breakpoint” Duyarlilik Testi

Diliisyon metodlarinin basitlestirildigi bir metotdur. Agar plaginda direnci ifade eden
smir degere karsilik gelen sadece bir ilag konsantrasyonu kullanilir. Suslart duyarli, orta
diizeyde direngli ya da direngli olarak siniflandirmak i¢in 6rnegin klaritromisin’de 1 pg/mL
ya da iki farkli konsantrasyon ( 0.25 ve 1 ug/mL) kullanilir (8). Agar diliisyon metodu ile
metronidazol hari¢ korelasyonunun iyi oldugu bildirilmistir (40). Agar diflizyon (E-test ve
disk) ile karsilagtirildiginda ise metronidazol duyarlilik testi %94 korelasyon gostermistir

fakat tekrarlanabilirliginin ¢alisiimadigi bildirilmistir (8).

2.7.2. Genotipik Yontemler

H. pylori tanisinda kiiltlirtin altin standart yontem olmasma ve 6zgiilliigiiniin %100
olmasima ragmen narin ve yavas iireyen bir bakteri olmasindan dolayi, bircok laboratuvar
molekiiler tani testlerine yonelmektedir (43). H. pylori nazli ve yavas lireyen mikroaerofilik
bir mikroorganizmadir ve standart kiiltiir temelli in vitro antibiyotik duyarlilik testleri (disk
difiizyon, agar diliisyon ve E-test) bir uzman kisi tarafindan yapilsa bile duyarlilik sonuglari
gastrik biyopsi drneginin hastadan alindig1 giinden en az 10-14 giin sonra raporlanabilir (39).
Molekiiler metotlar bakterilerin canliligina bagimli degildir (8). Genotipik metodlarin hemen

hemen hepsi sadece makrolid direncini saptamak i¢in uygulanabilmektedir (40).
2.7.2.1. PCR- Restriksiyon fragment uzunluk polimorfizmi (RFLP)

Biyopsi ya da digk1 6rneginden izole edilen DNA’da klaritromisin direncine neden olan
nokta mutasyonlarini igeren 23S rRNA geni PCR ile ¢ogaltilir ve sonrasinda spesifik olarak
mutasyon bolgelerinden kesim yapan restriksiyon endoniikleazlar ile pargalanir. Sonucta
olusan fragmentlerin boyutu kullanilan enzime 6zgili nokta mutasyonun varligini/yoklugunu
belirler. Ornegin; A2142G mutantinin varligi yaklasik 700 bp biiyiikliigiinde iki fragment
veren bir Mboll bélgesi yaratir. A2143G mutasyonunun varligt 700 bp ve 300 bp
blytikliiglinde iki majér fragment veren ek bir Bsal bolgesi yaratir. Direng fenotipi ve bu
yontem ile saptanan spesifik mutasyonlarin varlig1 sekans analizi ile valide edilmistir ve farkli
iilkelerde H. pylori suslarinin klaritromisin duyarliligin1 belirlemede kullanilmaktadir (39).

Ayrica BceAl enzimi A2142C mutasyonunu saptamak i¢in Onerilmistir. Genel olarak
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restriksiyon bolgeleri o bolgeleri kesen enzimler ile bilinmektedir; Bsal A2142G mutasyonu,

Bsbl A2143G mutasyonu i¢in kullanilan enzimlerdir (8).
2.7.2.2. Floresan Rezonans Enerji Transfer (FRET)-Real-Time PCR

Bu yontem direkt gastrik biyopsi orneklerinden ve diski orneklerinden izole edilen
DNA’da klaritromisin direncine neden olan major nokta mutasyonlarinin PCR, es zamanh
olarak amplikonlarin prob hibridizasyonu ile saptanmasi ve LightCycler thermocycler ile
FRET teknolojisi kullanilan termal analizine dayanir (42). Floresanla isaretlenmis mutasyonlu
probun varliginda bir 23S rDNA fragmenti amplifiye edilir. Bu problar PCR f{iriinleriyle
hibridize oldugu zaman, bir floresan sinyal olusur. PCR tamamlandiktan sonra, 1s1 mutasyon
probunun erime noktasini saptamak igin arttirilir. Floresan sinyalin olusturdugu 1s1, mutasyon
probunun ayrildigt noktada (erime noktasi) sinyal verir. Hedef sekansta uyumsuzluk
oldugunda, daha diisiik erime sicakligi hibrid birlesimi karsilastirilarak elde edilir. Kiiltiire
gereksinim duymadan, direkt gastrik dokuya uygulandiginda ii¢ saat icerisinde sonu¢ veren
basit ve hizli bir tekniktir (18).

Bu yontem wild type ve makrolid direngli suslarin saptanabilmesine olanak saglar fakat
A2142G ve A2143G mutasyonlarini ayird edebilme giiciine sahip degildir. Bu mutasyonlar H.
pylori suslarinda saptanan en yaygin (direngli suslarin %95’inden fazlasi) iki mutasyon

oldugu i¢in bu, major bir problem degildir (43).

2.7.2.3. Diger PCR Temelli Yontemler

PCR-Oligoniikleotid ligasyon testi (OLA), PCR’dan sonra ek bir basamak igerir. Ikinci
basamag: gerceklestirebilmek icin wild type ve farkli mutasyonlart iceren DNA fragmentine
komplementer oligoniikleotid problar olmalidir (40). PCR-DNA enzim immun testi (DEIA),
PCR’dan sonra ¢ogaltilan iiriinler prob kapli mikrotitre kuyucuklara eklenir, siv1 fazda bir ters
hibridizasyon gergeklestirilir ve kolorimetrik olarak saptanir. Direkt biyopsi orneklerinden H.
pylori ve Klaritromisin direncine neden olan majdr iic mutasyon saptanabilmektedir (39,40).
PCR-Line Prob Testi (PCR-LIPA), nokta mutasyonlarina uygun oligoniikleotid problar
nitroseliiloz bir stripe uygulanir ve testin genel prensibi amplifiye edilmis iriinlerle ters
hibridizasyona dayanir (39,40). PCR-LIPA, genis sayida 6rneklerin test edilmesi i¢in oldukca
uygun olan ve yedi farkli mutasyonun saptanabildigi sistem, streptavidin-alkalin fosfataz
konjugat/substrat araciligiyla hibritleri kolorimetrik olarak saptanir (39). Biprob Real-time

PCR, H. pylori’nin ureA ve 23S rRNA’s1 “LightCycler thermocycler” ile FRET ve erime
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egrisi analizi kullanilarak saptamaktadir (13,43). Biproblar Cy5 floroforu ile isaretlenmis
sekans spesifik problardir. Prob hedef sekansa hibridize oldugunda, Cy5 SybrGreenl’den
enerji transferine neden olmakta ve salinan 11k artmaktadir. Prob ve hedef arasinda uyumsuz
baz c¢iftleri varliginda, erime egrisi analizinde diisiik erime derecesi agiga ¢ikarmaktadir (13).
Bu protokol hem gastrik biyopsi ve digki o6rneklerine uygulanabilmektedir (43). DPO (Dual
Priming Oligonucleotide) Multiplex PCR, spesifik olmayan baglanma bdlgelerini bloke eder,
dolayisiyla yanlis primer baglanmalarini elimine ederek konvensiyonel PCR’a gore saptama
duyarhilign ve ozgiilliglnii arttirir. Bu yontem DPO teknolojisi kullanilan bir multipleks
PCR’a dayanir. DPO primerlerinin yapist konvensiyonel primerlerden farklidir, 55-60 °C
arasinda daha spesifik bir hibridizasyon saglar ve hedefe baglanip non-spesifik baglanmalar1
onler. Bu PCR herhangi bir konvensiyonel thermocyclerde uygulanabilir. “Seeplex® ClaR-H.
pylori ACE detection kit” kullanilarak H. pylori varligi ve A2142G ve A2143G nokta
mutasyonlarinin neden oldugu makrolid direncinin saptanmasinda DPO-PCR  yontemi
uygulanmaktadir. Makrolid direncine neden olan 23S rDNA mutasyonlarini saptama
performansi kiiltiir temelli fenotipik duyarlilik testleri ile uyumlu oldugu bildirilmistir (41).
Tek Kanal Multipleks PCR, H. pylori enfeksiyonunu ve allel spesifik “scorpion” primerleri
kullanarak klaritromisin direncine neden olan {i¢ 23S rDNA mutasyonlarinin belirlenmesinde
kullanilmaktadir. Tek bir molekiilde bir primer ve bir prob birlesmesi ile olusan “scorpion”
primerler tek niikleotid polimorfizmlerini SmartCycler II cihazi ile floresan sinyalleri dort
kanalda okuyarak ayirt edebilmektedir. Duyarliligt ve spesifikligi yiiksek bir test olan
“scorpion” PCR A2142G ve A2143G mutasyonlarinin ayrimini yapabilmektedir (43).

2.7.2.4. Floresan in situ Hibridizasyon (FISH) Yontemi

Floresan isaretli oligoniikleotid problar kullanilan bir rRNA temelli tam hiicre “whole
cell” in situ hibridizasyon metodudur (8). H. pylori, floresanla isaretlenmis oligoniikleotid
problar H. pylori spesifik 16S ve 23S rRNA ile hibridize olmaktadir. Isaretlenmis problarla in
situ olarak hibridize edilmis bakteriler floresan mikroskobu ile incelenebilmektedir. Bu
yontem ile es zamanh olarak H. pylori varligi ve klaritromisin direnci saptanabilmektedir ve
direkt olarak gastrik biyopsi drneklerine uygulanabilmektedir (8,18,39,40,43). H. pylori igin
tiire spesifik saptama floresein ile isaretli 16S rRNA spesifik oligoniikleotid Hpy-1 probu ile
yapilmaktadir. Es zamanli olarak tiir icin genotipik antibiyotik direncin saptanmasi

miimkiindiir. H. pylori enfeksiyonuna kars1 iiglii tedavide kullanilan temel antibiyotik
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klaritromisine karst dirence neden olan 23S rRNA’da tanimlanan major nokta mutasyonlari
rodamin ile isaretli ClaR1, ClaR2 ve ClaR3 problar ile spesifik olarak saptanmaktadir.
Mutasyon icermeyen wild type susun belirlenmesi i¢in rodamin isaretli probu
kullanilmaktadir (181).

Mikroorganizmalarin ~ tanimlanmasinda  kullanilan FISH  yontemi  fiksasyon,
preparatlarin  hazirlanmas1 ve dehidratasyon, hibridizasyon, yikama basamaklarindan
olusmakta ve sonuglarin analizi epifloresan mikroskobu ya da flow sitometri ile yapilmaktadir
(181).

FISH, klaritromisin direngli H. pylori mutantlarinin saptanmasi i¢in hizli bir yontemdir
ve sonuglar endoskopiden sonra ii¢ saat i¢inde verilebilmektedir. Problar ticari olarak
saglanabilir ve bu yontem maliyet acisindan ¢ok uygundur, epifloresan mikroskobu diginda
6zel donanima gerek duymaksizin laboratuvarlarda uygulanabilmektedir (182). Maastricht IV
Konsensus Raporu’nda kiiltiir ve antimikrobiyal duyarlilik testlerinin uygulanmasinin
miimkiin olmadig1 durumlarda FISH yontemi gibi molekiiler yontemlerin H. pylori varlig1 ve
klaritromisin duyarliliginin belirlenmesinde kullanilmasi 6énerilmektedir (127). Klaritromisin
direncine neden olan nokta mutasyonlarinin molekiiler yontem ile saptanmasinda DNA
amplifikasyonu ve sekansa alternatif bir yaklasim da FISH yontemidir. Bu yontem ile gastrik
biyopsi Orneklerinde mutasyonlarin hizlica saptanabilmesi i¢in mutasyonlara spesifik
fluoresan problar kullanilir. Klaritromisin direncli H. pylori suslarinin saptanmasinda FISH
yonteminin kiiltlir ve duyarlilik testleri ile iyi bir korelasyon gosterdigi rapor edilmistir. FISH
yonteminin diger bir avantaji ise histolojik inceleme igin génderilen doku 6rneklerinin teorik

olarak patoloji servisinden FISH yontemini uygulamak i¢in istenebilecek olmasidir (136).
2.7.2.5. GenoType HelicoDR

Metronidazol ve amoksisilin i¢in hala belirsiz olmasina ragmen makrolid ve
florokinolon i¢in dirence neden olan mutasyonlar artik ¢ok iyi bilinmektedir. GenoType
HelicoDR testi, H. pylori’nin ve florokinolon ve/veya klaritromisin direncinin kiiltiir veya
biyopsi orneklerinden saptanmasi i¢in bir molekiiler genetik test sistemidir (36).

Klaritromisin direncinin saptanmasit 23S rRNA genindeki en bilinen mutasyonlarin
(2146 ve 2147 pozisyonlar1) saptanmasi ile miimkiin kilinmistir. Florokinolon direncini test
etmek i¢in ise gyrA geni (87. ve 91. kodon) incelenmektedir. Klaritromisin direncine neden

olan en yaygin mutasyonlarin goriildiigi 2142 ve 2143 pozisyonlar1 bu test yonteminde gen
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bankast NC000921 ve NC000915 erisim numarali H. pylori genom sekanslarina gére 2146 ve
2147 olarak belirtilmistir (36,130).

PCR temelli bir hibridizasyon metodu olan GenoType HelicoDR’de stripler, H.
pylori‘nin ve klaritromisin direnci ile iliskili olarak 23S rRNA geninde 2146-2147
kodonlarindaki (A2146G, A2146C ve A2147G) mutasyonlarin, florokinolon direnci ile iligkili
olan 87. ve 91. kodonlardaki (N87K, D91IN, D91G ve D91Y) mutasyonlarin saptanmasi i¢in
dizayn edilmistir. Bu test, H. pylori varliginin, antimikrobiyal profilinin ve klaritromisin ve
florokinolon ile iligkili mutasyonlarin es zamanl saptanmasini saglar (29,36).

Stripler, wild type alleller (WT problar1) ya da mutasyona ugramis allellerin (MUT
problari) sekans dizileri ile hibridize olmak tiizere dizayn edilen oligoniikleotidler (DNA
problari) ile kaplanmistir (Tablo 2) (36).

GenoType HelicoDR testi ile florokinolon ile iliskili olarak 91. kodonda wild type
genotipinin ve 87. kodonda 4 farkli wild type genotipinin saptanmasi miimkiindiir (Tablo 2)
(36,130).

Tablo 2. rrl geni ve gyrA genindeki mutasyonlari saptamak i¢in GenoType HelicoDR testinde
kullanilan DNA stribine hibridize olan problar (36)

gyr87-WT1 N87 AAC Levofloksasin S
gyr87-WT2 N87 AAT Levofloksasin S
gyr87-WT3 T87 ACC Levofloksasin S
gyr87-wT4 T87 ACT Levofloksasin S
gyr87-MUT N87K AAA Levofloksasin R
gyr91-wT D91 GAT Levofloksasin S
gyr91-MUT1 DI9IN AAT Levofloksasin R
gyr91-MUT2 DI91G GGT Levofloksasin R
gyr91-MUT3 DI1Y TAT Levofloksasin R
23S-WT 2146 ve 2147 AA Klaritromisin S
23S-MUT1 2146 A2146G Klaritromisin R
23S-MUT2 2146 A2146C Klaritromisin R
23S-MUT3 2147 A2147G Klaritromisin R

(H. pylori 199 ve 26695 suslarindaki numaralama sistemi kullanilmistir; Gen Bankasi erisim numarasi:
NC000921 ve NC000915. S, duyarls; R, direngli)
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GenoType HelicoDR, kiiltiir ya da biyopsi 6rneklerinden DNA ekstraksiyonu, ilgili gen
bolgelerinin ¢ogaltildig1 biyotinlenmis primerler ile multipleks amplifikasyon (PCR) ve bir
ters hibridizasyon basamagi olmak iizere {i¢ basamakta uygulanmaktadir (36,129,130).
Hibridizasyon asamasi; amplifikasyon {iriinlerinin kimyasal denaturasyonu, tek iplikli biyotin
isaretli amplikonlarin membrana bagli problara hibridizasyonu, unspesifik baglanan amplifiye
olmus Ttriinlerin uzaklastirilmasi, streptavin/alkalinfosfataz (AP) konjugatinin eklenmesi ve
AP aracili boyama reaksiyon basamaklarin1 icermektedir. Hibridizasyon sonucunda strip
lizerinde saptanan bant paternleri, gorsel olarak bir degerlendirme sablon stribi ile

degerlendirilmektedir (130).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Arastirmanin Tipi
Yapilan ¢aligma deneysel nitelikte bir calismadir.
3.2. Arastirmanin Yeri ve Zamani

Tez calismast Subat 2012 - Mart 2015 tarihleri arasinda Dokuz Eyliil Universitesi Tip
Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali’nda yapilmustir.

3.3. Arastirmanin Evreni ve Orneklemi

Dokuz Eyliil Universitesi Hastanesi Gastroenteroloji Poliklinigine dispeptik yakinmalar
ile bagvuran endoskopi endikasyonu konulan diger 2006.KB.SAG.042 BAP proje no’lu,
13.07.2006/179 Etik kurul onayli doktora tez projesi kapsaminda alinmis olan hasta
grubundan randomize segilen 58 hasta (40 kadin, 18 erkek; yas ortalamasi 41.1 + 13.5)
retrospektif olarak calismaya alinmistir. Hastalar Roma III kriterlerine gére degerlendirilerek
dispepsi tanist konulmustur (183). Koagiilopati, gebelik, laktasyon, malignensiler, yakin
zamanda kan transfiizyonu olan, son alt1 ay i¢inde H. pylori eradikasyon tedavisi alanlar, son
bir ay icinde NSAID, proton pompa inhibitérii ve antibiyotik kullanan hastalar dislama

kriterleri nedeniyle ¢alismaya alinmamastir.
3.4. Calisma Materyali
i. Biyopsi Orneklerinin Alinmas:

En az sekiz saatlik acliktan sonra Fujinon SN2 GN20 A003 veya SN1 GN20 A923
marka video endoskop kullanilarak {ist gastrointestinal sistem (GIS) endoskopisi, Uzman
Gastroenterolog/Endoskopist tarafindan uygulanmaigtir.

Endoskopi 6ncesinde %10'luk Xylocain sprey ile farinkse lokal anestezi uygulanmistir.
2006.KB.SAG.042 BAP proje no’lu, 13.07.2006/179 Etik kurul onayr olan doktora tez
calismasi icin endoskopi sirasinda mide antrum ve korpusundan beser adet olmak iizere
yukaridaki diger doktora tez projesi kapsaminda, endoskopi endikasyonu konulmus
hastalardan toplam on adet biyopsi ornegi alinmistir. Bir korpus ve bir antrum biyopsi
ornegine endoskopi sirasinda HUT uygulanip, diger ii¢ korpus ve ii¢ antrum 6rnegi ise kiiltiir
ve diger molekiiler testler i¢in Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali’na 30 dakika igerisinde

ulastirilmistir.
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Bu hasta grubundan 58 hasta randomize secilerek retrospektif olarak bu c¢aligmaya

alimustir.
ii. Diski Orneklerinin Alinmasi

2006.KB.SAG.042 BAP proje no’lu, 13.07.2006/179 Etik kurul onay1 olan doktora tez
calismasi kapsaminda ¢aligmaya alinan hastalardan ayrica endoskopi olduklar1 giin icerisinde
ya da maksimum 2-3 giin icerisinde temin edilebilmis olan diski Ornekleri -80 °C’de
saklanmustir.

Bu tez ¢alismasi kapsaminda randomize secilen 58 hastanin 55’inin diski 6rnekleri de
calismaya alinmistir. Ancak randomize seg¢ilen bu hasta grubundan ii¢ hastanin diski 6rnekleri
ise diger doktora tez projesi kapsaminda digki 6rneklerinin hastalardan elde edilemedigi grup
icerisinde yer almis olmasi nedeniyle bu tez calismasina dahil edilememistir.

Disk1 6rnekleri digkt DNA i1zolasyonu yapilana kadar -80 °C’de saklanmustir.
3.5. Arastirmanin Degiskenleri

Bagimli Degiskenler: 2006-2010 yillar1 arasinda Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi

Gastroenteroloji Poliklinigi’ne dispeptik yakinmalar ile bagvuran ve endoskopi endikasyonu
konulmus, endoskopi uygulanan diger proje kapsamindaki (2006.KB.SAG.042 BAP proje
no’lu, 13.07.2006/179 Etik kurul onayli doktora tezi) hasta grubunun i¢inden randomize
secilen 58 hastadan izole edilen H. pylori suslarinda bulunan rr/ ve gyrA genlerindeki
mutasyonlarin varligi

Bagimsiz Degiskenler: 2006-2010 yillar1 arasinda Dokuz Eyliil Universitesi Tip

Fakiiltesi Gastroenteroloji Poliklinigi’ne dispeptik yakinmalar ile bagvuran ve endoskopi
endikasyonu konmus, endoskopi uygulanan diger proje (2006.KB.SAG.042 BAP proje no’lu,
13.07.2006/179 Etik kurul onayli doktora tezi) kapsamindaki hasta grubunun i¢inden
randomize secilen 58 hastada korpus ve antrumdan alinan biyopsi oOrnekleri, biyopsi
orneklerinden izole edilen H. pylori suslart ve ayni hastalarin diskilarindan izole edilen total

DNA

Kontrol Degiskenleri: rrl ve gyrA genlerinde mutasyon olmadigi bilinen H. pylori

NCTC 11637 ve J99 standart suslari
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3.6. Veri Toplama Araclar

3.6.1. Kullanilan cihazlar ve sarf malzemeleri

Lot No,
Sira Malzeme Ad1 Marka Model, Kullanildig1 Analiz
No Seri No,
Katalog No
Hastalarin antrum ve korpus biyopsi
Columbia Blood orneklerinden H. pylori suslarimin
1. OXOID CM0331 ) ) ]
Agar izolasyonu ve izole edilen H. pylori
suslarinin pasajlanmast
Mueller Hinton Antimikrobiyal duyarliliklarinin
2. OXOID CM0337
Agar belirlenmesi
Brain Hearth izole edilen H. pylori suslarinin
3 OXOID CM0225 L )
Infusion Broth stoklanmasi igin %20 gliserollii stok
besiyeri hazirlanmasi
Hastalarin antrum ve korpus biyopsi
4 Brucella buyyon BD 211088 .
orneklerinin transportu
. H. pylori Kkiltir protokoliinde
5 Defibrine at kani OXOID SR0050C
kullanilan besiyerinin hazirlanmasi
Defibrine koyun ) Antibiyotik duyarlilik testleri igin
6 OXOID SR0051B
kant kullanilan besiyerinin hazirlanmast
Helicobacter pylori H. pylori kiltir protokoliinde
Selective ) kullanilan besiyerinin hazirlanmast
7 OXOID SRO147E
Supplement
(DENT)
Hastalarin antrum ve korpus biyopsi
) . . orneklerinde ve izole edilen H. pylori
8 Christensen’s Ure OXOID CM0053B L
suslarinda iireaz aktivitesinin
Agar
belirlenmesi
Hastalarin antrum ve korpus biyopsi
. orneklerinde ve izole edilen H. pylori
9 . OXOID SR0020K o
Ure soliisyonu suslarinda iireaz aktivitesinin
belirlenmesi
10 Klaritromisin E-test | AB Biodisk BI13964 Klaritromisin duyarliliginin




belirlenmesi

Levofloksasin E- Levofloksasin duyarliliginin
11 Biomerieux | 1000843320
test belirlenmesi
GasPak EZ Campy
12 ) BD 260680 H. pylori’ nin dretilmesi igin
Container System
mikroaerofilik ortam olusturulmasi
Baked Izole edilen H. pylori suslarmin
13 ) M77809 o o
Gliserol Analyzed stoklanmasi i¢in besiyeri hazirligi
Ependorf'tiip (1,5 Greiner
14 616201 Tiim analizler
ml) bio-one
Hastalarin antrum ve korpus biyopsi
orneklerinden H. pylori suslarmin
Greiner
15 731171 izolasyonu ve izole edilen H. pylori
i . bio-one ) o
Steril plastik 6ze suslarinin pasajlanmasi, biyokimyasal
testler
Antibiyotik duyarlilik testleri igin
16 Steril ekiivyon Cultiplast Q0020 bakteri silispansiyonunun besiyerine
yayilmasi
o Hastalarin antrum ve korpus biyopsi
17 Bistiiri Raymond 08220 )
orneklerinin pargalanmasi
o Galen Ila¢ Helicobacter selective supplement
18 Steril apirojen su 10501001 )
San. Tic. As (DENT)’in sulandirilmasi
GT352R09P0
19 Nitril eldiven Galena
01 Agaroz jel hazirlanmasi
) 011119031130
20 Pudrasiz eldiven Beybi A Tiim analizler
Filtreli pipet ucu
Greiner )
(0,5-10, 10-100, Tim analizler
21 bio-One
100-1000pl)
Hastalarin antrum ve korpus biyopsi
orneklerinin Modifiye karbol fuksin
22 Rodajli lam Isotherm ve metilen mavisi ve izole edilen H.
pylori  suslarina  Gram boyama
uygulanmasi
Steril plastik LP
23 161010 Tiim analizler
(Pasteur) pipet ITALIANA
Santriftyj tiipii (50 Greiner
24 227261 Tiim analizler
ml) bio-One
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QIAamp DNA mini Hastalarin antrum ve korpus biyopsi
25 QIAGEN 51306
kit orneklerinden DNA ekstraksiyonu
High Pure PCR izole edilen H. pylori suslarindan
26 ) Roche
Template kit DNA ekstraksiyonu
QIAamp DNA Diski 6rneklerinden total DNA
27 o QIAGEN 145028041
Stool mini kit ekstraksiyonu
Tibmolbiol Real-time PCR ve konvensiyonel
28 Primerler
ve Genmar PCR
29 Problar Tibmolbiol Real-time PCR
LightCycler
FastStart DNA
30 03003248001 Real-time PCR
Master HybProbe Roche
(96 reaksiyon)
Burgulu kapakli tiip McFarland standart bulaniklik
31 ISOLAB 07703001
(16x100 mm) eselinin hazirlanmast
32 Agaroz (500g) Lonza 50004 PCR iiriinlerinin goriintiilenmesi
TBE tamponu (x10 )
33 A39451000 PCR iiriinlerinin goriintiilenmesi
konst.) (1000ml) AppliChem
Taq DNA Fermentas # EP0402
34 ] PCR
polimeraz (500U) QIAGEN 201203
dNTP set (Herbir
35 Fermentas # R0193 PCR
setten 10mM ‘lik)
PCR tiipii 0.2 ml
36 (diiz kapaklr) BIOLOGIX PCR
(10x100 adet/poset)
37 50 bp DNA Ladder | Fermentas #SMO0371 PCR fiirlinlerinin goriintiilenmesi
DNA Loading dye
38 (X6 konsantre) 5x1 Fermentas # R0631 PCR iriinlerinin goriintiilenmesi
ml
39 Etidyum bromiir Sigma E7637-1G PCR
Techne TC-
40 Thermal Cycler Techne PCR
412
Jel elektroforez
41 ) i Thermo 252436 PCR
sistemi
Jel goriintiileme Vilber
42 PCR
sistemi Lourmat
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43 Mikrodalga firin Roda RD-7017P-A PCR
Hastalarin antrum ve korpus biyopsi
-80°C Ultra derin 705 REL#2 | orneklerinin, digki 6rneklerinin  ve
44 Thermo .
dondurucu 805797-117 | izole edilen H. pylori suslarinin
saklanmasi
Malzemelerin (FBS gibi), E-test
striplerinin, DNA izolasyonu igin
-20°C Derin ) )
45 Beko bekletilen  parcanlanmis  biyopsi
dondurucu
orneklerinin ve DNA 6rneklerinin
saklanmasi
Beko
46 Buzdolabi1 Malzemelerin saklanmasi
No-Frost
Memmert H. pylori”’nin iiremesi igin gereken
47 Etiiv E509.04 76
INE 500 37°C 1s1nin olusturulmast
Adam
AE o
48 Tart1 Equipment Besiyeri hazirlanmasi
326611770
Co. Ltd.
HICLAVE HV-85
49 Otoklav T{im analizler
Hirayama 000685748
Biomerieux McFarland standart  bulaniklik
50 Densimat IDN012764 .
SA, France eselinin ayarlanmast
Major MC-01N
51 Is1 blogu DNA ekstraksiyonu
Science 6214001
o Hettich 1204-001003-
52 Santrifij DNA ekstraksiyonu
Zentrifugen 01-00
Pipet seti (10, 100,
53 Eppendorf 022474359 Tiim analizler
1000ul)
Hastalarin antrum ve korpus biyopsi
orneklerinin Modifiye Gram boyama
) ve metilen mavisi boyali preparatlari
54 Isik mikroskobu Olympus CX31RTSF
ve izole edilen H. pylori suslarinin
Gram boyali preparatlarinin
incelenmesi
HAIN GenoType HelicoDR  molekiiler
GenoType
55 LIFESCIE JF00049 metodu
HelicoDR kiti
NCE
56 Lightcyler 1.5 Roche Real-time PCR analizi
57 Lightcycler Roche 04929292001 Real-time PCR analizi
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Kapiller (20ul)

H. pylori’ nin {iremesi igin gereken

58 | AnaerobikJar2.51t | OXOID AG0025A
mikroaerofilik ortamin olusturulmasi
Burgulu kapakli tiip
59 ISOLAB 07703001 McFarland eselinin hazirlanmasinda
(16x100 mm)
60 Petri kutusu FiratMed Besiyerlerinin dokiilmesi
DNaz RNaz
icermeyen steril ]
) . BIOCHRO Molekiiler biyolojik tiim
61 molekiiler biyolojik L0015
M AG uygulamalarda
su (ULTRA PURE
WATER)
Besiyerlerinin 50 °C’de tutulmasi
Poly . , o
108600979/23 | icin ve %20 gliserollii stok besiyerine
62 Su banyosu Science/Me
0-130000112 | eklenen insan serumunun
mmert
inaktivasyonunda
A3678,2500 | DNA ekstraksiyonunda (QIAmp
63 Etanol (absolute) AppliChem
1A000417 DNA mini kit prosediiriine gore)
Sartorius %20 gliserollii stok besiyerine
Steril filtre (0.20 16555
64 stedim eklenen insan serumunun
pum) 80390103 .
Ministart® sterilizasyonunda

3.6.2. Hizh Ureaz Testi (HUT)

Bir gram tire (Merk, Germany) 10 ml steril distile suda eritilerek pH kontrolii yapilip
hazirlanan karisimdan her test tiipline birer ml dagitildi (pH <8.1). Korpus ve antrum biyopsi
ornekleri %10°luk iire sollisyonu igeren birer test tiipiine konuldu ve iizerlerine ikiser damla %
0.1’lik fenol kirmizist soliisyonu eklenerek 0-10-15 dakika, 3-5 saat ve 24 saat igerisinde
HUT sonucu diger proje kapsaminda bu prosediire gdre uygulanarak degerlendirildi. Ureli
soliisyon icerisindeki gastrik biyopsi drnegi H. pylori ile enfekte ise bakterinin iireaz enzimi
varliginda iire hidrolizi sonucunda agiga ¢ikan 2 NHs ve 2 CO; ile pH’nin degismesi sonucu
pH indikatorii fenol kirmizisi ile iireli soliisyonda pembe renk degisiminin goriilmesi (pH
>8.1) pozitif, rengin degismemesi ise negatif olarak degerlendirilerek HUT sonuglar1 elde

edilmistir.

3.6.3. Biyopsi Orneklerinin Histopatolojik incelenmesi
2006.KB.SAG.042 BAP proje no’lu, 13.07.2006/179 Etik kurul onayli doktora tezi

kapsaminda daha onceden uzman endoskopist tarafindan bir korpus ve bir antrum Ornegi
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histopatolojik inceleme i¢in hemen %10’luk formalin soliisyonu iceren siselere alindi. Ayri
ayrt siselerde alinan bolgeler belirtilerek “Helicobacter-like organisms” (HLO) ve rutin
histopatolojik inceleme istemi ile Patoloji Anabilim Dali'na ulagtirilmistir.

Elli sekiz hastanin antrum ve korpus toplam 116 biyopsi 6rnegi gastrointestinal patoloji
ile ilgili patoloji uzmani tarafindan Hematoksilen-Eozin (H&E), Alcian blue ve Giemsa
boyalar ile boyanarak 151k mikroskobunda (Nikon E600) morfolojik olarak HLO yoniinden
incelendi. Lamina propria’da, pitlerde enflamasyon, atrofi, intestinal metaplazi (IM) ve HLO
her biri 0-3 [yok (grade 0), hafif (grade 1), orta (grade 2) ve siddetli (grade 3)] aras1 olarak
giincellestirilmis Sydney Sistemine gore degerlendirilmistir (125).

3.6.4. Hastalarin Helicobacter pylori Enfeksiyonu Yoniinden Degerlendirilmesi

Alinan her bir korpus ve antrum biyopsi 0rneklerine uygulanan histopatolojik inceleme,
HUT ve kiiltiiriin, en az ikisinin pozitif oldugu olgular H. pylori enfeksiyonu pozitif; tiimiiniin

negatif oldugu olgular H. pylori enfeksiyonu negatif kabul edildi.

3.6.5. Biyopsi Orneklerinin Mikrobiyolojik Incelenmesi
3.6.5.1. Besiyerlerinin Hazirlanmasi

i. Helicobacter pylori %7 At Kanli Segici Besiyeri:

500 ml besiyeri:

Distile su 465 ml
Columbia Blood Agar (Oxoid) 19.5 gr
Defibrine At Kan1 (Oxoid) 35 ml

H. pylori Selective Supplement (DENT) (Oxoid) 1 vial

500 ml’lik balon joje icerisinde distile suya Columbia Blood Agar (Oxoid) eklenerek
iyice homojenize edildi ve 121 °C’de 15 dakika otoklavda steril edildi. Besiyerinin 50°C’ye
gelmesi icin sterilizasyon sonrasi besiyeri su banyosunda bekletildi. Onceden oda 1sisina
getirilen steril defibrine at kan1 (Horse Blood Defibrinated, Oxoid) ve 2 ml apirojen steril
distile su ile ¢oziindiiriilen H. pylori Selective Supplement (DENT, Oxoid), 50 °C’de su
banyosunda bekletilen besiyerine ilave edildi. Daha sonra 90 mm’lik petrilere aseptik

kosullarda her petriye yaklasik 20-25 ml besiyeri dokiildii. Besiyerleri donduktan sonra
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kontaminasyon kontrolii icin 24 saat 37°C etiivde bekletildi. Kontaminasyon kontrolii 24 saat

sonra yapilip buzdolabinda +4°C’de saklandi.

ii. Transport Besiyeri:

100 ml besiyeri:

Distile su 80 ml
Brucella Broth (Beckton Dickinson and Company) 2.8 gr
Gliserol (Baked Analyzed) 20 ml

Brucella Broth besiyeri (Becton Dickinson and Company), distile su igerisine eklenerek
iyice homojenize edildi. Hazirlanan besiyeri ve ayr1 bir erlen igerisinde gliserol, 121 °C’de 15
dakika otoklavda steril edildi. Otoklavdan sonra gliserol soliisyonu aseptik kosullarda
besiyerine eklenerek steril ependorflara 1’er ml olacak sekilde aktarildi ve kontaminasyon
kontrolii i¢in 24 saat 37°C etiivde bekletilip kontrolii yapilarak buzdolabinda +4°C’de

saklandi.

iii. %20 Gliserollii Stok Besiyeri:

%40’k Gliserol Cozeltisi

Distile su 60 ml
Gliserol (Baked Analyzed) 40 ml
BHI Buyyon (Oxoid)

Distile su 80 ml
BHI Broth 7.4 gr
Insan Serumu 20 ml

Gliserol ¢ozeltisi ve Brain Heart Infusion (BHI) (Oxoid) Buyyon 121°C’de 15 dakika
ayr1 ayri otoklavlandi. Dokuz Eyliil Universitesi Hastanesi Merkez Laboratuvarlar1 Seroloji
Laboratuvari’ndan temin edilen ve serolojik testler ile taranmis taze insan serumu filtre
(Sartorius, 0.20 pm) edilip 56°C’de 30 dakika su banyosunda inaktive edildi. BHI buyyon
igerisine %40°lik hazirlanmis gliserol ¢ozeltisi ve 20 ml inaktive steril taze insan serumu
aseptik kosullarda ilave edilerek steril ependorflara bir’er ml olacak sekilde aktarildi.
Kontaminasyon kontrolii i¢in 24 saat 37 °C etiivde bekletilip kontrolii yapilarak buzdolabinda
+4°C’de sakland.
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b)

Ayrica, kontaminasyon kontrolii yapilan stok besiyerlerine farkli hastalardan izole
edilen H. pylori kolonileri ve NCTC 11637 H. pylori standart susu inokule edilerek -80 °C’de
birka¢ giin bekletilip tekrar H. pylori % 7 Defibrine At Kanli (Oxoid), H. pylori selektif
supplement (DENT, Oxoid) igeren Columbia Blood Agar (Oxoid) besiyerinde canlandirilarak

stok besiyerlerinin internal kontrolii yapildi.
iv. Brucella Buyyon :

2.8 gr Brucella Broth (Becton Dickinson and Company) tartilip 100 ml distile su igerisine
eklenerek 121°C’de 15 dakika otoklavda steril edildi. Otoklav sonrasinda genel amaglh

kullanim i¢in birer ml steril ependorflara (Greiner Bio-one) aktarildu.

2.8 gr Brucella Broth (Becton Dickinson and Company) tartilip 100 ml distile su igerisine
eklendi. Iyice homojenize edilerek antimikrobiyal duyarlilik testlerinde kullanilacak bakteri
siispansiyonunun uygun Mc Farland standart bulaniklik eselinin hazirlanmasi amaci ile 10
ml’lik cam tiiplere ikiser ml dagitildi ve agizlar1 tam kapatilmadan 121°C’de 15 dakika
otoklavda steril edildi. Otoklav sonrast tiiplerin kapaklar1 kapatildi.

Her ikisi de kontaminasyon kontrolii i¢cin 24 saat 37 °C etiivde bekletilip kontrolii

yapilarak buzdolabinda +4°C’de saklandu.

v. %5 Koyun Kanli Mueller-Hinton Besiyeri:

50 ml besiyeri:

Distile su 47.5 ml
Mueller-Hinton Agar (Oxoid) 1.9 gr
Defibrine Koyun Kani (Oxoid) 2.5 ml

50 ml’lik erlen igerisinde distile suya Mueller-Hinton Agar (Oxoid) eklenerek iyice
homojenize edildi ve 121°C’de 15 dakika otoklavda steril edildi. Besiyerinin 50°C’ye gelmesi
icin sterilizasyon sonrasi besiyeri su banyosunda bekletildi. Onceden oda 1sisina getirilen
steril defibrine koyun kani (Sheep Blood Defibrinated, Oxoid) 50°C’de besiyerine ilave
edildi. Daha sonra 90 mm petrilere 25 ml besiyeri aseptik kosullarda dokiildii. Besiyerleri
donduktan sonra kontaminasyon kontrolii i¢cin 24 saat 37 °C etiivde bekletildi. Kontaminasyon

kontrolii 24 saat sonra yapilip buzdolabinda +4°C’de saklanda.
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vi. Christensen’s Ureli Agar Besiyeri :

100 ml besiyeri:

Distile su 95 ml
Ure Agar (Oxoid) 1.9 gr
Ure Soliisyonu (Oxoid) 2.5ml

Distile suyun igerisine iire agar (Oxoid) eklendi ve homojenize edilip 121°C’de 15
dakika otoklavda steril edildi. Besiyerinin 50°C’ye gelmesi i¢in sterilizasyon sonrasi besiyeri
su banyosunda bekletildi. Aseptik kosullarda 50°C’de besiyerine vial igerisindeki {ire
solisyonu (Oxoid) eklendi ve steril ependorflara (Greiner Bio-one) birer ml aktarildi.
Kontaminasyon kontrolii i¢in 24 saat 37 °C etiivde bekletildi. Kontaminasyon kontrolii yapilip

buzdolabinda +4°C’de saklandi.
3.6.5.2. Helicobacter pylori Kiiltiir Protokolii

Endoskopi sirasinda alinan bir antrum ve bir korpus gastrik biyopsi Ornegi %20
Gliserollii Brucella broth igeren H. pylori transport besiyeri ile Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim
Dali’nda laboratuvara getirildi. Transport besiyeri igerisindeki gastrik biyopsi oOrnekleri
aseptik kosullarda steril petrilerin igerisinde steril bistiiri ile kesilerek pargalandi. Par¢alanan
biyopsi o6rneklerinin ekimi % 7 At kanli1 (Horse Blood Defibrinated, Oxoid) H. pylori Selektif
Supplement (DENT, Oxoid) iceren Columbia Blood agar (Oxoid) besiyerine yapildi. Ekim
yapilan plaklar anaerobik jar (Oxoid) igerisinde GasPak Campy Container System (Becton
Dickinson and Company) kullanilarak olusturulan mikroaerofilik kosullarda 37°C’de ii¢-10
giin inkiibe edildi. Kiiltiirli yapilmak {izere par¢alanan antrum ve korpus biyopsi orneklerinin
her birinden bir parca kiiltiirle es zamanli olarak Christensen’s iireli agar besiyerine iireaz testi
i¢cin konuldu. Ayni zamanda direkt dokudan imprint preparatlar hazirlanarak Gram ve metilen
mavisi ile boyandi. Doku hiicrelerinin arasinda H. pylori tipik spiral morfolojisi 151k
mikroskobunda (Olympus, CX31 RTSF) 100X immersiyon objektifi ile incelendi.

Inkiibasyon sonrasi kiiltiirde iireyen kolonilerin H. pylori olup olmadigy; tipik koloni
morfolojisi, hareket 6zelligini degerlendirmek iizere direkt bakisi, katalaz, oksidaz, iireaz
testleri ve Gram boyamas: yapilarak degerlendirildi. Tipik spiral morfolojide Gram (-) H.
pylori varligr 151k mikroskobunda (Olympus, CX31 RTSF) 100X immersiyon objektifi ile

incelendi.
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Ureyen kolonilerden H. pylori tanimlamasi yapildiktan sonra %7 at kanli (Horse Blood
Defibrinated, Oxoid) H. pylori Selektif Supplement (DENT, Oxoid) igeren Columbia Blood
agar besiyerine pasajlanarak subkiiltiirleri yapildi.

Subkiiltirde treyen H. pylori kolonilerinin, direkt baki ile hareket 0&zelligi
degerlendirildi, katalaz, oksidaz, iireaz testleri yapildi. Subkiiltirde iireyen ve H. pylori
identifikasyonu yapilan suslara antimikrobiyal duyarlilik testleri uygulandi. Ayrica, ayri ayri
her bir hastanin antrum ve/veya korpusundan izole edilen, subkiiltiirde iireyen ve
identifikasyonu yapilan H. pylori kolonileri, stok kiiltiir amaciyla %20 gliserollii BHI buyyon
iceren stok besiyeri igerisinde homojenize edilip stoklar1 yapilarak -80 °C’de saklandi. Daha
sonra gerektiginde %7 At kanli (Horse Blood Defibrinated, Oxoid) H. pylori Selektif
Supplement (DENT, Oxoid) igeren Columbia Blood agar (Oxoid) besiyerine pasajlanarak

canlandirilip yeniden kiiltiirleri yapildi.

3.6.5.3. Biyokimyasal Testler
i. Katalaz Testi:

Temiz bir lam iizerine bakteri kolonisinden steril plastik 6ze ile bir miktar alinip
siiriildii. Uzerine bir damla %3’liikk hidrojen peroksit (H20,) damlatildi. Katalaz enzimi
varliginda 10-12 saniye i¢inde oksijen gazinin ¢ikist hava kabarcigi olusumu ile

gozlendiginde test pozitif olarak degerlendirildi (18).
ii. Oksidaz Testi (Kovac’s Metodu):

%1'lik tetrametil-p-fenilendiamin dihidroklorid temiz bir kurutma kagidina (Watman no
1) bir damla damlatildi. Uzerine steril platin uglu 6ze ya da steril ekiivyonun tahta cubugu
kullanilarak bir miktar bakteri kolonisinden alinarak siiriildii. On — 15 saniye igerisindeki

mavi-mor renk olusumu pozitif olarak degerlendirildi (18).

iii. Ureaz Testi:

Ureaz testi hem direkt biyopsiden hem de iireyen kolonilerden yapildi. Biyopsi kiiltiir
icin parcalandiginda kiiciik bir parcasi ayrica daha sonra kiiltiirde iireyen birka¢ koloni
Christensen’s Ureli Agar besiyerine aktarildi. Besiyeri 37°C etiive kaldirildi. Ureaz enzimi
varliginda iirenin pargalanmasi sonucunda amonyak (NH3) aciga c¢ikarak alkali ortamin

olusmasiyla pH indikatorii fenol kirmizisi ile besiyerinin rengi saridan pembe renge doniisiim

15, 30, 60 dakika ve maksimum dort saat iginde pozitif olarak degerlendirildi (52).
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3.6.6. Kiiltiir Temelli Antimikrobiyal Duyarhlik Testleri
3.6.6.1. Gradiyent Difiizyon Testi (E-Test) :

Antrum ve/veya korpustan izole edilen saf H. pylori kolonilerini elde etmek ve
kolonileri logaritmik faza getirmek amaciyla %7 At kanli (Horse Blood Defibrinated, Oxoid)
H. pylori Selektif Supplement (DENT, Oxoid) igeren Columbia Blood agar (Oxoid)
besiyerinde yapilan 48 saatlik subkiiltiirde iireyen, tipik hareket 6zelligi ile ve biyokimyasal
testler ile tekrar identifikasyonu yapilan H. pylori kolonileri, icerisinde iki ml Brucella
buyyon (Becton Dickinson and Company) bulunan cam tiiplerde (Isolab) spektrofotometrik
Ol¢iim yapan Densimat (Biomerieux SA, France) cihazi kullanilarak bakteri yogunlugu
McFarland 3.0 (~9x10® CFU/ml) standart bulaniklik eseli olacak sekilde siispanse edildi.
Bakteri stispansiyonundan 200 pl alinarak %5 koyun kanli (Sheep Blood Defibrinated, Oxoid)
Mueller-Hinton besiyerine (Oxoid) aktarildi ve steril ekiivyon ile tiim besiyeri ylizeyine
yayildi. Klaritromisin ve levofloksasin E-test stripleri (AB Biodisk, Solna, Sweden) besiyeri
yiizeyine prosediiriine uygun olarak aseptik kosullarda yerlestirilerek {i¢ veya dort giin
37°C’de GasPak Campy Container System (Becton Dickinson and Company) kullanilarak
mikroaerobik ortamda inkiibe edildi.

Inkiibasyonun sonunda antrum ve korpus biyopsi &rneklerinden izole edilen H. pylori
suslariin E-test yontemine gore antimikrobiyal duyarliliklari, klaritromisin ve levofloksasin
icin sirasiyla >1 pg/mL (22,24,28,42,184) ve >1 pg/mL (38,146,165,166,184) MIK simir
degerleri kullanilarak degerlendirildi.

Kalite kontrol amaci ile klaritromisin ve levofloksasin duyarli H. pylori NCTC 11637
standart susu %35 koyun kanli (Sheep Blood Defibrinated, Oxoid) Mueller-Hinton besiyerinde
(Oxoid) klaritromisin ve levofloksasin E test stripleri (AB Biodisk, Solna, Sweden)
kullanilarak E-test yontemi ile internal kontrol olarak caligilmistir.

Antrum ve/veya korpustan izole edilen tek bir H. pylori kolonisi dahi direngli ise hasta,

direncli olarak degerlendirildi.
3.6.6.2. Disk Difiizyon Testi :

Disk difiizyon yontemi, randomize secilen antrum ve/veya korpustan izole edilen ve 48
saatlik subkiiltiirde tireyen saf H. pylori kolonileri E-test yontemi ve disk difiizyon yontemini
antimikrobiyal duyarlilik test sonuclarmin karsilastirilmas1 amaciyla ¢alisilmustir. Igerisinde

iki ml Brucella buyyon bulunan cam tiipler igerisinde spektrofotometrik olarak Densimat
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cihazi (Biomerieux SA, France) ile McFarland 3 (~9x10% CFU/ml) standart bulaniklik eseline
gore H. pylori kolonileri siispanse edildi. Bakteri siispansiyonundan 200 pl alinarak %5 koyun
kanli (Sheep Blood Defibrinated, Oxoid) Mueller-Hinton besiyerine (Oxoid) aktarildi ve steril
ekiivyon ile tim besiyeri yiizeyine yayildi. Klaritromisin (15ug/disk, BD BBL) ve
levofloksasin (5ug/disk, BD BBL) antibiyotik diskleri aseptik kosullarda ekim yapilmis
besiyerine yerlestirildi. Besiyerleri mikroaerofilik ortamda GasPak Campy Container System
kullanilarak (Becton Dickinson and Company) 37°C’de ii¢ veya dort giin inkiibe edildi ve
inkiibasyon sonunda zon c¢aplar1 Olgililerek klaritromisin ve levofloksasin antimikrobiyal
duyarlilik test sonuglar1 degerlendirildi. Suslar, E-test yontemi ile MiK >1 pg/mL degerine
gore, disk diflizyon yontemi ile klaritromisin sinir inhibisyon zonu < 21 mm saptandiginda
klaritromisin direngli olarak degerlendirildi (185). Suslar, E-test yontemi ile MIK >1 pg/mL
degerine gore, disk diflizyon yontemi ile levofloksasin sinir inhibisyon zonu <12 mm

saptandiginda levofloksasin direncli olarak degerlendirildi (38).
3.6.7. Uygulanan Molekiiler Testler
3.6.7.1. DNA Ekstraksiyonlari
i. Antrum ve Korpus Gastrik Biyopsi Orneklerinden Total DNA Ekstraksiyonu

“QIAamp® DNA Mini Kit” (QIAGEN) prosediirii uyguland:

Tim testler i¢cin bistiiri ile ayr1 ayr1 parcalanan antrum ve korpus gastrik biyopsi
orneklerinden DNA izolasyonu icin ayrilan dokular Brucella buyyon’da -20°C’de
bekletilmistir.

e -20 °C’de Brucella buyyon iginde DNA ekstraksiyonu i¢in ayr1 ayr1 bekletilen bistiiri
ile parcalara ayrilmis antrum ve korpus biyopsi ornekleri oda 1sisina geldikten sonra
30 dk 14,000 rpm’de santrifiij edildi. Siipernatant atildi, her birinin pelleti tizerine 180
ul ATL tamponu (“Buffer ATL”) ve 20 ul proteinaz K eklendi. 10 sn vortekslendi ve
56°C’de 1s1 blogunda (Major Science) dokunun tamamen lize olmasi igin bir gece

inkiibasyona birakild1.
e Inkiibasyon sonras1 1.5 ml mikrosantrifiij tiipii kisaca santrifiijlendi.
e 200 ul AL tamponu eklenip 15 sn vortekslendi.

e 10 dk 70°C 1s1 blogun da (Major Science) bekletildi.
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e Kisa bir siire santrifiijlendi.

e 200 pl etanol (absolute) (AppliChem, Molecular biology grade, A3678) eklenip 15 sn

vortekslendi.

e Yukaridaki karistmin tamami QIAamp Mini spin kolonuna konulup kolonun altina iki

ml’lik toplama kabr yerlestirildi.
e 8000 rpm’de bir dk santrifiijlendi.

e QIAamp Mini spin kolonunun altindaki toplama kabi degistirilip 500 pl AWI1
tamponu eklendi ve 8000 rpm’de bir dk santrifiij edildi.

e QIAamp Mini spin kolonunun altina yeni toplama kabi konuldu ve 500 pl AW2
tamponu eklendi. 14,000 rpm’de ii¢ dk santrifiijlendi.

e Toplama kab1 degistirilip 14,000 rpm’de bir dk santrifiijlendi.

e QIAamp Mini spin kolonu, 1.5 ml’lik yeni bir mikrosantrifiij tiipiine (Greiner Bio-one)
konuldu ve iizerine 6nceden 1sitilmis 70°C’de 100 pl distile su eklendi. 10 dk oda
1sisinda bekletildi ve 14,000 rpm’de iki dk santrifiij edildi. DNA ekstraksiyonu

tamamlandi.

*Her bir antrum ve korpus biyopsi Orneklerinden ekstrakte edilen DNA Ornegi
randomize secilerek DNA konsantrasyonlart NanoDrop™ cihazi (Thermo Scientific) ile
olgtildii (3.6.7.2°de belirtilmistir).

Antrum ve korpus gastrik biyopsi Orneklerinden ayri ayr1 ekstrakte edilen DNA

orneklerini uzun siireli saklamak amaciyla ¢alisilincaya dek -20°C’ de saklandi.

ii. Antrum ve Korpus Biyopsi Orneklerinden Izole Edilen Helicobacter pylori
Kolonilerinden DNA Ekstraksiyonu

“QIAamp DNA Mini Kit” (QIAGEN) prosediirii uygulandi:

Subkiiltiirde iireyen H. pylori kolonilerinden birkag 6ze alinip 750 pul DNaz ve RNaz
icermeyen molekiiler biyolojik grade su (ULTRA PURE WATER, BIOCHROM AG L0015)
eklenmis olan ependorf tiip igerisine konuldu ve ekstraksiyon yapilana kadar -20°C’de

bekletildi.
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Ekstraksiyon yapilacagi zaman kolonilerin oda 1sisina gelmesi beklendi ve maksimum
hizda 14,000 rpm 10 dk santrifiijlendi. Stipernatant atildu.

180 ul ATL tamponu (“Buffer ATL”) ve 20 ul proteinaz K eklendi. 10 sn vortekslenip
biitiin gece 56 °C’de 1s1 blogunda (Major Science) bekletildi.

Doku DNA ekstraksiyonunda kullanilan kitin (QIAGEN QIAamp DNA Mini Kit)
aynist kullanildi ve inkiibasyon sonrasi doku DNA ekstraksiyonundaki prosediiriin aynisi
uygulandi:

e Inkiibasyon sonrast 1.5 ml mikrosantrifiij tiipii kisaca santrifiijlendi.
e 200 ul AL tamponu eklenip 15 sn vortekslendi.

e 10 dk 70 °C 1s1 blogunda (Major Science) bekletildi.

e Kisa bir siire santrifiijlendi.

e 200 pl etanol (absolute) (AppliChem, Molecular biology grade, A3678) eklenip 15 sn

vortekslendi.

e Yukaridaki karisimin tamami1 QIAamp Mini spin kolonuna konulup kolonun altina iki

ml’lik toplama kabr yerlestirildi.
e 8000 rpm’de bir dk santrifiijlendi.

e QIAamp Mini spin kolonunun altindaki toplama kabi degistirilip 500 pl AWI
tamponu eklendi ve 8000 rpm’de bir dk santrifiij edildi.

e QIAamp Mini spin kolonunun altina yeni toplama kabi konuldu ve 500 pl AW2
tamponu eklendi. 14,000 rpm’de {i¢ dk santrifiijlendi.

e Toplama kabi degistirilip 14,000 rpm’de bir dk santrifiijlendi.

e  QIAamp Mini spin kolonu, 1.5 mI’lik yeni bir mikrosantrifiij tiiptine (Greiner Bio-one)
konuldu ve tizerine 6nceden 1sitilmis 70 °C’de 100 pl distile su eklendi. 10 dk oda
1sisinda bekletildi ve 14,000 rpm’de iki dk santrifiij edildi. DNA ekstraksiyonu

tamamlandi.
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Antrum ve korpus gastrik biyopsi orneklerinden izole edilen H. pylori kolonilerinden
ekstrakte edilen DNA oOrnekleri uzun siireli saklamak amaciyla ¢alisilincaya dek -20°C’ de
saklandi.

Ayrica, -80 °C’de stok besiyerinde saklanan ve kiiltiirii yapilarak canlandirilan H. pylori
NCTC 11637 standart susunun DNA’s1 molekiiler yontemlerde pozitif kontrol amaci ile
kullanilmak tizere yukaridaki protokole gore ekstrakte edildi.

iii. Helicobacter pylori Koloni Ornekleri icin Hizli DNA Ekstraksiyonu*

e Bir 6ze (Greiner Bio-one) dolusu bakteri, 150 ul DNAz RNAz free molekiiler
biyolojik grade su (BIOCHROM AGQG) igeren 1.5 ml ependorf tiipii igerisinde siispanse
edildi.

e 95°C’de 15 dk su banyosunda (PolyScience) inkiibe edildi.
e Bes dk son hizda (13-14,000 rpm) santrifiij edildi.
e Koloniden ekstrakte edilen H. pylori bakteri DNA 6rnegi (slipernatant) elde edildi.

*Molekiiler yontemler ile H. pylori varligi ve antimikrobiyal duyarlilik test sonuglarinin ayni
giin icerisinde belirlenebilmesi amact ile QIAmp DNA mini kiti (QIAGEN) kullanilarak
yapilan DNA ekstraksiyonunun yam sira, bu hizli koloni ekstraksiyon protokolii de bazi
hastalardan izole edilen H. pylori suslarina uygulandi. Kit ile ekstraksiyon i¢in gereken bir
gecelik inkiibasyon sonunda, ertesi giin ayni1 kolonilerin QIAmp DNA mini kit (QIAGEN) ile
DNA ekstraksiyonu da gergeklestirildi.

**Bu protokol “Victor Segalen Bordeaux 2 University, Laboratoire de Bacterologie,
Reference Center for Campylobacter and Helicobacter, Bordeaux France” da Campylobacter
spp. suslar1 i¢in uygulanmakta olup bu tez kapsaminda, izole edilen H. pylori suslar1 i¢in de

kullanilarak uygulanabilirliligi arastirilmistir.
iv. Diski Orneklerinden DNA Ekstraksiyonu

Elde edildigi giin ya da gerektiginde calisilmak iizere -80 °C’de saklanan diski
orneklerinden DNA ekstraksiyonu “QIAamp DNA Stool Mini Kit” (QIAGEN) prosediiriinde,
diskida H. pylori ¢cok daha az bulundugu icin ve digkida fazla miktarda bulunan inhibitorler
nedeni ile total digki DNA’sinda var olabilecek veya varligi arastirilan H. pylori DNA’sinin
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molekiiler yontemlerde kalip olarak kullanilabilmesi amaci ile bazi modifikasyonlar (29)

yapilarak uygulandi:

Bir gr diski 6rnegi agz1 burgulu kapakli temiz bir cam tiipe (ISOLAB) konuldu ve
tizerine 10 ml ASL tamponu (“Buffer ASL”) eklendi.

Diski 6rnegi homojenize olana kadar vortekslendi.

Iki ml lizat, disk1 &rnegi siispansiyonundan almip iki ml’lik ependorf (Greiner Bio-

One) tiipline konuldu.
Stispansiyon 1s1 blogunda (Major Science) 95 °C’de 10 dk inkiibe edildi.
Ornek 15 sn vortekslendi ve bir dk son hizda (14,000 rpm) santrifiij edildi.

Ustteki sivi kisimdan 1.2 ml almarak iki ml’lik yeni ependorf santrifiij tiipiine

aktarildi.

Her bir O0rnege bir adet InhibitEX tablet eklendi ve homojenize olana kadar

vortekslendi.

Inhibitérlerin, InhibitEX matriksine adsorbe olmasini saglamak amaci ile siispansiyon

bir dk oda 1sisinda inkiibe edildi.
Ug dk son hizda santrifiijlendi.

Ustte kalan stvinm tamami 1.5 mI’lik yeni ependorf santrifiij tiipiine aktarild1 ve drnek

son hizda {i¢ k santrifiij edildi.

15 pl proteinaz K yeni bir ependorf santrifiij tiipiine eklendi ve santrifiijden sonra

stipernatantin 200 pl’si proteinaz K igeren ependorf tiipiine eklendi.

Uzerine 200 ul AL tamponu eklendi ve 15 sn vortekslendi.

70 °C’de 10 dk su banyosunda bekletildi.

Spin out yapildi. (Santrifiij son hiza gelene kadar kisa bir siire santrifiij edildi)

200 pl etanol (absolute) (AppliChem) eklendi vortekslenip kisa bir santrifiij yapildi.
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e Lizatin tamami1 QIAamp kolonuna eklendi.

e Bir dk 14,000 rpm’de santrifiij edildi ve yeni kitin iceriginde bulunan ucu agik iki ml

toplama kab1 QIAamp kolonunun altina yerlestirildi.

e QIAamp kolonuna 500 pul AWI1 tamponu eklendi ve bir dk 14,000 rpm’de santrifiij

edilip yeni iki ml toplama kab1 kolonun altina yerlestirildi.

e QIAamp kolonuna 500 pl tampon AW?2 eklendi ve ii¢ dk son hizda santrifiij edilip

kolonun altina yeni iki ml toplama kab1 yerlestirildi.
e Bir dk 13,200 rpm’de santrifiijlendi.
e QIAamp kolonu temiz steril 1.5 ml ependorf santrifiij tliplerine yerlestirildi.
e Uzerlerine 200 ul tampon AE eklendi ve bes dk oda 1sisinda bekletildi.
¢ Bir dk son hizda santrifiijlendi ve diskidan total DNA ekstrakte edildi.

Ornekler uzun siireli saklamak amaciyla ¢alisilincaya dek -20°C’ de saklandh.
3.6.7.2. DNA Orneklerinin Ol¢iimii

NanoDrop™ (Thermo Scientific) cihazi kullanilarak 260 nm ve 280 nm dalga
boylarindaki absorbans orani DNA ve ayrica RNA’nin saflifin1 degerlendirmek igin
kullanilmaktadir. Genel olarak ~1.8 dalga boylarindaki absorbans oran1 DNA ig¢in, ~ 2.0 dalga
boylarindaki absorbans orani ise RNA icin saf kabul edilir. Oranin bu degerlerden diisiik
olmast 280 nm veya bu dalga boyuna yakin bir dalga boyunda absorbe eden protein, fenol
veya diger kontaminantlarin varligini isaret edebilir. 260/230 orani niikleik asit saflig1 i¢in
ikinci bir 6l¢iim olarak kullanilir. Beklenilen 260/230 orani genellikle 2.0-2.2 araligindadir.
Bu oran beklenilenden daha diisiik oldugunda 230 nm dalga boyunda absorbe eden
kontaminantlarin varligini isaret edebilir.

Gastrik biyopsi (antrum ve korpus), kiiltiirde izole edilen H. pylori suslar1 ve diski
orneklerinden ekstrakte edilen DNA Orneklerinin; 1- DNA konsantrasyonlart (ng/ul), 2-
260/280 orani ve 3- 260/230 oranlari NanoDrop™ (Thermo Scientific) cihazi kullanilarak
olgiildii.
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3.6.7.3. GenoType® HelicoDR Testi

GenoType® HelicoDR (HAIN LIFESCIENCE) kiti ticari olarak temin edilmistir. DNA-
STRIP® teknolojisine dayanan GenoType® HelicoDR testi antrum ve korpus gastrik biyopsi
ornekleri, digki 6rnekleri* ve kiiltiirden izole edilen H. pylori suslarindan ekstrakte edilen
DNA orneklerinde H. pylori varligimi (ureA), klaritromisin (23S rRNA, 2146 ve 2147
pozisyonu, “GenBank accession number” NC 000915) ve florokinolon (gyrA, 87 ve 91.
kodon) duyarliligin1 saptamak amaci ile molekiiler genetik identifikasyonda kullanilmistir
(36,130).

H. pylori’ de klaritromisin direncinde en sik goriilen nokta mutasyonlarinin oldugu
2142 ve 2143 pozisyonlar1 daha dnceden E. coli 23S rRNA geninde 2058/2059 pozisyonlari
olarak, H. pylori’de ise H. pylori’nin ribozomal sekansina dayanarak dogru sekilde yeniden
adlandirilmasindan once 2143/2144 pozisyonlar1 olarak gosterilmistir (29,40). GenoType®
HelicoDR metodunda ise ayni bolge farkli gen bankasi erisim numarali H. pylori genom
sekansina gore 2146/2147 olarak isimlendirilmistir (36).

Bu test, DNA ekstraksiyonu, ilgili gen bolgelerinin ¢ogaltildigi biyotinlenmis primerler
ile multipleks amplifikasyon (PCR) ve bir ters hibridizasyon basamagi olmak iizere
prosediirine uygun olarak {i¢ basamakta uygulanmigtir. Hibridizasyon siirecinde;
amplifikasyon Triinlerinin kimyasal denaturasyonu, tek iplikli biyotin isaretlenmis
amplikonlarin  membrana  bagli  problara  hibridizasyonu,  “stringent”  yikama,
streptavin/alkalinfosfataz (AP) konjugatinin eklenmesi ve AP aracili boyama reaksiyon
basamaklar1 uygulanmistir. Calisilan stripler lizerinde hibridizasyon sonucunda saptanan bant
paternleri, kit icerisinde temin edilen degerlendirme sablon stribi “template” kullanilarak strip
tizerinde olusan bantlar hizalandi1 ve sonuglar degerlendirildi (130).

*Ayrica GenoType® HelicoDR (HAIN LIFESCIENCE) kiti prosediirii igeriginde
belirtilen klinik 6rneklerin (biyopsi ve koloni 6rnekleri) disinda, prosediirde yer almayan
dispeptik hastalarin digski 6rneklerinden ekstrakte edilen total DNA 6rneklerinde de, H. pylori
varligin (ureA), klaritromisin (23S rRNA, 2146 ve 2147 pozisyonu, “GenBank accession
number” NC_000915) ve florokinolon (gyrA, 87 ve 91. kodon) duyarliligin1 saptamak amaci
ile bu yontem bu Orneklere uyarlanarak kitin digki Orneklerinde de uygulanabilir olup
olmadig1 arastirildi. Bu amagla biyopsi ve koloni ornekleri ile esgiidiimlii olarak her bir
hastanin digki 6rneklerinde de bu yontemin uygulanabilmesi i¢in optimizasyon ve validasyon

caligmalar1 yapilarak hasta 6rneklerine uygulandi.
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3.6.7.3.1. GenoType® HelicoDR Amplifikasyon Basamagi
3.6.7.3.1.1. GenoType® HelicoDR Multipleks PCR Karisimi Hazirlanmasi

Amplifikasyon karisimi DNA’siz temiz odada hazirlandi. Amplifiye edilecek o6rnek
sayis1 belirlendi (analiz edilecek 6rnek sayis1 ve kontrol 6rnekleri). Negatif kontrol olarak,
DNA yerine bes ul DNaz ve RNaz i¢ermeyen steril saf su (BIOCHROM AG) kullanildi.
DNA 6rnegi ayr1 bir alanda eklendi. GenoType® HelicoDR testinde her bir strip tizerinde
testin amplifikasyon ve hibridizasyon basmaklarini ayr1 ayr1 kontrol eden AC (“Amplification
Control”) ve CC (“Conjugate Control”) bantlar1 bulundugu icin pozitif kontrol olarak sadece
testin optimizasyon asamasinda koloni, biyopsi ve diski Ornekleri i¢in optimum substrat
araligini/siiresini belirlemek amaciyla H. pylori NCTC 11637 standart susu kullanildi. Negatif

kontrol ise her bir test ¢alismasinda kullanildu.

i. Antrum ve korpus gastrik biyopsi ornekleri ve izole edilen H. pylori kolonileri igin

GenoType® HelicoDR multipleks PCR karisimimin hazirlanmasi

PNM* 35 ul
10X PCR Tamponu HotStar Taq igin** S5ul
MgCl; (25 mM) 2 ul
Hot Start Tag DNA Polimeraz (1 U)*** 0.2 ul
Steril saf su**** 3ul
Kalip DNA S5ul

*Kitin i¢erisinde PNM (Primer Niikleotid Miks) karisimi hazir halde bulundugu icin primerler
ve dNTP’ler PCR karigimina ayrica eklenmedi.

**HotStar Taq 10X PCR tamponu, 15 mM MgCl: igerir.

*#xGenotype® HelicoDR yonteminin ilk basamagi olan multipkleks PCR asamasini
gerceklestirmek amaci ile GenoType® HelicoDR (HAIN LIFESCIENCE) kit igeriginde
mevcut olan Hot Start Taq DNA polimeraz (QIAGEN) kullanilmistir.

***¥*DNaz ve RNaz icermeyen steril saf su (ULTRA PURE WATER, BIOCHROM AG)

DNA disindaki tiim soliisyonlar1 igeren amplifikasyon miksi yukarida belirtildigi gibi
hazirlandi, vortekslenmeden pipeta;j ile iyice karistirildi ve karisim, hazirlanan her bir PCR

tiipiine 45 pl aktarildi. Multipleks PCR, son hacim 50 pl olacak sekilde 0.2 ml’lik ependorflar
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(Greiner Bio-one) icinde termal cycler’da (Techne TC-412) gerceklestirildi. Amplifikasyon
karisiminda son MgCl> konsantrasyonu 2.5 mM’dir. “Hot Start Taqg DNA Polimeraz”
(QIAGEN) kullanild1 (36,130).

ii. Antrum ve korpus gastrik biyopsi ornekleri ve izole edilen H. pylori kolonileri igin

GenoType® HelicoDR PCR déongiileri* (36,130)

_Kiiltiir Biyopsi
Ornekleri Ornekleri

95°C 15 dakika 1donglii 1 dongii

95°C 30 saniye}
58 °C 2 dakika 10 dongli 10 dongii

95 °C 25 saniye
53 °C 40 saniye 20 dongli 25 dongii
70 °C 40 saniye

70 °C 8 dakika 1 dongii 1 dongii

*Caligmamizda validasyon amaci ile Taq polimeraz (QIAGEN) enzimi kullanildigindan bu
dongiiler uygulandi. Ancak diger “hot start” DNA polimerazlar kullanildig1i zaman enzimin
manueline gore ilk basamagin zaman aralig1 azaltilmalidir. Amplifikasyon triinleri +4 ila -20
°C’de saklandi. Amplifikasyon reaksiyonunun kontrolii i¢in her bir 6rnegin bes pl’si “loading
buffer” eklenmeden %2’lik agoroz jele direkt olarak uygulandi. Amplikonlar yaklasik olarak
145bp (gyrA), 100bp (23S RNA) ve 63bp (amplifikasyon kontrolii) uzunlugundadir.
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iii. Diski érnekleri icin  GenoType® HelicoDR multipleks PCR karisiminin

hazirlanmast *

Kit igerisinde diski Ornekleri i¢in mevcut bir prosediir bulunmamaktadir. Diski
orneklerinden elde edilen total DNA 6rneklerine oncelikle kit i¢erisinde var olan doku DNA
orneklerine uygulanan multipleks PCR prosediirii uyguland1 ve hibridizasyon basamagina
geemeden Once PCR friinleri %2’lik agaroz jel elektroforezi (Thermo, 252456) ile
goriintiilendi; sonug¢ alinamadi.

Daha sonra digki total DNA o6rnekleri, PCR karisimi sabit tutularak antrum ve korpus
gastrik biyopsi DNA ornekleri ile ayr1 bir termocycler cihazinda PCR dongiisii bes dongii
arttirllarak 30 dongili olacak sekilde amplifiye edildi. Bunun sonucunda diski total DNA
ornekleri ile istenilen bolgelerde PCR iiriinleri (silik bantlar seklinde) elde edildi.

Total digk1 DNA o6rnekleri ile daha belirgin PCR f{iriinleri (daha kuvvetli bantlarin) elde
edilebilmesi i¢in PCR dongiisii 30 dongii olacak sekilde sabit tutuldu fakat PCR karigimi
igerisindeki li¢ ul su yerine total diski DNA 6rnegi (kalip DNA) konularak toplamda sekiz pl
total digki1 DNA 6rnegi PCR karigimina eklendi. Ayni hastanin antrum gastrik biyopsi, korpus
gastrik biyopsi ve diski DNA oOrnekleri es giidiimlii olarak ayni anda calisildi. Bunun

sonucunda jelde en az gastrik biyopsi ornekleri kadar belirgin PCR iiriinleri elde edildi.

iv. Diski ornekleri icin GenoType® HelicoDR PCR dongiileri:

95 °C 15 dakika 1 dongii

95 °C 30 saniyey 10 dongii
58 °C 2 dakika

95 °C 25 saniye
53 °C 40 saniye ¢~ 30* dongi
70 °C 40 saniye

70 °C 8 dakika 1 dongii
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*Dongili sayisin1 daha fazla arttirirsak, istenilen bolgenin disinda non-spesifik bantlarin
olusmasi s6z konusu oldugu i¢in dongii sayis1 bes dongii arttirilmis olup, ayrica PCR

karisimina eklenen DNA miktar1 artirildi.

3.6.7.3.2. GenoType® HelicoDR Hibridizasyon Basamagi

Hibridizasyon igin gerekli inkiibasyonlar ve tiim iglemler HAIN LIFESCIENCE
tarafindan saglanan TwinCubator® cihazinda 45°C’ye 1sitilarak gergeklestirildi. Antrum ve
korpus gastrik biyopsi ornekleri, antrum ve korpus gastrik biyopsi 6rneklerinden izole edilen
H. pylori suglar1 ve digk1 6rnekleri i¢in ayni prosediir, hibridizasyon basamaklar1 uygulandi.

Uygun bir tiip kullanilarak konsantre konjugat (CON-C, turuncu) ve konsantre substrat
(SUB-C, sar) ilgili tampon ile (CON-C CON-D ile, SUB-C SUB-D ile) gereken miktarda
1:100 dilue edildi. Iyice karistirilarak oda 1sisinda bekletildi. Her bir strip icin bir ml ilgili
tampona 10 pl konsantre soliisyon eklendi. Her bir kullanimdan 6nce CON-C dilue edildi.
Dilue SUB-C ise i1siktan korunarak oda i1sisinda saklandiginda dort hafta stabil olarak
kullanim i¢in bekletilebilir. Ancak tiim ¢alismalarimizda soliisyonlar her deney dncesinde taze
olarak hazirland1 (130).

e 20 pl denatiira nsyon soliisyonu (DEN, mavi) her bir kuyunun ucuna eklendi.

e 20 pl amplifiye 6rnek (PCR f{irlinii) eklendi ve pipetaj ile karistirildi ve oda 1sisinda
bes dk inkiibe edildi.

e Alkol ve alevden gegirilmis penset kullanilarak stripler bulundugu tiipten ¢ikarilir ve

kursun kalemle numaralandirildi. Stripler ¢ikarilirken mutlaka eldiven kullanildi.

e Daha dnceden 37-45 °C’ye 1sitilmis olan hibridizasyon tamponundan (HYB, yesil) bir
ml kuyularin diger uglara pipetlenerek homojen bir karisim elde edilinceye kadar
yavagca plak hareket ettirilerek karistirildi. Sollisyonlarin yan kuyulara sigramamasina

dikkat edildi.

e Her bir kuyucuga prob emdirilmis stripler dikkatlice yerlestirildi. Striplerin tamamen

soliisyon ile kaplanmasina dikkat edildi.

e Plak TwinCubator® cihazina yerlestirildi ve 45°C°de 30 dk inkiibe edildi.
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Hibridizasyon tamponu (HYB, yesil) kuyucuklardan her bir 6rnek i¢in ayr1 ayri steril

pipet ucu kullanilarak tamamen uzaklastirildi.

Daha onceden 37-45°C’ye 1sitilmig olan bir ml “stringent” yikama soliisyonu (STR,
kirmiz1) her bir stribe eklendi ve 45°C’de 10 dk TwinCubator® cihazinda inkiibe
edildi.

Bu basamaktan sonrasi oda 1sisinda 25°C’de calisildu.

“Stringent” yikama soliisyonu (STR, kirmizi) tamamen uzaklastirildi. Bu basamaktan
sonra soliisyonlar1 plaktan uzaklastirmak i¢in plak ters gevrilerek soliisyon dokiiliip en

son kurutma kagid1 iizerine hafifce vuruldu.

Bir ml “Rinse” soliisyonu (RIN) ile bir dk TwinCubator® cihazinda yikama islemi

gerceklestirildi. Inkiibasyondan sonra plak ters ¢evrilerek soliisyon uzaklastirildi.

Daha 6nceden kit igeriginde yer alan tampon (CON-D) ile 1:100 oraninda seyreltilmis
ve oda 1s1sina gelmis olan konjugat (CON-C) kuyularda yer alan her bir stribe bir ml

eklendi ve 30 dk oda 1sisinda TwinCubator® cihazinda inkiibe edildi.

Konjugat plak ters cevirilerek ve temiz bir kagit havluya nazik¢e vurularak tamamen
uzaklastirildiktan sonra tekrar bir ml “Rinse” soliisyonu (RIN) ile stripler bir dk’da iki

kere TwinCubator® cihazinda yikandu.

Her bir kuyuya birer ml distile su (DNaz-RNaz icermeyen molekiiler biyolojik grade
su, BIOCHROM AG) ile TwinCubator® cihazinda yikandi. Higbir su zerrecigi

kalmamasina dikkat edildi.

Daha onceden kit igeriginde yer alan tampon (SUB-D) ile 1:100 oraninda seyreltilen
substrat (SUB-C) her bir kuyuya bir ml eklendi. Ug - 20 dk arasinda oda 1sisinda
1isiktan  korunarak inkiibe edildi. inkiibasyon zamanmi AC ve CC kontrollerinin
olusmasi, lokus ve diger bolgelerdeki bant paternlerinin olusmasi dikkate alinarak 20
dk’y1 geemeyecek sekilde (genellikle yaklasik 7-8 dk) test kosullarina gore
degerlendirildi. Disk1 6rneklerinde ise biyopsi ve koloni drneklerine gore daha uzun

bir substrat inkiibasyonu (yaklasik 15 dk) gergeklestirildi.
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e Reaksiyon, iki kez distile su (DNaz-RNaz icermeyen molekiiler biyolojik grade su,

BIOCHROM AQG) ile yikama yapilarak durduruldu.

e Penset kullanilarak stripler kuyulardan ¢ikarildi ve iki kurutma kagidi arasinda

kurutuldu. Kuruyan stripler iizerleri selobant ile ortiilecek sekilde kaplanarak kitin

iceriginde mevcut olan ¢alisma sayfasina yapistirildi.

e Wild-type allellerinin (WT problar) yada mutant allellerin (MUT problar) sekansi ile

hibridize olabilmesi icin dizayn edilmis farkli spesifik oligoniikleotidler (DNA

problar1) ile kapli stripler iizerinde alkalinfosfataz (AP)-streptavidin kompleksi ve

substrat sayesinde kolorimetrik bir reaksiyon sonucu olusan bantlar degerlendirilerek

sonugclar test prosediiriinde belirtildigi gibi yorumlanarak degerlendirildi.

3.6.7.3.3. GenoType® HelicoDR Sonuglarmin Degerlendirilmesi

Stripler yapistirilir ve 1s1ktan korunarak saklanir. Degerlendirme sayfas: kit igeriginde

saglanmistir. Bu degerlendirme sayfasi kullanildig1 zaman degerlendirme sayfasindaki ilgili

cizgilerle AC ve CC bantlar1 hizalanarak stripler belirlenen alanlara yapistirilir. Direng

durumu belirlenir ve degerlendirmeye yardimci olmasi i¢in ilgili kolona not edilir. Temin

edilen degerlendirme sablonu “template strip” (Sekil 26) degerlendirmede kullanildi ve stribin

AC ve CC bantlar ile her biri hizalandi. Her bir strip 18 reaksiyon zonu igerir. Her stripteki

bantlar ayn1 belirginlikte olmayabilir (130).

Sekil 26. GenoType® HelicoDR testi sonug degerlendirme sablonu “template strip” (130)

Conjugate Control
[CClAmplification Control [AC]
Helicobacter pylori [HF)

gyrA Locus Control [gyrd]

gyrA B7 wild type probe 1 [gyrB7 WT1]
gyrA 87 wild type probe 2 [gyrB7 WT2]
gyrA 87 wild type probe 3 [gyrB7 WT3)
gyrA 87 wild type probe 4 [gyr87 WT4)
gyrA 87 mutation probe [gyr87 MUT)
gyrA 91 wild type probe [gyr?1 WT)
gyrd 91 mutation probe ‘Igfgyrﬁ-’l MUT1]
gyrd 91 mutation probe 2 [gyr?1 MUTZ2]
gyrA 91 mutation probe 3 [gyr?1 MUT3]

235 Locus Control [235)

235 wild type probe [235 WT]

23S mutation probe 1 [235 MUT1)
23S mutation probe 2 [235 MUTZ)
23S mutation probe 3 [235 MUT3)

colored marker

(Strip, test kiti igerisinde temin edilen orijinal boyutunda degildir)
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i. Konjugat Kontrol (CC)

Bu bolgede konjugat baglanmasinin ve substrat reaksiyonunun etkinligini gosteren bir

bant olugsmak zorundadir (130).

ii. Amplifikasyon Kontrol (AC)

Test dogru olarak uygulandiginda “Amplifikasyon Kontrol (AC)” bolgesine bir kontrol
amplikonu baglanmaktadir. Bu bolgede bant olustugunda, ekstraksiyon ve amplifikasyon
uygulamasindaki hatalar ve amplifikasyon inhibitorlerinin varligi, bir sonraki asamaya
taginmast diglanabilir. Pozitif test sonucunda AC bolgesi sinyali (band1) ¢ok zayif olabilir ya
da tamamen kaybolmus olabilir. Bu, amplifikasyon siirecindeki yarigmali reaksiyonlardan
kaynaklaniyor olabilir. Bu durumda, amplifikasyon reaksiyonu dogru uygulanmistir ve test
tekrarlanmak zorunda degildir (130).

Negatif test sonucunda AC bandiin olmamasi1 amplifikasyon uygulamasinda yapilan
hatay1 ya da amplifikasyon inhibitorlerinin varligini, bir sonraki agamaya tagindigin1 gosterir.

Boyle bir durumda ise test valid degildir ve bu 6rnek tekrarlanmalidir (130).

iii. Helicobacter pylori (HP)

Bu reaksiyon bolgesi, H. pylori susunun varligini gosterir. Bu bandin yogunlugu DNA

baslangi¢ konsantrasyonuna bagl olarak degiskenlik gosterir (130).

iv. Lokus Kontrolleri (gyrA, 23S RNA)

Lokus Kontrol bolgeleri ilgili lokus icin spesifik bir gen bolgesini saptar ve HP
bolgesinde bir H. pylori susunun varlig1 goriildiigiinde mutlaka pozitif boyanmalidir (130).

v. Wild type problar

Wild type problart ilgili genlerin (Tablo 4 ve Tablo 5) en 6nemli direng bolgelerini
icermektedir. Ayrica, 87. kodonda dort gyrA wild type probu ilgili H. pylori wild type 1-4’1
gosterir. Bu dort probtan biri, gyr91 WT ile birlikte ve ayn1 zamanda wild type prob 23S WT
pozitif boyandiginda incelenen bolgelerde saptanabilir mutasyon yoktur. Bu durumda test
edilen sus, her iki antibiyotige kars1 duyarlidir (36,130).

Bir mutasyon olmasi durumunda, ilgili amplikon buna karsilik olan wild type proba
baglanamaz. Florokinolonlara karsi olasi bir direng ile ilgili sonug¢ ¢ikarabilmek icin gyrA

geninin her iki pozisyonunun sonucunun birlikte degerlendirilmesi gerekmektedir. Eger dort
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gyr87 wild type probu ya da gyr91 WT bandindan hicbirisi pozitif boyanmazsa, bu
florokinolonlara direnci gosterir. Eger 23S WT bandi negatif ise, test edilen H. pylori
susunun klaritromisine karsi direncini gosterir. Wild type paterninden farkli her patern test
edilen susun direncini gosterir. Sadece Amplifikasyon Kontrol bolgesi kadar ya da daha

kuvvetli yogunluktaki bantlar dikkate alinmalidir (36,130).

vi. Mutasyon problari

Mutasyon problari, direng ile iliskili en yaygin mutasyonlarin (Tablo 3 ve Tablo 4)
bazilarini saptar. Sadece Amplifikasyon Kontrol bolgesi kadar ya da daha kuvvetli yogunlukta
bantlar dikkate alinmalidir. Wild type paterninden her patern ayriligi test edilen susun
direncini gosterir. gyrA problar ile elde edilen bant paterni test edilen susun florokinolonlara
kars1 direnci hakkinda sonug verir, 23S problari ile elde edilen bant paterni klaritromisin
direnci ile ilgili sonug verir (130).

Test edilen O6rnek heterojen bir sus igerebilir. Eger bir sus iki kromozomundan sadece
birinde direng ile iliskili mutasyon tasiyorsa, mutasyon problarindan biri ve ayni zamanda
ilgili wild type bandi olusabilir. Test edilen 6rnek birden fazla H. pylori susu (6rn; miks
kiiltiire bagli olarak) icerebilir. Bu suslardan en az biri bir mutasyona sahipse mutasyon

bantlarindan biri ve ayn1 zamanda ilgili wild type bandi1 olusabilir (36,130).

Tablo 3. gyrA genindeki mutasyonlar ve ilgili wild type ve mutasyon problar1*(130)

Olugmayan wild type prob Analiz edilen kodon ~ Gdriilen mutasyon probu ~ Mutasyon

gyr87 WT1-4 87 gyr87 MUT N87K
gyr91 WT N gyr91 MUT1 D9IN
gyr91 MUT?2 D916
gyr91 MUT3 D91y
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Tablo 4. 23S rRNA genindeki mutasyonlar ve ilgili wild type ve mutasyon problari*(130)

Olusmayan wild type prob Analiz edilen kodon Goriilen mutasyon probu Mutasyon

235 WT 2146-2141 235 MUT1 A21466
235 MUT? A2146C
235 MUT3 A21476

*Miks enfeksiyon durumunda hem wild type hem de mutasyon probu olusmaktadir. Ayrica, wild type

ve mutasyon problarinin hi¢ birinde bant olusmamasi da farkli bir mutasyon varligini diistindiirmelidir.

vii. Degerlendirme Ornekleri

gyrA

FLQ | CLA
H = MR HIEHEE
oo oot o oo G T
(2] IR0 00000 IN000 [(Hl=0-1+ )0 [+]+] ]
o nonoooonnl | S LI
oo noon| RS E A
(s] B0 0 RO0OON I_I[I[][] =+ -] [+ ]

Sekil 27. Ornek bant paternleri ve bu paternlerin florokinolon ve/veya klaritromisin
direnci ile ilgili degerlendirilmeleri (130)

Eger gyr87 WT bantlarindan biri ve gyr91 bandi olusursa, pozitif olarak simiflandirilir
ve gyrA geninin WT siitununa “+” isareti konulur. Eger 23S WT probu boyanirsa, ayni
sekilde 23S WT siitununa “+” isareti konulur. Dort gyr87 WT probunun hicbirinde sinyal
olugmazsa ya da gyr91 WT band1 yoksa bu, negatif olarak siniflandirilir ve gyrA geninin WT
siitununa “-* igareti konulur. 23S WT band1 negatif ise ayn1 sekilde 23S WT siitununa “-”
isareti konulur. Mutasyon siitunlarina, hicbir genin mutasyon bandinda renk olmadigi
durumlarda negatif yazilir. Mutasyon bantlarindan en az birinde renk goézlenirse pozitif olarak

siiflandirilir ve ilgili genin MUT siitununa “+” isareti konulur (Sekil 27) (130).
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Iki 6rnek asagida agiklanmaktadir;

Bir numarali 6rnek, WT bant paternini géstermektedir. gyr87 WT problarindan birisi ve
diger iki WT probunda bant olusmustur, ancak hi¢cbir mutasyon probunda bant olugsmamustir.
Bu nedenle degerlendirme ¢izelgesinde iki WT siitununda “+”, iki mutasyon siitununda “-*
isaretlenmistir. Bu durumda florokinolon (FLQ) duyarli ve klaritromisin (CLA) duyarh
kutucuklarina “+” isareti konulur. Sus, H. pylori “wild type 17 tasimaktadir (130).

Iki numarali &rnekte, gyr91 WT probu boyanmustir ancak gyr87 WT bantlarindan
higbirisi olusmamistir. Bu nedenle degerlendirme ¢izelgesindeki gyrA WT siitununa negatif
yazilmistir. Test edilen iki gyrA lokusunun MUT bantlarindan higbirisi pozitif degildir ve bu
nedenle de gyrA MUT siitununa da negatif yazilmistir. 23S problart wild type patern
gostermektedir, 23S WT kutucuguna “+” ve 23S MUT kutucuguna “-” yazilmistir. WT

bantlarindan birinin olmamasi test edilen susun direngli oldugunu gostermektedir. Ikinci

ornek, florokinolon direncli, klaritromisin duyarli olarak degerlendirilmektedir (130).

i 2 3 4 5
|_| |_| & -Conjugate Control [CC]

| o u‘ '"'“"E"""""u"'"""-“"Arnpliﬁcatinn Control [AC)
S o -Helicobacter pylori [HP]

o oo ) <o - -~ gyrA Locus Contral (gyrA)

------ e [ f{ F-gyrA 87 wild type probe 1 [gyr87 WT1)
---------- poecoeeeee fe oo peeoeed e gyl BT wild type probe 2 [gyr87 WT2)
--—{  [—-gyrA 87 wild type probe 3 [gyr87 WT3)
---------- poooeel [l pee{ - gy BT wild type probe 4 [gyr87 WT4)
--------- ool o] feeeoo-jmmmt--- gyrA BT mutation probe [gyr87 MUT)

: =1 k- gyrA 91 wild type probe (gyr?1 WT]
--------- oot [ B F-gyrA 91 mutation probe 1 [gyr? 1 MUTT)
---------- foecoeeee e oo femeeeed - gy 91 mutation probe 2 (gyr?1 MUT2)
---------- -gyrA 91 mutation probe 3 (gyr91 MUT3)

e e e O A 235 Locus Control (235)

S T oveeeee oo oo -~ 235 wild type probe (235 WT)

ot I e weed 235 mutation probe 1 (235 MUT1)
---------- ooreeeeed o] freeed  |-235 mutation probe 2 (235 MUT2)

---------- b fd  bee| |-235 mutation probe 3 [235 MUT3)

FL(* = Fluoroguinolone sensitive
i T Lo RIS WD S M SRS M FLG* = Fluoroquinolone resistant
— p— — — — CLAS = Clarithromycin sensitive

5 R R
;ﬁs :35 :ﬁs Et:: ELL:: CLAR = Clarithromycin resistant

Sekil 28. GenoType® HelicoDR testi bant paternleri icin 6rnekler ve degerlendirilmeleri (129)
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viii. GenoType® HelicoDR testinin kisitliliklar:

Tiim DNA temelli testlerde oldugu gibi, bu test aminoasit sekansin1 degil, sadece
niikleik asit sekansini taramaktadir. Bu nedenle, bir aminoasit degisimine neden olmayan
mutasyonlar (“silence” mutasyon), wild type problarindan birinin olmamasina neden olabilir
(130).

Florokinolon ve klaritromisin direncine neden olan test edilen gyrA ve 23S gen
bolgelerindeki diger mutasyonlar da bildirilmistir. Bu mutasyonlar olduk¢a nadir
gorilmektedir, validasyon i¢in uygun degildir sadece in silico test edilmistir. Bir in silico
saptama, bu mutasyonlardan bazilarinin in vitro saptanamayabilecegi ihtimalini dislamaz
(130).

GenoType® HelicoDR testi sadece, direnci gyrA ve 23S gen bélgelerinde orjinlenen H.
pylori suslarinin direncini saptayabilir. Diger genler ya da gen bolgelerindeki mutasyonlardan
ve diger florokinolon ve klaritromisin diren¢ mekanizmalarindan kaynaklanan direng bu test
ile saptanmamaktadir. Analiz edilecek Ornekte birden fazla bakteriyal tiiriin olmasi testin
degerlendirilmesini engelleyebilir (130).

Teorik olarak, bir wild type paternine ragmen diren¢ var olabilir. Eger 6rnek sadece
mutasyon problari ile kaplanmayan, sadece kismi bir direng gelistiren bir sus igeriyorsa, wild
type paterni olusacaktir. Eger Ornekte birden fazla H. pylori susu varsa (miks kiiltiir) ve
suslardan biri mutasyon problari ile kaplanmayan bir mutasyon sergilerse, wild type paterni
olusur (36,130).

Diger hibridizasyon temelli saptama sistemleri gibi bu test, muhtemelen primer ve
problarin se¢ildigi genomik bolgelerdeki sekans varyasyonuna dayanir fakat dizayn
edilmeyen test yanlis sonuclara neden olabilir. Bakteriyal genomlarin yiiksek varyasyonu
nedeniyle bazi sub-tiplerin saptanamayabilir. Bu test sadece primer ve problarin segildigi
genomik bdlgenin sinirlarinda ¢aligmaktadir. lleri arastirmalar icin sekans analizi

gerekmektedir (130).
3.6.7.4. Fluorescence Energy Transfer (FRET) Real-Time PCR

LightCycler thermocycler (Roche) kullanilarak gerceklestirilen floresans enerji transfer
teknolojisine dayanan bir PCR metodudur. H. pylori ve klaritromisin direncinden en sik

sorumlu olan 2142 ve 2143 pozisyonlarindaki G ve C mutasyonlarinin saptanmasi igin
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kullanildi. Direkt antrum ve korpus gastrik biyopsi Ornekleri ve diski Orneklerinin

DNA'’larindan FRET-real-time protokoliine uygun olarak ¢aligildi.

i. Primerlerin Hazirlanmasi

H. pylori 23S tRNA geninin 267 bp’lik bir bolimi HpyS ve HpyA primerleri
kullanilarak ¢ogaltild1 (42).

Hpy-S  5’- AGGTTAAGAGGATGCGTCAGTC -3’

Hpy-A  5’- CGCATGATATTCCCATTAGCAGT -3’

Kuru (liyofilize) halde gelen primerler (Tibmolbiol), her ikisinin de konsantrasyonu 20
pmol/ul olacak sekilde DNaz RNaz igermeyen molekiiler biyolojik su (Biochrom AG)

eklenerek hazirlandi.

ii. Problarin hazirlanmas

HpyRED 5’- LC640 -GGCAAGACGGAAAGACC- PH-3’

Anchor FL  5’- TGTAGTGGAGGTGAAAATTCCTCCTACCC- FL- 3’

Liyofilize olarak temin edilen problar (Tibmolbiol), her ikisinin de konsantrasyonu 20
pmol/ul 20 pmol/ul olacak sekilde niikleaz igermeyen molekiiler biyolojik su eklenerek
hazirlandi. Cogaltilan iiriin HpyRED ve Anchor FL problari ile saptandi (42).

iii. Kullanilan Pozitif Kontroller

FRET-real-time PCR yonteminde H. pylori ve klaritromisin direncine neden olan
mutasyonlar1 saptamaya yonelik {i¢ farkli pozitif kontrol kullanildi. Wild type kontrolii i¢in
klaritromisin duyarli genotipe sahip H. pylori NCTC 11637 standart susu, A>G ve A>C
mutasyonlari i¢in ise “Federation of European Microbiology Societies” (FEMS) bursu ile
gidilen “Victor Segalen Bordeaux 2 University, Laboratoire de Bacterologie, Reference
Center for Campylobacter and Helicobacter, Bordeaux France” da tarafimca sekans analizi
yapilmis olan, antrum ve/veya korpus gastrik biyopsi drneklerinden izole edilen H. pylori
koloni DNA 6rneklerinin 23S rRNA geninde G ve C mutasyonlar1 saptanan hasta suslarinin

DNA ’lar1 kullanildi.

iv. Amplifikasyon i¢in FRET-Real-time PCR Karisiminin Hazirlanmasi

Antrum ve korpus gastrik biyopsi o6rnekleri ve diski 6rnekleri i¢in ayn1 PCR karigimi

“Victor Segalen Bordeaux 2 University, Laboratoire de Bacterologie, Reference Center for
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Campylobacter and Helicobacter, Bordeaux France” da uygulanan prosediire gore hazirlandu.
Ayrica diski DNA oOrneklerinde inhibitorlerin varligi nedeniyle yalanci negatif sonuglarin
Onlenmesi amaciyla Fransa’daki referans merkezde uygulanan protokole gore her diski DNA
ornegi ayn1 zamanda DNaz RNaz i¢cermeyen molekiiler biyolojik su (Biochrom AG) ile 1/10

oraninda seyreltilerek duplike ¢aligildi.

PCR karigimi cam kapiller tiiplerde, toplam hacim 8 pl olacak sekilde hazirlandi;

Steril saf su* 528 ul
MgClL (25 mM) 0.64 pl
Hpy A (20 pmol/ul) 0.16 ul
Hpy S (20 pmol/ul) 0.16 pl
Hpy RED (20 pmol/ul) 0.08 pl
Anchor FL (20 pmol/pl) 0.08 ul
FastStart DNA Master** 0.80 nl
DNA kalib1 0.80 nl

* DNaz ve RNaz icermeyen steril saf su (ULTRA PURE WATER, BIOCHROM AQG)
* Light Cycler Fast Start Enzim-Reaksiyon Karisimi (FastStart DNA Master) (Roche):
FastStart Taq DNA Polimeraz, reaksiyon tamponu, dNTP karisimi ve 10 mM MgCl»

icermektedir.

v. FRET-Real-time PCR Programi
Her bir 6rnek ve pozitif kontroller i¢in hazirlanmis olan kapiller tiipleri LightCycler 1.5
(Roche) cihazina yerlestirildi. Tiim amplifikasyon ve melting curve analiz islemleri ayni

cthazda yapildi (Tablo 5).
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Tablo 5. FRET-real-time PCR yonteminde uygulanan LightCycler 1.5 programi

Ist Siire Slcakllii%:e;;:)is orani Yall\l/(la;\)l(;\llllla Déngii
Denatiirasyon | 95°C  10dk 20
95°C  Osn 20
Kantifikasyon | gooc 19 n 20 Tek 50
72°C 17 sn 20
95°C  Osn 20
Melting Curve | 38°C 50 sn 20
85°C  Osn 0.10 Devamli
Sogutma 45°C  30sn 20

vi. FRET-Real-time PCR Sonuglarinin Degerlendirilmesi

LightCycler 4.1 Front Screen Software (Roche) programi kullanilarak real-time PCR
sonuglar1 degerlendirildi. 530 floresans kanali ve “melting curve” analiz programi segilerek
pozitif kontrollerin “melting” sicakliklart (7m) kontrol edildi. Wild-type, A>G doniisiim
(2143/2142 pozisyonlar1) ve A—>C donisiimii (2142 pozisyonu) Tm’leri sirasiyla yaklasik
61.5, 53.0, 58.0 °C civarinda oldugunda hasta suslarinin analizi pozitif kontroller g6z 6niinde
bulundurularak yapildi. Negatif kontrol, her ¢alismada pozitif kontroller ile birlikte kullanilda.
Pozitif kontroller ve hasta sonuclari degerlendirilmeden once negatif kontrolde olasi bir
kontaminasyon nedeniyle pik olusup olusmadigi kontrol edildi. Aym1 zamanda “Absolute
Quantification” analiz programi kullanilarak Ct (threshold cycle) degerleri de kontrol edildi.
PCR iiriinlerinde meydana gelen ilk 6nemli artis (Ct) hedef gen bolgesinin (template)
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baslangic miktar1 ile dogru orantilidir. Ct degerinin 35°den fazla oldugu Ornekler

kontaminasyon olarak degerlendirilerek tekrar calisildi.

3.6.7.5. Konvansiyonel PCR Protokolleri

Konvansiyonel PCR yontemi, randomize se¢ilen antrum ve/veya korpus gastrik biyopsi
orneklerinde ve izole edilen H. pylori koloni DNA orneklerinde H. pylori varliginin
saptanmast i¢in konfirmasyon amaciyla (HPU PCR), 23S rRNA (rrl geni) geninde
klaritromisin direncine ve gyrA geninde levofloksasin direncine neden olan mutasyonlarin
saptandigr molekiiler yontemlerin dogrulanmasi amaciyla (23S rRNA PCR ve gyrA PCR)
uygulanmistir. Molekiiler yontemler ile ya da E-test fenotipik yontemi ile klaritromisin
duyarlilig1 sonucu farkli ¢ikan ve randomize se¢ilmis bazi uyumlu hastalarin antrum ve/veya
korpus biyopsi Ornekleri ve hastalarin antrum ve/veya korpus biyopsi 6rneklerinden izole
edilen H. pylori kolonilerinden ekstrakte edilen DNA’lara sekans analizi i¢in gonderilmek
tizere 23S rRNA PCR yontemi uygulandi. Ayni sekilde molekiiler yontem ve geleneksel
fenotipik E-test yontemi ile levofloksasin duyarlilik sonucu farkli ¢ikan ve ayni zamanda
randomize se¢ilmis bazi uyumlu hastalarin antrum ve/veya korpus biyopsi Ornekleri ve
hastalarin antrum ve/veya korpus biyopsi o6rneklerinden izole edilen H. pylori kolonilerinden

ekstrakte edilen DNA’lara gyrA PCR uygulandi.
3.6.7.5.1. PCR Karisiminin Hazirlamisi
HPU PCR, 23S rRNA PCR ve gyrA PCR yontemlerinde PCR karisiminda kullanilan

dNTP ve Taq DNA polimeraz ayn1 olup sadece farkli primerler ve farkli PCR dongiileri ile
calisildi.

i.10 mM dNTP karisimi

10 ul ANTP (Sigma) karisimi (dNTP tiipii i¢erisinde her birinden 10 mM olarak: dATP,
dGTP, dCTP ve dTTP) 1:5 oraninda DNaz RNaz icermeyen molekiiler biyolojik su

(Biochrom AGQG) ile homojenize edildi.
ii. Tag DNA Polimeraz (250 iinite) (Fermentas)

Kullanima hazir olarak temin edildi.
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iii. Primerler

HPU PCR icin (TibMolBiol)
HPU-1; 5’-GCCAATGGTAAATTAGTT-3’ (reverse primer)
HPU-2; 5’-CTCCTTAATTGTTTTTAC-3’ (forward primer) (186)

23S rRNA PCR i¢in (T1bMolBiol)
HPY-S; 5-AGGTTAAGAGGATGCGTCAGTC-3 (reverse primer)
HPY-A; 5-CGCATGATATTCCCATTAGCAGT-3 (forward primer) (25)

**Antisense; S-CTCCATAAGAGCCAAAGCCC-3 (reverse primer)
Sense; 5S-CCACAGCGATGTGGTCTCAG-3 (forward primer) (28)

** Antisense; S-CTGCATGAATGGCGTAACGAG-3 (reverse primer)
Sense primer; 5S-TCCTCTCGTACTAGGGA-3 (forward primer) (24)

**Bagka bir proje kapsaminda klaritromisin duyarlilik sonuglari molekiiler yontem ve E-test
yontemi ile farkli saptandigi i¢in sekans analizine gonderilmek lizere iki farkli primer seti ile
degerlendirilen ve bu tez projemizde randomize segilen hasta grubumuzda da yer alan hastalarin
antrum ve/veya korpus gastrik biyopsi 6rneklerinden izole edilen H. pylori suslarinin 23S rRNA
genlerinin sekans analizi FEMS bursu ile gitti§im “Victor Segalen Bordeaux 2 University,
Laboratoire de Bacterologie, Reference Center for Campylobacter and Helicobacter, Bordeaux
France” da tarafimca yapilmistir.

gyrA PCR icin (Genmar)
gyr-APF; 5-AGCTTATTCCATGAGCGTGA-3 (reverse primer)
gyr-APR; 5-TCAGGCCCTTTGACAAATTC-3 (forward primer) (187)

Liyofilize primerler 100 mM konsantrasyonda olacak sekilde DNaz ve RNaz icermeyen
steril saf su (ULTRA PURE WATER, BIOCHROM AGQG) ile sulandirilarak stok soliisyon
hazirlandi ve -20 °C’de sakland.

Hazirlanan bu primer stok soliisyonu, PCR karigiminda kullanilmak iizere primer
konsantrasyonlart1 10 mM olacak sekilde DNaz ve RNaz i¢cermeyen steril saf su (ULTRA
PURE WATER, BIOCHROM AQ) ile seyreltildi. Primer ara stogu bittiginde ayn1 islem ana

stoktan tekrarlandi.
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3.6.7.5.2. Konvansiyonel PCR Karisimlar: ve PCR dongiileri

Her PCR reaksiyonunda bir negatif (steril saf su) ve bir pozitif kontrol (H. pylori NCTC
11637 standart susu) kullanildi. PCR son hacim 50 pl olacak sekilde 0.2 ml’lik ependorflar
(Greiner Bio-one) i¢inde termal cycler’da (Techne TC-412) gergeklestirildi. Pozitif kontrol
olarak NCTC 11637 H. pylori standart susu’ndan elde edilen DNA kullanildi. Hem koloni
hem de gastrik biyopsi DNA orneklerinden calisildi. PCR karisimi ve dongiisii her iki drnek
i¢cin ayniydi.

HPU PCR

PCR Karisimi :

Steril saf su* 32 ul
dNTP 5ul
10X PCR Tamponu** Sul
MgCl> (25 mM) 4 ul
HPU-1 1 ul
HPU-2 1 ul
Taq DNA Polimeraz** 1 ul
Kalip DNA 1 pl

* DNaz ve RNaz icermeyen steril saf su (ULTRA PURE WATER, BIOCHROM AG)

** Taq DNA Polimeraz enziminin (Fermentas) 10X PCR tamponu; MgCl> igermemektedir.

PCR Donguleri

Baslangi¢ aktivasyon basamagi 95°C 3 dakika

Ayrilma (Denatiirasyon) 94 °C 1 dakika
Primer baglanmasi (Annealing) 45 °C 1 dakika 35 dongi
DNA zincirinin uzamasi 72 °C 1 dakika
Son uzama 72 °C 10 dakika

PCR iirtinleri %1°lik agaroz jel elektroforezi ile goriintiilendi.
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23S rRNA PCR
PCR Karisimi :

Steril saf su* 31 ul
dNTP 5l
10X PCR Tamponu** Sul
MgClz (25 mM) 3ul
HPY-S Il
HPY-A 1 ul
Taq DNA Polimeraz** 1l
Kalip DNA 3ul

* DNAz ve RNAz icermeyen steril saf su (ULTRA PURE WATER, BIOCHROM AQG)

**Taq DNA Polimeraz enziminin (Fermentas) 10X PCR tamponu; MgCl> icermemektedir.

PCR Dongiileri :

Baslangi¢ aktivasyon basamagi 95°C 5 dakika

Ayrilma (Denatiirasyon) 94 °C 1 dakika
Primer baglanmasi (Annealing) 55°C 1 dakika } 40 déngii
DNA zincirinin uzamasi 72 °C 1 dakika
Son uzama 72 °C 7 dakika

PCR iiriinleri %1°lik agaroz jel elektroforezi ile goriintiilendi.
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gyrA PCR

PCR Karisim :

Steril saf su* 31 pl
dNTP 5ul
10X PCR Tamponu** Sul
MgClz (25 mM) 3ul
gyrA-1 1 ul
gyrA-2 1 pul
Taq DNA Polimeraz* 1 ul
Kalip DNA 3ul

* DNaz ve RNaz icermeyen steril saf su (ULTRA PURE WATER, BIOCHROM AG)

**Taq DNA Polimeraz enziminin (Fermentas) 10X PCR tamponu; MgCl> icermemektedir.

PCR Dongiileri :

Baslangi¢ aktivasyon basamagi 95°C 5 dakika

Ayrilma (Denatiirasyon) 94 °C 30 saniye
Primer baglanmas1 (Annealing) 47 °C 30 saniye } 35 déngii

DNA zincirinin uzamasi 72 °C 30 saniye

Son uzama 72 °C 5 dakika

PCR iiriinleri %2’lik agaroz jel elektroforezi ile goriintiilendi. Baz1 antrum ve korpus
gastrik biyopsi DNA Ornekleri ile gyrA PCR jel goriintiisiinde non-spesifik bantlar
gozlemlendi. Bu bantlar1 gidermek ve sadece istenilen gen bolgesinin ¢ogaltilmasi i¢cin PCR
dongiileri degistirildi. Temel olarak primer baglanma sicakliin1 (annealing) arttirarak

istenilen biiytikliikte ve spesifik bantlar elde edildi.
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Baz1 gastrik biyopsi 6rnekleri icin optimize edilen gyrA PCR Dongiileri :

Baslangic aktivasyon basamagi 95 “C 2 dakika

Ayrilma (Denatilirasyon) 95 °C 30 saniye
Primer baglanmasi (Annealing) 55 °C 30 saniye 40 dongii
DNA zincirinin uzamasi 72 °C 30 saniye
Son uzama 72 °C 5 dakika
3.6.7.5.3. Agaroz Jel Elektroforezi

i. Agaroz Jel Hazirlanmas: (Seakem ® LE Agaroz) (Lonza, USA)

PCR iirilinlerinin saptanmasi i¢in 1X TBE igerisinde 23S rRNA PCR i¢in % 1’lik ve
gyrA PCR i¢in %2’lik agaroz jel hazirlandi: 100 ml 1X TBE (Tris-borate- EDTA) tamponu
icine agaroz (Seakem ® LE Agaroz) eklendi. Mikrodalga firinda 350 Watt’da 1.5 dakika
tutularak eritildi. Karisimin sicaklign 60°C’ye diistiiglinde 3 pl etidyum bromid (Sigma)
eklendi. Elektroforez tankinin jel kalibi distile suyla silinip temizlendi ve kenarlar
sizdirmayacak sekilde tank icine yerlestirildi, jel kalibinin tarag: yerlestirildi. Hazirlanan jel

karisimi kaliba dokiildii. Donmasi beklendi. Donduktan sonra jel kalibindan tarak ¢ikartildi.

ii. TBE (Tris-borate- EDTA) 10X tamponu (Applichem)

100 ml TBE 10X soliisyonu ve 900 ml distile su karistirilarak 1X TBE tamponu elde
edildi.
ii. Etidium bromid (10 mg/ml) (Sigma)

0.1 gr etidium bromid 10 ml distile su icerisinde ¢oziilerek hazirlandi
iii. 6X Orange DNA Loading dye (Fermentas)

Jele yiiklenen PCR firiinlerinin goriiniir hale gelmesini ve kuyucuklara ¢okmesini

saglayan “DNA loading dye” kullanima hazir olarak temin edildi.
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iv. GeneRuler™ 50 bp DNA ladder (50ug) (Fermentas)

Jelde goriintiilenen PCR firiinlerinin biyiikligiinii referans biiyiiklikkteki DNA ile
karsilastirip saptayabilmek i¢in 50 bp’lik DNA ladder; 5 ul DNA Ladder, 5 pl 6x loading dye
ve 20 ul DNaz ve RNaz igermeyen steril saf su (ULTRA PURE WATER, BIOCHROM AG)
karistirilarak hazirlandi.

Biiyiiklik belirleyici olarak kullanilan “DNA ladder” ve incelenecek PCR
tirtinlerinden 10’ar pl olacak sekilde parafilm tizerine aktarildi. Her 6rnek i¢in birer pul olmak
tizere “loading dye” yiikleme tamponu eklendi, karistirildi. Her birinden 10’ar pl alarak jele
aktarildi. 1 X TBE ig¢inde 120 volt’da (Thermo Scientific Owl EasycastTM B2) 20-40 dakika
yiriitiildii. Sonuglar ultraviyole transilluminatérde (VILBER LOURMAT) Infinity Capt
programi kullanilarak incelendi. PCR {iriinii biiytlikliikkleri DNA ladder ile karsilastirildi.

3.6.7.6. Piirifikasyon Protokolii

Antrum ve korpus gastrik biyopsi 6rneklerinden ve izole edilen H. pylori kolonilerinden
ekstrakte edilen DNA’lardan 23S rRNA ve gyrA genleri amplifiye edilerek elde edilen PCR
tirtinleri “QIAquick PCR Piirifikasyon Kiti” (QIAGEN) ile piirifiye edildi:

e Bos bir ependorfa bes voliim PB Buffer, bir voliim PCR {iriinii olacak sekilde 200 pl
PB tamponu ve 40 pl PCR iiriinii eklendi: Toplam PCR iiriinii 50 pl final voliim olup,
10 pl agaroz jele yiiklendiginden piirifiye edilecek PCR {iriinii 40 ul’dir.

e Hazirlanan bu karigimlar ayr1 ayr1t QIAquick spin kolonlarina aktarildi.

e DNA’ nin baglanmasi i¢in PCR firiinlerini igeren QIAquick spin kolonlar1 bir dk
13,000 rpm hizda santrifiij edildi.

e Santrifiij sonras1 QIAquick spin kolonlariin altinda kalan sivi atildi ve tekrardan

toplama kab1 QIAquick spin kolonunun altina yerlestirildi.

e Yikama asamasi i¢in 750 ul PE tamponu QIAquick spin kolonuna eklendi ve bir dk
13,000 rpm hizda santrifiij edildi.

e Tekrardan altta kalan sivi atild1 ve toplama kabi1 QIAquick spin kolonunun altina

yerlestirildi ve bir dk 13,000 rpm hizda santrifiij edildi.

e QIAquick spin kolonu temiz 1,5 ml’lik ependorf tiipiine yerlestirildi.
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e DNA’y1 ayristirmak i¢in 50 pul EB tamponu kolonun i¢indeki membranin ortasina

gelecek sekilde eklendi ve bir dk 13,000 rpm hizda santrifiij edildi.

Piirifikasyonu yapilmis PCR iiriinleri sekansa gonderilene kadar -20 °C’de saklanda.

3.6.7.7. Sekans Analizi

Piirifiye  DNA fdirtinleri ile birlikte 23S rRNA ve gyrA genlerinin ¢ogaltildigi
konvansiyonel PCR’larda kullanilan reverse ve forward primerler sekans analizi yapilmak
lizere “Macrogen (Giiney Kore) (www.macrogen.com)” firmasma gonderildi. Istenilen gen
bolgelerinin ¢ogaltildigit forward ve reverse primerler ile gergeklestirilen sekans
reaksiyonunun sonugclar1 ¢alisilan farkli iki gen i¢in (rrl ve gyrA) farkli programlar ile

degerlendirildi:
i. rrl geni

Macrogen’den gelen forward ve reverse primerler ile gerceklestirilen sekans analiz

sonuclar1 http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin/ sitesi kullanilarak degerlendirildi. Referans

sekans dizi olarak gi|15644634 numarali Helicobacter pylori 26695 standart susunun 23S
rRNA gen bolgesi dizisi kullanildi. Forward primer sekans analiz sonucunun oOncelikle

http://www.bioinformatics.org/sms/rev_comp.html sitesi kullanilarak tamamlayic1 dizisi

(reverse complement) elde edildi. Daha sonra i-referans dizi, ii-reverse primer sekans analiz

dizisi ve iii-forward primerin elde edilen tamamlayici dizisi

http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin/ sitesinde alt alta yazildi. Sekans dizilerinin giris
bicimi “Multalin-Fasta” secildi. Alt alta goriilen forward ve reverse primerlerin sonuglari

referans diziye gore analiz edilerek baz degisikleri degerlendirildi.

ii. gyrA geni

Referans dizi olarak gi|409893860 numarali “DNA gyrase subunitA H. pylori 26695

kullanildi. Oncelikle reverse primerin http://www.bioinformatics.org/sms/rev_comp.html

sitesi kullanilarak tamamlayici dizisi (reverse complement) elde edildi. Referans dizinin ve

her iki primer ile sekans dizilerinin aminoasit dizileri http://web.expasy.org/translate/ sitesi
kullanilarak stop kodonu i¢ermeyen protein kodlayabilen (Open Reading Frame) bolgesi en

uzun olan secilerek elde edildi. Son olarak “Expasy Bioinformatic Resource Portal”’dan

115


http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin/
http://www.bioinformatics.org/sms/rev_comp.html
http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin/
http://www.bioinformatics.org/sms/rev_comp.html
http://web.expasy.org/translate/

CLUSTALW programi kullanilarak referans diziye gore aminoasit dizisinde goriilen

degisimler degerlendirildi.

3.7. Arastirma Plan1 ve Takvimi

Subat 2012 Etik Kurul Kabulii

Temmuz 2012-Mart 2013 Proje Kabulii Malzeme Satin Alimi1

FEMS Bursu Egitimi
Eylil -Aralik 2012 (Bordeaux,Fransa)
Ocak-Nisan 2013 Y ontemlerin Standardizasyonu

Mayis 2013-Subat 2014 Yontemlerin Uygulanmasi

Mart- Mayis 2014 Sonuglarin Degerlendirilmesi

Haziran 2014-Subat 2015 |Tez Yazimi

3.8. Verilerin Degerlendirilmesi

Uygulanan testlerin sonuglarinin degerlendirilmesi i¢in dort gozlii tablo olusturuldu.
Histopatolojik inceleme, HUT ve kiiltiiriin en az ikisinin pozitif oldugu olgular H. pylori

enfeksiyonu pozitif; tlimiiniin negatif oldugu olgular H. pylori enfeksiyonu negatif

degerlendirildi.
a: Dogru pozitif Duyarlilik: a/(a+c).100
b: Yalanci pozitif Secicilik: d/(b+d).100
¢: Yalanci negatif PPV: a/(a+b).100
d: Dogru negatif NPV: d/(c+d).100
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Yas ve cinsiyet dagilimm tiim test yontemleri ile degerlendirildiginde H. pylori
pozitifligi/negatifligi ile arasindaki iliski varlig1 t test ve McNemar ile degerlendirildi.

FRET-real-time PCR metodu ve GenoType® HelicoDR testi ile altin standart yontemin
karsilastirilmasinda duyarlilik, secicilik, pozitif ve negatif 6ngdrii degeri (PPV ve NPV) ve
tanisal dogruluk kullanildi. McNemar Ki-kare testi uygulandi (SPSS Version 15.0). Farkli
testlerin klaritromisin ve levofloksasin direng sonuglar1 kappa tutarlilik testi ile degerlendirildi

(SPSS Version 15.0). p <0.05 degeri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
3.9. Arastirmanin siirhhklar:
Caligsma ile ilgili sinirlamalara tartigma kisminda deginilmistir.
3.10. Etik Kurul Onay1

Dokuz Eyliil Universitesi Girisimsel Olmayan Arastirmalar Etik Kurulu 16.02.2012
tarih ve 510-GOA protokol numarali toplantisinda, 2012/05-22 karar numarali “Gastrik
Biyopsi ve Diski1 Orneklerinden izole Edilen Helicobacter Pylori Genomik DNA’sinda
Klaritromisin ve Levofloksasin Duyarlihginin Molekiiler Yontemler ile Belirlenmesi”
isimli yiiksek lisans tezi arastirma projesinin uygulanmasi onayi, 20.02.2012 tarih ve 123

sayil1 yazi ile Prof. Dr. Ozlem Yilmaz’a bildirilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Demografik Bulgular

Dokuz Eyliil Universitesi Hastanesi Gastroenteroloji Poliklinigine dispeptik yakinmalar
ile bagvuran ve endoskopi endikasyonu konulan 40 kadin (%69) ve 18 erkek (%31) toplam 58
eriskin hastanin yag ortalamasi1 41.1 £ 13.5, yas aralig1 18-73 saptandi.

H. pylori enfeksiyonu pozitifligi ile kadin ve erkek cinsiyeti arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir fark saptanmadi (% testi, p=1,000).

H. pylori enfeksiyonu pozitifligi ile yas arasinda anlamli bir fark saptandi (7 testi,
p=0,002).

H. pylori enfeksiyonu pozitif hastalarda yas ortalamas1 43.1+13.0, H. pylori
enfeksiyonu negatif hastalarda yas ortalamasi1 26.3+6.5 saptandi. Kadin ve erkek orani ise H.
pylori enfeksiyonu pozitif hastalarda 2.18, H. pylori enfeksiyonu negatif hastalarda 2.50
saptandi (Tablo 6).

Tablo 6. H. pylori enfeksiyonu pozitif ve negatif hastalarin demografik verileri

H. pylori enfeksiyonu
(n=58)

Negatif Pozitif

Hasta sayisi (n) 7 51

Yas ortalamasi 26.3+6.5 43.1£13.0

Yas medyam 24 44
Yas arahg 20-38 18-73
Kadin/erkek 2.50 2.18
orani

4.2. Hizh Ureaz Testi (HUT) Bulgular

Dokuz Eyliil Universitesi Hastanesi Endoskopi iinitesinde uygulanan hasta basi testi
HUT, 58 hastanin 50 (%86.2)’sinde pozitif saptandi. Pozitif 50 hastanin 41 (%82)’inde hem

antrum hem de korpus biyopsi 6rnegi, sekiz (%16) hastada sadece antrum, bir (%?2) hastada

118



ise sadece korpus HUT testi pozitif saptandi. Antrum ve korpus biyopsi érnekleri ayri ayri
degerlendirildiginde ise; 58 hastada 49 (%84.5) antrum, 42 (%72.4) korpus biyopsi 0rnegi
HUT pozitif olarak saptandi.

4.3. Histopatoloji Bulgular:

Antrum ve korpus biyopsi ornekleri birlikte degerlendirildiginde toplam 58 hastanin 50
(%86.2)’si HLO pozitif saptandi. Elli hastanin 45 (%90.0)’1 antrum ve korpus, dordii (%8.0)
sadece antrum, biri (%?2.0) sadece korpus pozitif saptandi. Elli sekiz hastada HLO y6niinden
pozitif saptanan 49 (%84.5) antrum biyopsi 6rneginin 21 (%42.9)’1 li¢ pozitif, 16 (%32.6)’s1
iki pozitif, 12 (%24.5)’si bir pozitif saptandi. Elli sekiz hastada HLO yoniinden pozitif
saptanan 46 (%79.3) korpus biyopsi Orneginin 16 (%34.8)’s1 ii¢ pozitif, 19 (%41.3)’u iki
pozitif, 11 (%23.9)’1 bir pozitif olarak saptandi.

Toplam 116 antrum ve korpus biyopsi Ornekleri lamina propria’da, pitlerde
enflamasyon, atrofi, intestinal metaplazi (IM) ve HLO her biri 0-3 [yok (grade 0), hafif (grade
1), orta (grade 2) ve siddetli (grade 3)] arasinda giincellestirilmis Sydney Sistemine gore
uzman patolog tarafindan degerlendirilmistir (125). Histopatolojik inceleme ile 50 HLO
pozitif hastanin 50 (%100)’sinde gastrit, iki (%4.0)’sinde atrofi, sekiz (%16.0)’inde intestinal
metaplazi saptandi. Histopatolojik inceleme ile HLO negatif bulunan sekiz hastanin sekiz

(%100)’inde gastrit, bir (%12.5)’inde intestinal metaplazi saptanda.

4.4. Helicobacter pylori Kiiltiir Bulgular:

Elli sekiz hastanin 49 (%84.5) unda kiiltlirde iireme saptandi, dokuzunda (%15.5) iireme
gozlenmedi. Bu 49 Kkiiltiir pozitif hastanin sekiz (%16.3)’inde sadece antrum, bes
(%10.2)’inde sadece korpus, 36 (%73.5)’sinda hem antrum hem de korpus biyopsi Ornegi
pozitif saptandi. Elli sekiz hastanin antrum biyopsi orneklerinde 44 (%75.9)’1 kiiltiir pozitif,
14 (%24.1)’u kiiltiir negatif saptandi. Elli sekiz hastanin korpus biyopsi 6rneklerinde ise 41
(%70.7)’1 kiiltiir pozitif, 17 (%29.3)’si kiiltiir negatif saptandi.

Iki hastamin kiiltiir plaklarinda H. pylori kolonileri ile birlikte farkli morfolojide
koloniler gozlendi. Iki plaktaki farkli morfolojideki kolonilerden direkt baki ve Gram boyali
preparatlar hazirlandi. Direkt bakida; birinde maya hiicreleri, digerinde ise basil
morfolojisinde bakteriler gozlendi. Gram boyali preparatlarin da ayni sekilde birinde Gram
pozitif boyali Candida benzeri maya hiicreleri, digerinde Gram pozitif basiller gézlendi. Maya

hiicrelerinin Sabouraud Dekstroz Agar (SDA) besiyerine pasaj1 yapilarak ileri identifikasyonu

119



icin Dokuz Eyliil Universitesi Hastanesi merkez laboratuvari, mikoloji laboratuvarma*
gonderildi. Candida parapsilosis tiremesi saptandi. Gram pozitif basil morfolojisindeki
bakteri kolonilerinden %10 defibrine at kanli CBA’ya pasaj yapildi ve katalaz negatif,

hareketsiz Gram pozitif tipik basil morfolojide Lactobacillus spp. olarak identifiye edildi.

*Dokuz Eyliil Universitesi Hastanesi merkez laboratuvari, mikoloji laboratuvarinda Sayin Prof. Dr. Mine

Doluca Dereli’nin izni ile maya identifikasyonu yapilmistir. Kendilerine tesekkiir ederiz.
4.5. Hastalarda Helicobacter pylori Enfeksiyonunun Degerlendirilmesi

Dokuz Eyliil Universitesi Hastanesi Gastroenteroloji Poliklinigine dispeptik yakinmalar
ile bagvuran ve endoskopi endikasyonu konulan, diger 2006.KB.SAG.042 BAP proje no’lu,
13.07.2006/179 Etik kurul onayli doktora tez projesi kapsaminda alinmig olan hasta
grubundan randomize seg¢ilen 58 hastadan alinan her bir korpus ve antrum biyopsi drneklerine
uygulanan histopatolojik inceleme, HUT ve kiiltiiriin, en az ikisinin pozitif oldugu 51 (%87.9)
hasta H. pylori enfeksiyonu pozitif; her ii¢ testin negatif oldugu yedi (%12.1) hasta, H. pylori

enfeksiyonu negatif saptandi.
4.6. Gradient Difiizyon (E-test) Bulgular

Kirk dokuz H. pylori kiiltir pozitif hastanin 85 antrum ve/veya korpus biyopsi
orneklerinden izole edilen H. pylori suslarinin klaritromisin ve levofloksasin duyarliligi

fenotipik bir yontem olan E-test yontemi ile belirlendi.
4.6.1. Klaritromisin E-test Bulgulari

Kiiltiir pozitif olan 49 hastanin E-test yontemi ile 35 (%71.4)’1 klaritromisin duyarli, 10
(%20.4)’u klaritromisin direncli, dort (%8.2)’1 ise antrum ve korpus biyopsi orneklerinde
farkli bir profil sergileyerek duyarli ve direngli “miks enfeksiyon” saptandi. Toplam 85
biyopsi drneginin 64 (%75.3)’1 klaritromisin duyarli (Sekil 29-a), 21 (%24.7)’1 klaritromisin
direncli (Sekil 29-b) saptandi.
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Sekil 29. %5 defibrine koyun kanli Mueller-Hinton agarda E-test yontemi ile
klaritromisin duyarliliginin belirlenmesi (a-Klaritromisin duyarli H. pylori hasta susu, MiK=0.047
pg/mL, b-klaritromisin direngli H. pylori hasta susu, MIK=64 pg/mL)

4.6.2. Levofloksasin E-test Bulgular:

Kiiltiir pozitif olan 49 hastanin E-test yontemi ile 35 (%71.4)’1 levofloksasin duyarls,
dokuz (%18.4)’u levofloksasin direngli, bes (%10.2)’1 ise antrum ve Kkorpus biyopsi
orneklerinde duyarli ve direngli saptandi. Bu iki hasta da levofloksasin diren¢li ve miks
enfeksiyon olarak degerlendirildi. Toplam 85 biyopsi 6rneginin 67 (%78.8)’si levofloksasin
duyarli (Sekil 30-a), 18 (9%21.2)’1 levofloksasin direncli (Sekil 30-b) saptandi.

Sekil 30. %5 defibrine koyun kanli Mueller-Hinton agarda E-test yontemi ile levofloksasin
duyarliligmin belirlenmesi (a-Levofloksasin duyarli H. pylori hasta susu, MIK=0.64 pg/mL, b-
Levofloksasin direngli H. pylori hasta susu, MIK=1.5 ug/mL )
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4.7. HPU PCR Bulgulan

Elli sekiz hasta i¢inden randomize secilen hastalarin antrum ve korpus gastrik biyopsi
DNA’larima uygulanan HPU PCR sonucunda pozitif kontrol olarak kullanilan H. pylori
NCTC 11637 standart susu ve gastrik biyopsi DNA oOrneklerinde beklenen ({iriin
biiyiikliigiinde (411 bp) PCR firiinii elde edildi (Sekil 31).

M 1 2 3 4 5 6 7 PK NK

300- -
400- wew WD NS e LB
300- -

- -

- .

Sekil 31. Antrum ve korpus biyopsi Orneklerinden ekstrakte edilen DNA o6rneklerinin
HPU PCR firiinlerinin %]1°lik agaroz jel  goriintiileri (M: Gene Ruler 50 bp DNA ladder, 1-7:
Hasta 6rnekleri, PK: Pozitif kontrol NCTC 11637 H. pylori standart susu, NK:Negatif kontrol)

4.8. GenoType® HelicoDR Bulgular:

Multipleks PCR ve hibridizasyon asamalarindan olusan GenoType® HelicoDR testi
uygulanirken stripler {izerinde amplifikasyon ve hibridizasyon kontrol bantlar1 oldugu i¢in
doku ve koloni DNA oOrnekleri i¢in multipleks PCR asamasindan sonra agaroz jel
elektroforezi ile PCR iirlinlerinin incelenmesine gerek olmadigi halde, striplerin
degerlendirilmesi asamasinda negatif kontrol stribinde sadece AC ve CC kontrol bantlarinin
goriilmesi gerekirken, diger bant bdlgelerinde de renklenme gozlenip, kontaminasyon
saptandig1 durumlarda, kontaminasyonun amplifikasyon asamasinda mi hibridizasyon
asamasinda mi1 oldugunu anlayabilmek i¢in PCR firiinler1 %2’lik agaroz jel elektroforezi ile
goriintiilenmistir.

Fakat digki Ornekleri i¢in kit igerisinde bir protokol bulunmadiglr icgin testin
optimizasyonu ve validasyonu amaciyla en az gastrik biyopsi 6rnekleri ile elde edilen PCR
tirtinleri kadar giiclii PCR {iriinleri saptanana kadar ¢alisilan siiregte tiim denemelerde digki

orneklerinin PCR iiriinleri %2’lik agaroz jel elektroforezi ile goriintiilenmistir. Istenilen
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bolgelerde (gyrA igin 145 bp, 23S rRNA i¢in 100 bp) en az doku (antrum ve korpus biyopsi
ornekleri) DNA ornekleri ile elde edilen PCR fiiriinleri kadar net iiriinler elde edildikten sonra

hibridizasyon asamasina gec¢ilmistir.
4.8.1. Antrum ve Korpus Gastrik Biyopsi Ornekleri
4.8.1.1. Helicobacter pylori pozitifligi

GenoType® HelicoDR testi ile HP (H. pylori) bant bdlgesinde renklenme gozlenen 58
(%100) hastanin antrum ve korpus toplam 116 gastrik biyopsi orneklerinden ekstrakte edilen

gastrik doku DNA o6rneklerinde H. pylori pozitif saptandi.
4.8.1.2. Helicobacter pylori Klaritromisin Duyarhhg:

GenoType® HelicoDR testi ile 23S lokus kontroliinde renklenme gézlendikten sonra,
antrum ve korpus gastrik biyopsi Ornekleri birlikte degerlendirildiginde, 58 hastanin 37
(%63.8)’s1 klaritromisin duyarli, 5 (%8.6)’1 klaritromisin direngli saptanirken, 16 (%27.6)
hastada ise hem wild type hem de mutant genotiplerini igeren ikili popiilasyon (miks
enfeksiyon) saptandi.

Elli sekiz hastanin antrum gastrik biyopsi Orneklerinin 42 (%72.4)’si klaritromisin
duyarli, 6 (%10.4)’s1 direngli saptanirken, 10 (%17.2)’unda ise hem wild type hem de mutant
genotiplerini igeren ikili populasyon saptandi. Elli sekiz hastanin korpus gastrik biyopsi
orneklerinin 39 (%67.2)’u klaritromisin duyarli, 5 (%8.6)’1 direncli saptanirken, 14
(%24.2)’iinde 1se hem wild type hem de mutant genotiplerini igeren ikili populasyon saptandi.

Toplam 116 antrum ve korpus gastrik biyopsi DNA 6rneginin 81 (%69.8)’inde yalnizca
WT, 11 (%9.5)’inde Kklaritromisin direncine neden olan mutant allel/alleller (MUT1-
A2146G/A2142G, MUT2-A2146C/A2142C, MUT3-A2147G/A2143G) ve 24 (%20.7)’linde
WT genotipi ile birlikte mutant allel/alleller saptandi.

Otuz bes klaritromisin direngli antrum ve/veya korpus gastrik biyopsi Orneginin 31
(%88.6)’inde A2147G mutasyonu, iki (%5.7)’sinde A2146G mutasyonu (ayni hastanin
antrum ve korpus biyopsi orneginde), iki (%5.7) Ornekte ise A2147G ile A2146G (aym

hastanin antrum ve korpus biyopsi 6rneginde) mutasyonlari birlikte saptandi.
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4.8.1.3. Helicobacter pylori Levofloksasin Duyarhihg:

GenoType® HelicoDR testinde gyr lokusunda renklenme varligi gdzlendikten sonra
florokinolon direncinin belirlenmesinde 87. ve 91. kodonlarin her ikisi birlikte
degerlendirilmistir.

GenoType® HelicoDR testi ile 58 hastanin 33 (%56.9)’ii levofloksasin duyarli, 11
(%19)’1 levofloksasin direngli, 14 (%24.1)’l ise hem wild type hem de mutant genotipine
sahip ikili polpulasyon olarak saptandi. Yiiz on alt1 antrum ve korpus doku DNA 6rneginin 75
(%64.7)’inde sadece wild type alleli, 41 (%35.3)’inde ise mutant allel/alleller tek basina (22
ornek, %53.7) ya da wild type ile birlikte (19 6rnek, %46.3) saptandi.

Yiiz onaltt antrum ve korpus gastrik biyopsi drneginde, 87. kodonda wild type ve gyr87
MUT-N87K mutasyonunun ya da 91. kodonda wild type ve mutant allellerin (gyr91MUT1-
DIIN, gyr9IMUT2-DI1G, gyr91MUT3-D91Y) birlikte belirlendigi 19 (%16.4) antrum
ve/veya korpus gastrik biyopsi drneginde ikili popiilasyon (miks enfeksiyon) varligi saptandi.

Toplam 58 hastanin 116 antrum ve korpus biyopsi DNA Orneklerinde saptanan 41
mutant allelin dagilimi Tablo 7°de gosterilmistir.

Tablo 7. Mutant allel iceren 41 antrum ve/veya korpus doku DNA o&rneklerinde mutasyon
dagilimi

n Kodon 87 Kodon 91

6 WT DI1G

3 WT DIIN

2 WT WT + DI1G

3 WT WT + D9IN

3 WT WT + DI1Y

2 WT WT+ DIIN + DI1G
1 WT WT + D91G + D91Y
7 N87K WT

5 WT + N87K WT

2 WT + N87K WT + D9IN

6 “No band” WT

1 “No band” WT+ DI9IN
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4.8.2. Antrum ve Korpustan Izole Edilen Helicobacter pylori suslari

Kirk dokuz kiiltiir pozitif hastadan randomize secilen 15 hastanin; 11’inin antrum ve
korpus (ancak bir hastanin antrum ve korpus biyopsi orneklerinde iireyen H. pylori kolonileri
birlestirilmistir), ikisinin sadece antrum, ikisinin sadece korpus biyopsi orneklerinden, izole
edilen H. pylori suslarindan ekstrakte edilen toplam 25 koloni DNA 6rnegine gastrik doku
ornekleri ile uyumunu saptamak amaciyla GenoType® HelicoDR testi uygulandi. H. pylori
NCTC 11637, J99 ve 26695 standart suslar1 (Sekil 32) ve 25 antrum ve/veya korpustan izole
edilen H. pylori suslari ¢alisildi.

Pk 3N

250- .
150- S
==

30-

Sekil 32. H. pylori standart suslarmin GenoType® HelicoDR testi ile amplifikasyon sonrasi
elde edilen PCR iiriinlerinin %2’lik agaroz jel goriintiisii. (M: Gene Ruler 50 bp DNA ladder, H.
pylori standart suglari 1: NCTC 11637, 2: J99, 3: 26695. NK: Negatif kontrol)

4.8.2.1. Helicobacter pylori Pozitifligi

H. pylori kiiltiir pozitif olan ve H. pylori enfeksiyonu degerlendirme kriterimize gore de
pozitif olan, ayn1 zamanda doku GenoType® HelicoDR testi ile de pozitif saptanan antrum ve
korpus biyopsi oOrneklerinden izole edilen 25 H. pylori koloni DNA’smin tiimii bu test

yontemi ile H. pylori pozitif olarak saptandi.

4.8.2.2. Helicobacter pylori Klaritromisin Duyarhhgi

Caligilan 25 koloni DNA 6rneginin 18 (%72)’inde yalnizca WT alleli, bes (%20)’inde

yalnizca mutant allel iki (%8)’sinde ise WT alleli ile birlikte mutant allel saptandi. Mutant
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allel saptanan toplam yedi susun; dérdiinde A2147G mutasyonu, birinde A2146G mutasyonu,
ikisinde ise A2146G ve A2147G mutasyonu saptanmistir (Tablo 8).

Tablo 8. GenoType® HelicoDR ile koloni DNA 6rneklerinde saptanan mutant 23S rRNA
profilleri

GenoType® HelicoDR ile koloni

DNA orneklerinde saptanan Koloni DNA 6rnegi
mutant 23S-rRNA Profilleri (n)

A 2146G (MUT1) 1

A2147G (MUT3) 2

A2146G + A2147G 2

WT + A2147G 2

GenoType® HelicoDR testi ile klaritromisin duyarliligiin saptanmasinda 25 koloni
DNA o6rneginin 18 (%72)’1 izole edildigi doku ornegi ile tamamen uyumlu (ayni direng
profiline sahip ya da ikisi de wild type) saptandi. Yedi (%28)’sinde ise birinde wild type
digerlerinde wild type ile birlikte ayn1 direng profili saptandi (Tablo 9).

Tablo 9. GenoType® HelicoDR testi ile koloni ve biyopsi orneklerinin klaritromisin
duyarliliklarinin karsilastirilmasi

. Biyopsi Koloni
Ornek sayis1 GenoType® GenoType®
(n) HelicoDR HelicoDR
15 WT WT
2 A2146G+A2147G A2146G+A2147G
1 A2146G A2146G
3 WT+A2147G WT
2 WT WT+A2147G
2 WT A2147G




4.8.2.3. Helicobacter pylori Levofloksasin Duyarhihgi

Caligilan 25 susun 17 (%68)’si levofloksasin duyarli, bes (%20)’1 direncli, ii¢ (%12)’1
miks popiilasyon olarak saptandi. Sekiz susta saptanan mutant allellerin dagilimi tablo 10’ da

gosterilmektedir.

Tablo 10. Sekiz susta saptanan mutant allellerin dagilimi

Sus Sayis1 Kodon 87 Kodon 91
1 WT DI9IN
1 WT DI1G
2 WT WT + DI1G
1 WT WT + D9IN
3 “No band” WT

GenoType® HelicoDR testi ile levofloksasin duyarliliginin saptanmasinda 25 koloni
DNA o6rneginin 18 (%72)’1 izole edildigi doku ornegi ile tamamen uyumlu saptandi (Tablo
11).
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Tablo 11. GenoType® HelicoDR testi ile koloni ve biyopsi orneklerinin levofloksasin

duyarliliklarinin karsilastiriimasi

.. Biyopsi .
Ornek sayisi GenoType® HelicoDR GenoTyI;Zl@O:IlelicoDR
" Kodon 87 Kodon 91 Kodon 87 | Kodon 91
13 WT WT WT WT
1 WT DI91G WT DI1G
1 WT DI9IN WT DI9IN
1 “no band” WT “no band” WT
1 WT WT+D91G WT WT+D91G
1 WT WT+D91N WT WT+D91N
1 WT DI91G WT WT
1 “no band” WT WT WT
1 WT WT+D91N WT WT
1 WT WT+DO1Y “no band” WT
1 “no band” WT+DIIN “no band” WT
1 WT WT+D91N+D91N WT WT
1 WT WT+D91N+D91N WT WT+D91G

4.8.3. Diski Ornekleri

GenoType® HelicoDR testinin bir non-invaziv ydntem olarak diski 6rneklerinde H.

pylori’nin saptanmasi, klaritromisin ve levofloksasin duyarliliginin belirlenmesinde
uygulanabilirliginin aragtirilmasi amaci ile ilk olarak test protokoliinde yer alan doku DNA

multipleks PCR protokolii uygulanmistir.

[k calismada disk1 6rneklerinden ekstrakte edilen ve diski real-time PCR ile H. pylori
pozitif saptanan digki DNA 6rnekleri ayni hastaya ait antrum ve korpus doku DNA 6rnekleri
ile birlikte es zamanl olarak kit prosediirinde yer alan doku DNA multipleks PCR
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protokoliine gore ¢alisilmustir. iki hastaya ait antrum ve digk1 6rneklerinden her iki hastanin
antrum DNA 6rneklerinde beklenen (gyrA icin 145 bp, 23S rRNA i¢in 100 bp) PCR iiriinleri
saptanirken her iki hastanin diskt DNA 6rneklerinde herhangi bir PCR iiriinii saptanmamaistir
(Sekil 33).

M ] 23

500- w—
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Sekil 33. Diski DNA &rneklerinin GenoType® HelicoDR testi ile ilk denemesinin her iki
hastaya ait antrum biyopsi 6rnekleri ile amplifikasyon sonras1 PCR {iriinlerinin %2’lik agaroz
jel goriintiisii (M: Gene Ruler 50 bp DNA Ladder, 1 ve 3: Digki DNA ornekleri, 2 ve 4: antrum DNA
ornekleri, NK: Negatif kontrol)

Daha sonra diski DNA 6rnekleri, PCR karigimi sabit tutularak doku DNA’lar ile ayr1 bir
termocycler cihazinda PCR dongiisii bes dongii artirtlip 35 dongii olacak sekilde amplifiye

edildi. Bunun sonucunda digkt DNA 6rnekleri ile istenilen bolgelerde silik bantlar elde edildi

(Sekil 34).
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Sekil 34. Diski DNA 6rneklerinin GenoType® HelicoDR testi ile optimizasyon denemesinde
elde edilen PCR f{irtinlerinin %2’lik agaroz jel goriintiisii (M: Gene Ruler 50 bp DNA ladder, 1 ve 10:
Digk1 DNA 6rnekleri, 2-9,11: Doku DNA 6rnekleri, NK:Negatif kontrol)

Digki DNA o6rnekleri ile daha kuvvetli bantlarin elde edilebilmesi i¢in PCR dongiisti 30
dongii olacak sekilde sabit tutuldu fakat PCR karisimi igerisindeki 3 pl su yerine digkt DNA
ornegi konularak toplamda 8 pl digkit DNA 6rnegi PCR karisimina eklendi. Ayni hastanin
antrum, korpus ve diski DNA ornekleri birlikte ¢alisildi. Bunun sonucunda jelde en az doku

ornekleri kadar belirgin bantlar elde edildi (Sekil 35).

M3 23NN 1

300-
«D"
!---

wﬁ -..-

Sekil 35. gyrA ve 23S rRNA genlerinin GenoType® HelicoDR testi ile optimize
amplifikasyon sonrasi elde edilen PCR f{iriinlerinin %2’lik agaroz jel goriintiisii (M: Gene Ruler
50 bp DNA ladder, 1: Antrum DNA 6rnegi 2: Korpus DNA 6rnegi, 3: Digkit DNA 6rnegi, NK:Negatif kontrol)
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PCR asamasinin optimizasyonu sonrasinda hibridizasyon basamagina gecildi ve diski

orneklerinde en az doku ornekleri kadar giiclii hibridizasyon bantlar1 elde edildi (Sekil 36-37).

[ gyr87Wr1
— gyr87WT2
[ gyr91muT1
|— gyr?1MUT3

}—— 23SMUT1
|—— 23SMUT3

Antrum KLAR LEVOR
Korpus KLA R LEVO R

KLA WT+R LEVO WT+R

Sekil 36. Ayni hastanin hibridizasyon sonrasi antrum, korpus biyopsi ve digki DNA
orneklerine ait GenoType® HelicoDR testi strip goriintiileri. (Antrum ve korpus: klaritromisin
ve levofloksasin direngli, digk1 6rnegi: klaritromisin ve levofloksasin hem wild type hem de direng paterni,
ayn1 zamanda 87. kodonda iki farkli wild type paterni saptandig i¢in miks enfeksiyon ) (4: Antrum biyopsi
ornegi, 5: Korpus biyopsi 6rnegi 6: Disk1 6rnegi. AC: Amplifikasyon kontrolii, CC: Konjugat kontrolii)

|l gyr?1MuT
23SMUT3

— 23S

Antrum

11
Korpus | | | 1 1
Diski Lj_[

KLAR LEVOR

- r P — gyr87Wi2
e

| P

o | | KLAR LEVOR

1 | AR Levor
™ |
|
=

Sekil 37. Aymi hastaya ait antrum, korpus biyopsi ve digki orneklerine ait strip
goriintlileri. (Antrum-korpus biyopsi ve digki &rnegi: klaritromisin ve levofloksasin direngli (7: Antrum

biyopsi 6rnegi, 8: Korpus biyopsi 6rnegi 9: Digki 6rnegi. AC: Amplifikasyon kontrolii, CC: Konjugat
kontrolii)

Ug hastanm disk1 6rnegi elde edilemediginden dolay1 optimizasyon sonrasi 55 hastanin
diski DNA o6rnegine GenoType® HelicoDR testi uygulandi.
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4.8.3.1. Helicobacter pylori Pozitifligi

Elli bes hastanin yalnizca biri diski GenoType® HelicoDR testi ile H. pylori negatif
saptandi, diger 54 hasta H. pylori pozitif saptandi.

4.8.3.2. Helicobacter pylori Klaritromisin Duyarhhg:

Diski GenoType® HelicoDR testi ile H. pylori pozitif saptanan 54 hastanin 24
(%44.4)’14  klaritromisin  duyarli, 30 (%55.6)’u klaritromisin direngli saptandi. Digki
GenoType® HelicoDR testi ile klaritromisin direncli saptanan 30 hastanin 23S rRNA genotip
dagilimi Tablo 12°de gosterilmektedir.

Tablo 12. Diski GenoType® HelicoDR ile saptanan mutant suglarin 23S rRNA profilleri

Diski GenoType® HelicoDR ile saptanan Diski Ornegi
mutant 23S rRNA profilleri (n)
A2146G 1
A2147G 2

WT + A2146G 1*

WT + A2147G 19%
WT + A2146G + A2147G 6*
A2146G + A2146C + A2147G 1%

* Hem wild type hem de mutant allelleri saptanan miks enfeksiyonlu hastalar

*#% (¢ farkll mutant alleli saptanmasi nedeniyle miks enfeksiyonlu hasta
4.8.3.3. Helicobacter pylori Levofloksasin Duyarhihg:

Diski GenoType® HelicoDR ile 54 hastanin 39 (%72.2)’u levofloksasin duyarli, 15
(%27.8)’1 levofloksasin direngli saptandi. Levofloksasin diren¢li saptanan 15 hastanin gyrA

genotip dagilimi1 Tablo 13’de gosterilmektedir.
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Tablo 13. Diski GenoType® HelicoDR ile saptanan mutant suslarin gyrA profilleri

Diski GenoType® HelicoDR ile saptanan Diski drnegi
mutant gyrA profilleri (n)
Kodon 87 Kodon 91
WT DI1G 4
WT DI91IN 3
“No band” WT 3
WT WT + D9IN 1*
WT WT + D91G 2%
“No band” WT + D9IN I*
WT D91G + D91IN %%

* Hem wild type hem de mutant allelleri saptanan miks enfeksiyonlu hastalar

#* [ki farkli mutant allel saptanmasi nedeniyle miks enfeksiyonlu hasta

4.9. FRET-Real-time PCR Bulgulari

4.9.1. Biyopsi Ornekleri

4.9.1.1. Helicobacter pylori Pozitifligi

Elli sekiz hastanin antrum ve korpus gastrik biyopsi 6rneklerinin timii FRET-real-time
PCR ile H. pylori pozitif olarak saptandi.

4.9.1.2. Klaritromisin Duyarhhg:

Gastrik biyopsi Orneklerinden klaritromisin duyarliligmin analizi, “melting curve”
analiz programut ile pozitif kontrollerin “melting” sicakliklari1 (7m) kontrol edilerek wild-type,
A—>G donisiim (2143/2142 pozisyonlarl)) ve A—->C donilisimii (2142 pozisyonu) Tm’leri
(strastyla yaklasik 61.5, 53.0, 58.0 °C) g6z 6niinde bulundurularak yapildi (Sekil 38).
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Sekil 38. FRET-real-time PCR yonteminde kullanilan kontroller (G: A>G déniisiim (2143/2142
pozisyonlar1), Tm: 53.95 °C C: A->C doniigiimii (2142 pozisyonu) Tm: 57.63 °C WT: wild-type, Tm: 61.42 °C
NK: Negatif kontrol)

Elli sekiz hastanin 46 (%79.3)’s1 klaritromisin duyarl, bes (%8.6)’1 klaritromisin
direncli, yedi (%12.1)’si ise klaritromisin duyarli ve direngli genotip iceren miks enfeksiyon
olarak saptandi. Elli sekiz hastanin antrum biyopsi orneginin 46 (%79.3)’sinda wild type, alt1
(%10.4)’sinda A>G (2142/2143) mutasyonu, bes (%8.6)’inde hem wild type hem de mutant
A->G genotipine sahip ikili polpulasyon (Sekil 39), bir (%1.7)’inde hem wild type hem de
mutant A->C genotipine sahip ikili polpulasyon saptandi. Elli sekiz hastanin korpus biyopsi
orneginin 49 (%84.5)’unda wild type, bes (%8.6)’inde A>G (2142/2143) mutasyonu, dort
(%6.9)’tinde hem wild type hem de mutant A—=>G genotipine sahip ikili polpulasyon saptandi.
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Sekil 39. FRET-real-time PCR yontemi ile gastrik biyopsi orneklerinin klaritromisin
duyarliligimin belirlenmesi (a- Antrum gastrik biyopsi érneginde saptanan A>G (2142/2143) mutasyonu.
b- Antrum gastrik biyopsi 6rneginde saptanan hem wild type hem de mutant A->G genotipine sahip ikili
polpulasyon)

Toplam 116 antrum ve korpus biyopsi Orneginin 21 (%18.1)’inde Kklaritromisin
direncine neden olan nokta mutasyonu saptandi. Bu 21 nokta mutasyonunun 20 (%95.2)’si

A->G (2142/2143) mutasyonu, bir (%4.8)’i A>C (A2142C) mutasyonu olarak saptandi
(Tablo 14).

Tablo 14. Antrum ve korpus biyopsi DNA oOrneklerinde FRET-real-time PCR ile saptanan
23S rRNA profilleri

Ornek sayisi FRET-real-time PCR ile saptanan
(n) 23S rRNA profilleri
95 WT
11 A>G (2142/2143)
9 WT+G*
1 WT+C**

*Hem wild type hem de mutant A>G (2142/2143)genotipine sahip ikili populasyon
**Hem wild type hem de mutant A=>C (2142) genotipine sahip ikili populasyon
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4.9.2. Diski Ornekleri
4.9.2.1. Helicobacter pylori Pozitifligi

Toplam 58 hastadan ii¢ hastanin digki 6rnegi elde edilemedigi i¢in 55 hastanin diski
DNA’s1 ekstrakte edildi. Diski FRET-real-time PCR ile 55 hastanin 49 (%89.1)u H. pylori
pozitif, alt1 (%10.9)’s1 H. pylori negatif saptandi.

4.9.2.2. Klaritromisin Duyarhhg:

H. pylori pozitif saptanan 49 hastanin 39 (%79.6)’u klaritromisin duyarli, iki (%4.1)’si
direngli, sekiz (%16.3)’1 ise klaritromisin duyarli ve direngli genotip igeren miks enfeksiyon
saptand1i. Mutasyon saptanan 10 digkit DNA 6rneginin yedi (%70)’sinde A>G (2142/2143)
mutasyonu, ii¢ (%30)’iinde A—>C (2142) mutasyonu saptandi (Tablo 15) (Sekil 40).

Melting Peaks Melting Peaks

0016 ~ 0
0015 s

€ #® 0 2 % % @ 0 8 6 ® ® M ® oW O/ M@ @ 6 % 2 2 M % P 0 &2 64 ® B W 17 oM % B Q0
Temperature () Temperature ('C)

Sekil 40. FRET-real-time PCR yontemi ile diski drneklerinin klaritromisin duyarliliginin

belirlenmesi (a- Diski 6rneginde saptanan A->C (2142) mutasyonu. b- Diski érneginde saptanan wild type
genotipi)
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Tablo 15. Digki DNA 6rneklerinde FRET-real-time PCR ile saptanan 23S rRNA profilleri

Ornek sayisi FRET-real-time PCR ile saptanan
(n) 23S rRNA profilleri
39 WT
2 A->C (2142)
7 WT+G*
1 WT+C**

*Hem wild type hem de mutant A>G (2142/2143)genotipine sahip ikili populasyon
**Hem wild type hem de mutant A—=>C (2142) genotipine sahip ikili populasyon

4.10. 23S rRNA (rrl) ve gyrA PCR Bulgulari
4.10.1. 23S rRNA (rrl) PCR

Ilk olarak J99, NCTC 11637 ve 26695 H. pylori standart suslari ile 23S rRNA (rrl) PCR
optimizasyon ¢alismas1 yapildi (Sekil 41).

M 1o 28

400-

D e -
250-

Sekil 41. H. pylori standart suslarinin rr/ PCR iriinlerinin %]1°lik agaroz jel goriintiiler1 (M:
Gene Ruler 50 bp DNA ladder, H. pylori standart suslart NCTC 11637, 199, 26695)

Optimizasyon ¢alismasindan sonra hastalarin antrum ve korpus biyopsi orneklerinden
izole edilen H. pylori suslarinin DNA Ornekleri ile antrum ve korpus gastrik biyopsi DNA
ornekleri (Sekil 42) de calisilarak %1’lik agaroz jel elektroforezi ile goriintiilendi. Beklenilen
biiyiikliikkte (267 bp) PCR iiriinleri elde edildi ve piirifikasyonlar1 yapilarak sekans analizine
gonderildi.
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Sekil 42. rrl PCR iiriinlerinin %]1°lik agaroz jel goriintiileri (M: Gene Ruler 50 bp DNA ladder, a) 1-
6: Hastalarin antrum ve korpus biyopsi orneklerinden izole edilen H.pylori suslart b) 1-4: Anrum ve korpus
biyopsi 6rnekleri, PK: Pozitif kontrol NCTC 11637, NK:Negatif kontrol)

4.10.2. gyrA PCR

H. pylori NCTC 11637, J99 ve 26695 standart suslar1 ile gyrA PCR optimizasyon
caligmasi yapildi (Sekil 43-a).

Hasta suglarimin DNA oOrnekleri ve gastrik biyopsi DNA oOrnekleri (Sekil 43) de
calisilarak %2’lik agaroz jel elektroforezi ile goriintiilendi. Beklenilen biiyiikliikte (428bp)

PCR iiriinleri elde edildi ve piirifikasyonlar1 yapilarak sekans analizine gonderildi.
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Sekil 43. gyrA PCR firiinlerinin %2’lik agaroz jel goriintiileri (M: Gene Ruler 50 bp DNA ladder, a)
1-2: Hasta suslar1 3,4,5: H. pylori standart suglart NCTC 11637, 199, 26695. b) 1-4: Biyopsi 6rnekleri; H. pylori
“patchy” dagilim gosterdigi i¢in biyopsi drneklerindeki silik bantlar, o 6rnekte daha az sayida H. pylori’nin
oldugu anlamindadir. PK: Pozitif kontrol (NCTC 11637) NK:Negatif kontrol)

4.11. Yontem Karsilastirmalar
4.11.1. Molekiiler Yontemlerin Karsilastirilmasi
4.11.1.1. Gastrik biyopsi 6rnekleri

GenoType® HelicoDR ve FRET-real-time PCR yontemlerinin her ikisi ile de 58
hastanin tiimii H. pylori pozitif saptandi. Levofloksasin duyarliligi molekiiler olarak sadece
GenoType® HelicoDR ile belirlendigi icin klaritromisin duyarliliginin belirlenmesi agisindan

iki molekiiler testin karsilastirmasi Tablo 16’da 6zetlenmistir.
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Hasta sayis1 GenoType® FRET-real-time
) HelicoDR PCR
36 S S
5 R R
6 WT+R WT+R
10 WT+R S
1 S WT+R

Tablo 16. Biyopsi DNA 6rnekleri ile klaritromisin duyarliliginin belirlenmesinde GenoType®
HelicoDR ve FRET-real-time PCR yontemlerinin karsilagtiriimasi

S: Duyarli, R: Direngli, WT+R: Wild type ve dirence neden olan mutasyonun birlikte saptandig1 ve
direncli degerlendirilen 6rnekler

4.11.1.2. Diska ornekleri

GenoType® HelicoDR ve FRET-real-time PCR yontemlerinin her ikisi ile de 55
hastanin digki 6rneginin 48 (%87.3)’t H. pylori pozitif saptandi. Alt1 (%10.9) hasta
GenoType® HelicoDR ile H. pylori pozitif saptanirken FRET-real-time PCR ile negatif olarak
saptand1. Bir (%1.8) hastada ise GenoType® HelicoDR ile H. pylori negatif, FRET-real-time
PCR ile pozitif olarak saptandi.

Levofloksasin duyarhiligi molekiiler olarak sadece GenoType® HelicoDR ile
belirlendigi i¢in klaritromisin duyarliliginin belirlenmesi acisindan 48 hastada iki molekiiler

testin karsilastirilmasi Tablo 17°de 6zetlenmistir.
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Tablo 17. Diski DNA o6rnekleri ile H. pylori’de klaritromisin duyarliliginin belirlenmesinde
GenoType® HelicoDR ve FRET-real-time PCR ydntemlerinin karsilastiriimasi

Hasta sayis1 GenoType® HelicoDR | FRET-real time
(n) PCR
23 S S
1 R R
7 WT+R WT+R
13 WT+R S
1 WT+R R
1 S WT+R
2 R S

(S: Duyarli, R: Direngli, WT+R: Wild type ve dirence neden olan mutasyonun birlikte saptandigi ve
direncli degerlendirilen 6rnekler)

4.11.2. invaziv ve Non-invaziv Molekiiler Yontemlerin Bulgular

GenoType® HelicoDR ve FRET-real-time PCR yontemlerinin her ikisi de biyopsi ve
disk1 6rnekleri ile ¢alisildigt icin calisildigi 6rnege gore hem invaziv hem de non-invaziv
yontemlerdir.

FRET-real-time PCR yontemi ile 55 hastanin diski 6rneginin alt1 (%10.9) s1 H. pylori
negatif saptanirken bu 55 hastanin tiimiiniin doku orneklerinde H. pylori pozitif saptandi.
Klaritromisin duyarlilifinin belirlenmesinde 49 hastanin gastrik biyopsi ve diski 6rneklerinin

FRET-real-time PCR ydntemi sonuglarinin karsilagtirilmasi Tablo 18’de gosterilmistir.
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Tablo 18. FRET-real-time PCR metodu ile 49 hastanin hem biyopsi hem de diski DNA
orneklerinde saptanan klaritromisin duyarliliginin karsilastirilmast

Biyopsi
Diski S R WT+R
33 3 3
S
1 1 -
R
WT+R 7 B, 1

(S: Duyarli, R: Direngli, WT+R: Wild type ve dirence neden olan mutasyonun birlikte saptandigi ve
direncli degerlendirilen 6rnekler)

GenoType® HelicoDR yéntemi ile 55 diski 6rnegi olan hastalardan biri (%1.8) H. pylori
negatif saptanirken bu 55 hastanin tiimiiniin doku o6rneklerinde H. pylori pozitif saptandi.
Klaritromisin ve levofloksasin duyarliliklarinin GenoType® HelicoDR ydntemi ile
belirlenmesinde 54 hastanin karsilagtirilmasi Tablo 19 ve 20’de gosterilmektedir.

Tablo 19. GenoType® HelicoDR yontemi ile hem biyopsi hem de disk1 DNA 6rneklerinde

H. pylori pozitif saptanan 54 hastanin klaritromisin duyarliligit  sonuglarinin
karsilastirilmasi

Biyopsi
Diski S R WT+R
19 2 3
S
- 3 1
R
WT+R 16 . 10

(S: Duyarli, R: Direngli, WT+R: Wild type ve dirence neden olan mutasyonun birlikte saptandigi ve
direngli degerlendirilen 6rnekler)
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Tablo 20. GenoType® HelicoDR yoéntemi ile hem biyopsi hem de diski DNA
orneklerinde H. pylori pozitif saptanan 54 hastanin levofloksasin duyarliligi sonuglarinin

karsilastirilmasi
Biyopsi
Diski S R WT+R
27 4 8
S
2 7 2
R
WT+R 3 , 1

(S: Duyarli, R: Direngli, WT+R: Wild type ve dirence neden olan mutasyonun birlikte saptandigi ve
direngli degerlendirilen drnekler)

4.11.3. Fenotipik ve Genotipik Yontemlerin Karsilastirilmasi

Fenotipik bir yontem olan kiiltiir ve molekiiler yontemler GenoType® HelicoDR ve
FRET-Real-time PCR’1n tigii birlikte degerlendirildiginde 58 hastanin 49 (%84.5)’u H. pylori
pozitif saptandi. Dokuz (%15.5) hasta ise kiiltlir negatif iken molekiiler yontemlerin her ikisi
ile de pozitif saptandi. Klaritromisin duyarlilig1 acisindan 49 hastada fenotipik yontemlerden
E-test ve her iki molekiiler yontem GenoType® ®HelicoDR ve FRET-real-time PCR’mn
karsilastirmast  Tablo 21°de gosterilmistir. E-test yontemi ile miks enfeksiyonlar

saptanamadig i¢in sadece duyarlilik ya da direng karsilastirilmistir.
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Tablo 21. H. pylori pozitif 49 hastanin E-test, GenoType® HelicoDR ve FRET-real-time
PCR yontemlerinin klaritromisin duyarliliginin karsilastirilmasi

E-test | GenoType® HelicoDR FRET-real-time Hasta sayis1

PCR -

> > S 25

R R R 5

R S S 5

S R S c

S R R 3

S S R ;

(S: Duyarli, R: Direngli, WT+R: Wild type ve dirence neden olan mutasyonun birlikte saptandigi ve
direngli degerlendirilen 6rnekler)

Levofloksasin duyarliligi igin GenoType® HelicoDR ve E-test ydntemleri
karsilagtirildi. Kiiltiir pozitif 49 hastanin 25 (%51.0) ’i her iki yontem ile de levofloksasin
duyarli, dokuz (%]18.4) ’u direngli saptandi (Tablo 22). On bes (%30.6) hastanin
levofloksasin duyarlilig1 ise uyumsuz saptandi.

Tablo 22. H. pylori pozitif 49 hastanin E-test ve GenoType® HelicoDR yontemleri ile
levofloksasin duyarliliginin karsilastirilmasi

E-test | GenoType® HelicoDR Hasta say1s
S S (2115)
R R 9
S WT+R 5
S R 5
R S 5

(S: Duyarli, R: Direngli, WT+R: Wild type ve dirence neden olan mutasyonun birlikte saptandig1 ve
direncli degerlendirilen 6rnekler)

4.12. Sekans Analizi Sonuclar:
4.12.1. 23S rRNA (rrl)

Molekiiler testler arasinda uyumsuz sonucu olan ya da E-test yontemi ile uyumsuz
sonu¢ saptanan 17 korpus DNA o6rnegi, 16 antrum DNA o6rnegi toplam 33 doku DNA
orneginin 23S rRNA PCR’1 yapilarak, PCR friinleri piirifiye edilip sekans analizi i¢in
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Macrogen firmasma gonderildi. Ug korpus doku DNA &rneginin sekans analizi forward
ve/veya reverse primer ile gergeklestirilen sekans reaksiyonlarinda diisiik sinyal dizileri ya da
multiple pikler oldugu i¢in yapilamadi.

Otuz doku DNA Orneginin sekans analizi ile 23 (%76.7) ’i WT saptanirken, fi¢
(%10)’tinde A2142G, i¢ (%10)’tinde A2143G ve bir (%3.3)’inde A2142C mutasyonu
saptandi.

Otuz doku Orneginin sekans analizi sonuglari, FRET-real-time PCR ve GenoType®
HelicoDR sonuglar1 ile karsilastirildi. Yirmi bes (%83.3) doku (antrum ve/veya korpus)
biyopsi orneginin sekans analizi ve FRET-real-time PCR sonucu tamamen uyumlu saptandi.
Dort (%13.3) ornekte FRET-real-time PCR ile wild type ve mutasyon (WT+R) saptanirken,
bu dort Ornegin sekans analizi ile ikisinde G (,birinde A2142G, digerinde A2143G)
mutasyonu, diger ikisinde ise WT sonucu saptandi. 23S rRNA sekans analizi ve FRET-real-
time PCR ile klaritromisin duyarlilik sonuglari uyumsuz saptanan bir 6rnek ise FRET-real-
time PCR ile wild type olarak saptanirken, sekans analizi ile A2142C mutasyonu saptandi
(Tablo 23).

Tablo 23. Antrum ve/veya korpus biyopsi DNA orneklerinin 23S rRNA sekans analizi ve
FRET-real-time PCR ile klaritromisin duyarlilik sonug¢larinin karsilastirilmasi

Sekans FRET-real-time PCR Ornek sayisi
analizi (n)

WT WT 21
A2142G G 2
A2143G G 2
A2142G WT+G 1
A2143G WT+G 1

WT WT+G 1

WT WT+C 1
A2142C WT 1

GenoType® HelicoDR testi sonucu ile 30 antrum ve/veya korpus biyopsi érneginin 15
(%50)’1 6rnegin sekans analizi sonucu tamamen uyumlu saptandi. On dort (%46.7) Ornekte
ise GenoType® HelicoDR metodu ile saptanan wild type ve mutasyon (WT+R) sonucundan

birisi sekans analizi ile uyumlu saptandi. Bir (%3.3) 6rnek ise GenoType® HelicoDR metodu
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ile wild type ve A2147G olarak saptanirken, sekans analizi ile A2142C mutasyonu saptandi
(Tablo 24).

Tablo 24. Antrum ve/veya korpus biyopsi DNA o6rneklerinin 23S rRNA sekans analizi
ve GenoType® HelicoDR metodu ile klaritromisin duyarlilk sonuglarinmn

karsilastirilmast
Sekans GenoType® HelicoDR Ornek sayisi
analizi (n)
WT WT 11
A2143G A2147G 2
A2142G A2146G 1
WT WT+A2147G 12
A2143G WT+A2147G 1
A2142G WT+A2146GG 1
A2142G A2146G+A2147G 1
A2142C WT+A2147G 1

Molekiiler testler ile E-test yontemi sonucunun farkli oldugu ya da molekiiler testlerin
sonuclarinin uyumsuz oldugu 32 hasta susundan izole edilen koloni DNA &rneginin (15
antrum, 15 korpus ve iki hastanin antrum ve korpus biyopsi Orneklerinden izole edilen
kolonilerin miks (daha Onceden antrum ve korpusta iireyen koloniler birlestrilip DNA
izolasyonu yapilmis olan) H. pylori koloni DNA 6rnegi 23S rRNA PCR firiinlerinin sekans
analizi sonucunda 18 (%56.4) 6rnek WT, alt1 (%18.8)6rnekte A2143G mutasyonu, iki (%6.2)
ornekte A2142G mutasyonu saptandi. Bir hastanin antrum ve korpus biyopsilerinden izole
edilen H. pylori suslarindan ekstrakte edilen iki (%6.2) DNA o6rneginde C2310A, diger bir
hastanin antrum ve korpus biyopsi drneginden izole edilen H. pylori suslarindan ekstrakte
edilen iki (%6.2) DNA oOrneginde C2136T, baska bir hastanin antrum ve korpus biyopsi
orneginden izole edilen H. pylori suslarindan ekstrakte edilen iki (%6.2) DNA 6rneginde ise
C2428T olmak tizere iic yeni mutasyon saptandi (Sekil 44). Bu alt1 6rnekte klaritromisin
direncine neden oldugu bilinen bolgelerde (2142/2143) mutasyon saptanmadi. Bu alt1 6rnegin
timii hem FRET-Real-time PCR hem de GenoType® HelicoDR ile klaritromisin duyarl

olarak saptanirken, E-test yontemi ile direncli saptandi.
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23S rRNA geni sekans analizi yapilan 32 hasta susundan izole edilen koloni DNA
orneginden 17 (%53.1) Ornegin E-test sonucu sekans sonucu ile uyumlu saptandi;
klaritromisin direncine neden oldugu bilinen {i¢ nokta mutasyonundan birisi saptandiginda E-
test direngli, saptanmadiginda E-test duyarli saptandi. Sekans analizi ile yeni mutasyon
saptanan alt1 (%18.8) ornek ise E-test ile klaritromisin direngli saptandi. Dokuz (%28.1)
ornegin sekans analizi sonuclar1 ile E-test sonuglari uyumsuz saptandi; alti 6rnek sekans
analizi ile WT, E-test ile klaritromisin direngli saptanirken, lic Oornekte sekans analizi ile
A2143G mutasyonu, E-test ile klaritromisin duyarli saptandi. Bu dokuz ornegin sekans
sonucu diger tiim molekiiler testler ve izole edildikleri doku DNA’larin sekans analizleri ile

uyumlu saptandi.
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- 2200

GAAATTGTAGTGGAGGTGAAAATTCCTCCTACCCGCGGCAAGACGGAAAGACCCCGTGGACCTTTACTACAACTTAGCACTGCTAATGGGAATATCATGC
GAAATTGTAGTGGAGGTGAAAATTCCTCCTACCCGIGGCAAGACGGAAAGACCCCGTGGACCTTTACTACAACTTAGCACTGCTAATGGGAATATCATGC
GAAATTGTAGTGGAGGTGAAAATTCCTCCTACCCGIGGCAAGACGGAAAGACCCCGTGGACCTTTACTACAACTTAGCACTGCTAATGGGAATATCATGC
GAAATTGTAGTGGAGGTGAAAATTCCTCCTACCCGCGGCAAGACGGAAAGACCCCGTGGACCTTTACTACAACTTAGCACTGCTAATGGGAATATCATGC

- 2400

ATCCACAGGCAGGACAATGCTTGGTGGGTAGTTTGACTGGGGCGGTCGCCTCCTAAAAAGTAACGGAGGCTTGCAAAGGTTGGCTCATTGCGGTTGGAAA
ATCCACAGGIAGGACAATGCTTGGTGGGTAGTTTGACTGGGGCGGTCGCCTCCTAAAAAGTAACGGAGGCTTGCAAAGGTTGGCTCATTGCGGTTGGAAA
ATCCACAGGIAGGACAATGCTTGGTGGGTAGTTTGACTGGGGCGGTCGCCTCCTAAAAAGTAACGGAGGCTTGCAAAGGTTGGCTCATTGCGGTTGGAAA
ATCCACAGGCAGGACAATGCTTGGTGGGTAGTTTGACTGGGGCGGTCGCCTCCTAAAAAGTAACGGAGGCTTGCAAAGGTTGGCTCATTGCGGTTGGAAA

2401 C2428T 2500
TCGCAAGTTGAGTGTAATGGCACAAGCCAGCCTGACTGTAAGACATACAAGTCAAGCAGAGACGAAAGTCGGTCATAGTGATCCGGTGGTTCTGTGTGGA

TCGCAAGTTGAGTGTAATGGCACAAGCTAGCCTGACTGTAAGACATACAAGTCAAGCAGAGACGAAAGTCGGTCATAGTGATCCGGTGGTTCTGTGTGGA
TCGCAAGTTGAGTGTAATGGCACAAGCTAGCCTGACTGTAAGACATACAAGTCAAGCAGAGACGAAAGTCGGTCATAGTGATCCGGTGGTTCTGTGTGGA
TCGCAAGTTGAGTGTAATGGCACAAGCCAGCCTGACTGTAAGACATACAAGTCAAGCAGAGACGAAAGTCGGTCATAGTGATCCGGTGGTTCTGTGTGG

Sekil 44. Ayn1 hastaya ait antrum ve korpus gastrik biyopsi drneklerinden izole edilen H. pylori koloni DNA 6rneklerinde 23S rRNA PCR

tirtinlerinin sekans analizi sonucunda saptanan ti¢ farkli hastadaki ii¢ yeni mutasyon (C2136T, C2310A, C2428T)
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4.12.2. gyrA

GenoType® HelicoDR ve E-test yontemi ile uyumsuz sonug¢ saptanan 10 antrum, 12
korpus toplam 22 doku DNA 6rneginin gyrA PCR’1 yapilarak, PCR iirlinleri plirifiye edilip
sekans analizi icin gonderildi. iki antrum doku DNA 6rneginin forward primer ile
gerceklestirilen sekans reaksiyonlarinda multiple pikler oldugu i¢in sekans analizi yapilamadi.

Yirmi doku DNA 0Orneginin altisinda (%30) N87K mutasyonu, ii¢ (%15)’tiinde N87I
mutasyonu saptandi. On bir (%55) 6rnegin ise 87. kodonu WT saptandi. 91. kodonda iki
ornekte (%10) D91G mutasyonu, bir (%5) drnekte D91Y mutasyonu, bir (%5) 6rnekte D9IN
mutasyonu saptandi. On alt1 (%80) 6rnegin 91. kodonu WT saptandi. Florokinolon direncini
belirlemek icin iki kodon birlikte degerlendirildiginde 20 ornegin profili Tablo 25’de
gosterilmistir. Ayrica, gyrA geninde levofloksasin direncine neden olan mutasyonlarin sekans

analizi sonuglarina ait 6rnekler Sekil 45°de gosterilmektedir.

Tablo 25. Gastrik biyopsi DNA oOrneklerinin gyrA sekans analiz sonuglari

Kodon 87 Kodon 91 Biyopsi 6(rl;egi sayisi

n

WT WT 8
N87K WT 5
N871 WT 3
WT D91G 2
N87K DI1Y 1
WT D91IN 1

Yirmi gastrik biyopsi DNA &rneginin sekans analizi sonuglari, GenoType® HelicoDR
sonuglar1 ile karsilastirildi. On iki (%60) drnegin sekans analizi ve GenoType® HelicoDR
sonucu tamamen uyumlu saptandi. Ug (%15) &rnekte GenoType® HelicoDR testinde
“noband” olarak isimlendirilen mutasyon, sekans analizi ile N87I mutasyonu saptandi. Diger
iic (%15) drnekte ise hem 87. hem de 91. pozisyonda GenoType® HelicoDR testi ile saptanan

wild type ve mutasyon (WT+R) sonucundan birisi sekans analizi ile uyumlu saptandi.
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Uyumsuz iki (%10) 6rnekten birinde GenoType® HelicoDR testi ile 87. pozisyon wild type,

91. pozisyon WT+D91Y saptanirken sekans analizi ile 87. pozisyonda N87K, 91. pozisyonda

D91Y mutasyonu saptandi.

Molekiiler testler ile E-test yontemi sonucunun uyumsuz oldugu 21 hastadan izole

edilen H. pylori suslarinin (dokuz antrum, 11 korpus ve bir hastanin antrum ve korpus biyopsi

orneklerinden izole edilen kolonilerin miks H. pylori DNA 0Ornegi) DNA o6rneklerinin
altisinda (%28.6) N87K, ti¢iinde (%14.3) N87I mutasyonu saptandi. Oniki (%57.1) H. pylori
susunun 87. kodonu WT saptandi. 91. kodonda ise, iki (%9.5) H. pylori susunda D91G

mutasyonu saptandi. On dokuz (%90.5) H. pylori susunun 91. kodonu WT saptandi.

Florokinolon direncini belirlemek i¢in iki kodon birlikte degerlendirildiginde 21 H. pylori

susunun profili Tablo 26’da gosterilmektedir.

Tablo 26. H. pylori suslarinin gyrA sekans analiz sonuglari

Kodon 87 Kodon 91 H. pylori sus sayis1
(n)
WT WT 10
N87K WT 6
N87I WT 3
WT DI1G 2
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70 80 90 100 110 120

l l l l l I
gil409893860 LTSKVAYKKSARIVGDVIGKYHPHGDNAVYDALVRMAQDFSMRLELVDGQGNFGSIDGDN

GYRA-1 LTSKVAYKKSARIVGDVIGKYHPHGDIAVYDALVRMAQDEFSMRLELVDGQGNEFGSIDGDN
GYRA-2 LTSKVAYKKSARIVGDVIGKYHPHGDNAVYGALVRMAQDEFSMRLELVDGQGNEFGSIDGDN
GYRA-3 LTSKVAYKKSARIVGDVIGKYHPHGDKAVYDALVRMAQDEFSMRLELVDGQGNEFGSIDGDN
GYRA-4 LTSKVAYKKSARIVGDVIGKYHPHGDKAVYMALVRMAQDEFSMRLELVDGQGNEFGSIDGDN
GYRA-5 LTSKVAYKKSARIVGDVIGKYHPHGDNAVYEATLVRMAQDEFSMRLELVDGQGNEFGSIDGDN

Prim.cons. LTSKVAYKKSARIVGDVIGKYHPHGDNAVYDALVRMAQDEFSMRLELVDGOGNEGSIDGDN

Sekil 45. gyrA geninde levofloksasin direncine neden olan mutasyonlarin sekans analizi sonuglarina 6rnekler. gij409893860 numaralt “DNA
gyrase subunitA H. pylori 26695” referans dizisi, (1): N871 mutasyonu, (2): D91G mutasyonu, (3): N87K mutasyonu, (4): N87K ve DI1Y

mutasyonlari, (5): D91N mutasyonu
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S. TARTISMA

Klaritromisin ve levofloksasinin H. pylori enfeksiyonu tedavisi i¢in efektif ilaglar
olmast ve bu ilaglara direncin eradikasyon basarisizlig: ile iligkilendirilmesinden bu yana
klaritromisin ve levofloksasin direncinin saptanmasinin hedeflendigi bildirilmistir (36).
Antibiyotik direnci, H. pylori enfeksiyonu tekrarinin ve eradikasyon tedavisindeki
basarisizligin temel nedeni oldugu bildirilmistir (15,17,188). Son yillarda direng oraninin
artmas1 H. pylori’de antimikrobiyal ajanlara direncin 6nemini arttirdigi bildirilmistir (189).
Artan klaritromisin ve levofloksasin direng oranlarinin klaritromisin ve levofloksasinin sadece
H. pylori eradikasyonu i¢in degil, solunum yolu enfeksiyonlari i¢in de artan kullanim orani ile
paralel oldugu diisiiniilmektedir (3,190).

Antibiyotik diren¢ oranlar1 tiim diinyada artmakta olup gelismekte olan iilkelerde daha
yiiksektir (15). Bakteriyal direncin prevalansi farkli cografik bolgelerde degisiklik gosterir ve
o bolgedeki genel niifusun antibiyotik tiikketimi ile iliskilendirilmistir (17). De Francesco ve
arkadaslarinin diinya genelindeki H. pylori primer antibiyotik diren¢ oranlar ile ilgili
sistematik derlemesinde klaritromisin direncini, Amerika’da %?29.9, Asya’da %18.9,
Avrupa’da %]11.1°dir. Levofloksasin direncini ise; Asya’da %11.6, Avrupa’da %?24.1
bildirmislerdir (17).

Bir¢cok bakteride antibiyotik diren¢ mekanizmalar1 plazmidler, transpozonlar ya da
integronlar lizerinde bulunmaktadir fakat H. pylori’de ¢ogunlukla bakteriyal kromozomdaki
nokta mutasyonlar1 ile iliskilendirilmistir. H. pylori’de antibiyotik direnci “de novo”
gelismektedir, bununla birlikte duyarli ve direncli suslar arasinda dogal transformasyon
aracilifiyla horizontal gen transferi de olmaktadir (18).

Ayni diren¢ mekanizmasi goriildiigii icin her antibiyotik ailesinde ¢apraz diren¢ oldugu
bildirilmistir: klaritromisine diren¢ tiim makrolidlere direnci belirtmektedir, levofloksasine
direng tiim florokinolonlara direnci belirtmektedir. Farkli diren¢ mekanizmalar1 olan farkh
antibiyotik aileleri arasinda ¢apraz diren¢ bulunmamaktadir (127).

H. pylori’ye kars1 etkili oldugu gosterilen farkli antibiyotikler (klaritromisin,
amoksisilin, metronidazol, tetrasiklin ve florokinolonlar) bulunmaktadir, bir antisekretuar
ajan/bizmut eklenmesi ile gelistirilen tedavi protokolleri etkinlik ve tolere edilebilirligi
acisindan dozaj, tedavi siiresi gibi ¢esitli faktorler ile en iyi sonug elde edilebilmesi i¢in uygun
hale getirilmistir. Optimal empirik tedavinin belirlenmesi i¢in hala daha calismalar devam

etmektedir (191). H. pylori, in vitro kosullarda ¢ogu antibiyotige duyarlidir fakat in vivo

152



kosullarda ¢cogu antibiyotigin H. pylori ile enfekte hastalar1 tedavi edemeyecegi bildirilmistir
(20,192). Cesitli faktorler H. pylori enfeksiyonu eradikasyonunu zorlu kilmaktadir: i-
antibiyotiklere kars1 H. pylori tarafindan edinilmis direng gelisimi (20,24,191), ii- ¢ok sayida
bakterinin olusturdugu inokuliim etkisi (198), iii- kalin gastrik mukus tabakasinin koruyucu
etkisi ve antibiyotiklerin gastrik mukus tabakasina penetre olamamasi (20,24,191), iv- birgok
bakterinin intraselliiler lokasyonu, v- multiple sus enfeksiyonunun olmasi (198), vi-
antibiyotiklerin diisiik mide pH’inda inaktive olmas1 ve H. pylori’nin yavas lireme orani ile
iliskilendirilmektedir (20,24). Ayrica, tedaviye uyum, 60 yasimn altinda olmak, PPI
metabolizmasini etkileyen CYP 2C19 polimorfizmleri, sigara kullanim1 ve artan viicut kiitle
indeksi gibi hastalara 6zgiin faktorlerin de H. pylori eradikasyonunu olumsuz yonde etkiledigi
gosterilmistir (191).

Klaritromisin direncinin %15-20’den diisiik oldugu bolgelerde ilk secenek tedavi olarak
klaritromisin, amoksisilin, metronidazol ve PPI’dan olusan standart {iglii tedavi, klaritromisin
direncinin %15-20’den yiiksek oldugu bolgelerde bizmut iceren dortli tedavi ilk secenek
tedavi olarak onerilmektedir (15,17,127,197). Ik secenek tedavi basarisizliginda artan
levofloksasin direng oranlari gdz Oniinde bulundurularak klaritromisin direncinin diisiik ve
yiiksek oldugu her iki bolgede de levofloksasin igeren ii¢lii tedavi onerilmektedir. Ikinci
secenek tedavinin basarisizliginda ise tedavi protokolii antimikrobiyal duyarlilik testlerine
gore belirlenmesi gerektigi bildirilmistir (5,127). Son yayimlanan Maastricht IV konsensus
raporunda klaritromisin direncinin yiiksek oldugu bolgelerde eger standart klaritromisin
iceren liclii tedavi diisiiniiliiyorsa ilk segenek tedavi uygulanmadan once kiiltliir ve
antimikrobiyal ajanlar icin standart duyarlilik testinin uygulanmasinin onemli oldugu
belirtilmistir. Ayrica tiim bolgelerde eger baska bir nedenden dolay1 endoskopi yapilacaksa
ikinci segenek tedaviden once ve ikinci secenek tedavide eradikasyon basarisizliginda her
bolge ve her durumda kiiltlir ve duyarlilik testlerinin uygulanmas: gerektigi vurgulanmigtir.
Eger standart antimikrobiyal duyarlilik testleri yapilamiyorsa H. pylori’yi ve klaritromisin
ve/veya florokinolon direncini direkt gastrik biyopsi oOrneklerinde saptamak icin son
donemlerde gelistirilen molekiiler testlerin ve ticari olarak elde edilebilen kitlerin
uygulanabilecegi bildirilmistir. Onerilen ticari kit ve molekiiler testlerden ikisi bizim
calismamizda yer alan GenoType HelicoDR ve FRET-real-time PCR’dir. Florokinolon
molekiiler testlerinin dogrulugunun klaritromisin i¢in oldugu kadar gilivenilir olmadiginin

dikkate alinmasi gerektigi vurgulanmigtir (127).
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H. pylori tanisinda kiiltiiriin altin standart yontem kabul edilmesine ve 6zgiilliigliniin
%100 olmasina ragmen narin ve yavag lireyen bir bakteri olmasindan dolayi, bir¢ok klinik
laboratuvarin molekiiler tani testlerine yoneldigi bildirilmistir (43). H. pylori enfeksiyonunun
saptanmasi i¢in mevcut bircok tanisal testin her birinin avantaj ve dezavantajlar1 oldugu,
diisiik duyarlilik ya da 6zgiilliikleri nedeniyle hig¢ birinin tek basina altin standart olarak kabul
edilemeyecegi bildirilmistir. H. pylori tanisinda genellikle birden fazla testin
kombinasyonunun oldukg¢a giivenilir oldugu bildirilmistir (186,193). Bu duruma ¢6ziim
olarak iki veya daha fazla test sonucunun birlestirilmesi ve degerlendirilen her bir sonucun
karsilastirilmast onerilmistir. Bununla birlikte molekiiler yontemler ¢apraz kontaminasyondan
ya da oOli bakterilerin DNA’sinin saptanmasindan kaynaklanan yalanct pozitif sonug
thtimalini arttirabilecegi bildirilmistir. Kiiltiiriin daha diisiik pozitiflik oraninin, az sayida
bakterinin olmasi1 ve kiiltiire edilemeyen kokoid formlarin (“non culturable coccoid forms”)
varligi, transport sirasinda bakterinin canliligini kaybedebilmesi, yavag iireyen bakterilerin
tireme gereksinimleri, H. pylori’nin iiremesini baskilayan diger bakteriler ile kontaminasyon
ya da antibiyotik kullanimindan kaynaklanabilecegi belirtilmistir (193). Giliniimiizde H.
pylori’nin biyopsi orneklerinde saptanmasmin histoloji, HUT, kiiltir ve PCR testlerine
dayandig bildirilmistir (193,194).

Cesitli caligmalar antibiyotiklere karst H. pylori duyarliligina dayanan tedavilerin
(“tailored”), standart emprik tedaviye gore daha iyi bir eradikasyon orani gdsterdigi ve daha
ucuz maliyetli olabilecegi bildirilmistir (2,195). Tedavi oncesi H. pylori antimikrobiyal
direncinin ve eradikasyon basarisizlifindan sorumlu mutasyonlarin saptanmasi i¢in hizli ve
uygun bir metodun artan tedavi basarisizliklarinin iistesinden gelmek i¢in iyi bir destek
olabilecegi bildirilmistir (143). H. pylori eradikasyon tedavi basarisi antibiyotik direncinin
tedavi Oncesinde tanimlanmasi ile yakindan iliskili oldugundan ve duyarhilik testlerinin
bakterinin yavas liremesi nedeniyle ender uygulanmasindan dolayr H. pylori’de antibiyotik
direncini hizli saptayan yeni bir molekiiler yontem gelistirilmistir (36). Ticari olarak elde
edilebilen GenoType HelicoDR, (Hain LifeScience, Nehren, Germany) multipleks PCR
temelli olup DNA strip hibridizasyonu ile birlestirilmis ilk molekiiler testtir ve ayn1 zamanda
florokinolon direnci ile iligkili gyrA genindeki mutasyonlar1 ve es zamanl olarak 23S rRNA
mutasyonlarin1 saptamada kullanilan ilk testtir. Ayni gastrik biyopsi Ornegindeki farkli
genotipler saptanabilir (36,43) Kolay ve hizli bir yontem olmasi rutin uygulamalarda

kullanilabilirligini diisiindiirmektedir.
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Tium DNA temelli testlerde oldugu gibi GenoType HelicoDR aminoasit sekansini degil,
sadece niikleik asit sekansini taramaktadir. Bu nedenle, bir aminoasit degisimine neden
olmayan mutasyonlar (“silence” mutasyon), wild type problarindan birinin olmamasina neden
olabilecegi bildirilmistir. GenoTypeHelicoDR testi sadece, direnci gyrA ve 23S gen
bolgelerinde orjinlenen H. pylori suslarinin direncini saptayabilir. Diger genler ya da gen
bolgelerindeki  mutasyonlardan ve diger florokinolon ve klaritromisin  direng
mekanizmalarindan kaynaklanan direncin bu test ile saptanamadigi bildirilmistir. Ayrica, bu
test primer ve problarin secildigi genomik bolgelerdeki sekans varyasyonuna dayanir.
Bakteriyal genomlarin yiliksek varyasyonu nedeniyle bazi sub-tipleri saptanamayabilecegi
bildirilmistir (130).

GenoType HelicoDR testinde, testin dogru uygulanip uygulanmadigi ya da hangi
basamakta hata yapildiginin anlasilmas1 amplifikasyon ve konjugat kontrollerinin ayr1 ayr1 her
bir stripte olmasi sayesindedir ve boylece her reaksiyonda pozitif kontrol kullanma
zorunlulugunu ortadan kaldirarak biiyiik bir avantaj sagladig: diisiiniilmiistiir.

H. pylori antimikrobiyal duyarlilik testleri i¢in agar diliisyon metodu CLSI tarafindan
Onerilen altin standart yontemdir (178). Fakat teknik olarak zahmetli ve zaman alic1 bir
yontemdir. Duyarlilik testleri i¢in diger iki segcenek E-test ve disk diflizyon yontemleridir.
Avrupa’da yapilan cok merkezli ¢alismada E-test ve agar diliisyon yontemleri arasindaki
uyumun ¢ok 1yi oldugu bildirilmistir (196). McNulty ve PHLS Helicobacter ¢aligma grubunun
yapmis oldugu bir calismada c¢ogunlukla kabul edilmis bir duyarlibik ortaminin
kullanilmasmin gerektigi vurgulanmistir. %5-10 koyun ya da at kanli Mueller-Hinton agar
(8); Avrupa Helicobacter calisma grubu ve BSAC tarafindan E-test yontemi i¢in, CLSI
tarafindan ise agar dillisyon yontemi icin Onerilen referans bir duyarlilik ortamidir (196).

H. pylori’de klaritromisin direncinin belirlenmesinde kullanilacak MIK sinir degeri
CLSI tarafindan sadece agar diliisyon metodu i¢in belirlenmistir (178). E-test metodu ile
Klaritromisin direncinin belirlenmesinde standart bir MIK smr degeri bulunmamaktadir
(140). Birgok makalede klaritromisin direncini belirleyen farkli MIK simr degerleri
kullanilmaktadir (41,160,184). H. pylori levofloksasin direncinin belirlenmesinde
kullanilacak MIK smir degeri hicbir metod icin CLSI’da belirlenmedigi bilinmektedir. E-test
metodundaki MIK sinir degerlerindeki farkliliklar agisindan H. pylori’de antimikrobiyal
duyarhiliklarin belirlenmesinde molekiiler testler kolaylik saglayabilir ve 151k tutabilir. Ayrica

kullanilan ve bildirilen farkli MIK sinir degerleri H. pylori antimikrobiyal duyarliliginin
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belirlenmesinde uygulanan fenotipik ve molekiiler testler arasindaki uyumsuz sonuglar1 da
etkileyebilecek oldugu tarafimizca diistiniilmiistiir.

Fenotipik metodlar duyarli ve direngli suslar1 ayirt etmede yeterlidir fakat sonuglar
ancak birkag giin (3-7) sonra alinabilir ve epidemiyolojik ve klinik 6nemi olabilecek, var olan
mutasyonun tipine iliskin bilgi vermez (29). Gelistirilen ve ilerleyen duyarliligindan dolay1
molekiiler testler, direncli mikroorganizmalar total bakteri yikiinlin kiiciik bir kismini
olusturdugunda direnci saptayabilir.  Yapilan ve ileride yapilacak olan c¢alismalarin,
molekiiler testlerin tedavi basarisizligini fenotipik testlerden daha dogru Ongoriip
ongdremeyecegini belirleyecegi bildirilmistir (22). Molekiiler metodlar spesifik transport
kosullar1 gerektirmezler (193,197,198), kolay uygulanabilir ve hizli testlerdir (201,210).
PCR’1n diger bir avantaj1 ise {ireaz testi i¢in kullanilan biyopsi 6rneklerine uygulanabilmesidir
(193,198).

Molekiiler temelli yontemler kiiclik doku 6rneklerinde ¢ok az sayida bulunan direngli H.
pylori suslarmi saptamada olduk¢a hassastir. Ayrica molekiiler yontemler, hetero-direng
olarak bilinen ayn1 hasta 6rneginde bir arada bulunan, ayni antibiyotige duyarli ve direncgli H.
pylori suslarim1 saptamada da hassastir (2,36,188). Molekiiler testlerin biiylik ¢ogunlugunun
rrl ve gyrA genlerinde klaritromisin ve florokinolon direncine neden olan tanimlanmis nadir
mutasyonlart ve nadir goriilen genetik mekanizmalara dayanan direnci saptayamadiklari
bilinmektedir ve bunlarin gz 6niinde bulundurulmasi gerekmektedir (2).

Calismamizda H. pylori tanisi; invaziv olarak, gastrik biyopsi orneklerine uygulanan
kiiltiir, HUT, histopatoloji, molekiiler ydntemler ve ayn1 zamanda non-invaziv olarak, digk1
orneklerine uygulanan molekiiler yontemler ile gergeklestirilmistir. Klaritromisin ve
levofloksasin duyarliliklari; hem biyopsi 6rneklerine uygulanan kiiltiir temelli E-test metodu
ile hem de molekiiler olarak gastrik doku ve digski 6rneklerine uygulanan molekiiler yontemler
ile belirlenmistir. Yontemler fenotipik ve genotipik olarak, invaziv ve non-invaziv olarak
karsilastirilmistir. Ayrica yontemler arasinda farkli sonug veren ornekler ise sekans analizine
gonderilerek sonuglar degerlendirilmistir.

Kiiltiir ya da real-time PCR yontemleri ile H. pylori pozitif saptanan tiim Ornekler
GenoType HelicoDR yontemi ile de Cambau ve arkadaslarimin calismasinda (36) pozitif
saptanmis olup, bununla uyumlu olarak bizim ¢alismamizda da H. pylori pozitif saptanan tiim

ornekler GenoType HelicoDR yontemi ile pozitif saptanmistir.
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H. pylori’de klaritromisin direncine rr/ genindeki nokta mutasyonlar neden olmaktadir,
bir ¢ok calismada en sik rastlanan mutasyon A2143G bildirilmistir (14,22,39,94,150,188).

Calismamizda klaritromisin duyarliliginin belirlenmesinde FRET-real-time PCR ve E-
test yontemlerinin uyumu %73.5 saptanmistir. Monno ve arkadaslarinin c¢aligmasinda da
%71.2 uyum saptanmistir, uyumsuz saptanan sonuclarin %50’sinde hetero-direncin rol
oynadigi bildirilmistir (150). De Francesco ve arkadaslar1 da calismalarindaki uyumsuz
sonuclarin %78.5’ini real-time PCR ile hetero-direng, E-test ile klaritromisin duyarlilig:
saptanmasi ile karakterize etmislerdir (22). Monno ve arkadaglar1 ve Oleastro ve arkadaglar
calismalarinda real-time PCR ile mutasyon saptanamayan fakat E-test ile direngli saptanan
ornekleri real-time PCR ile saptanabilen pozisyonlardan farkli bir pozisyondaki nokta
mutasyonu ile ya da heniiz tam olarak bilinmeyen diger genetik mekanizmalar ile
iligkilendirmislerdir (42,150). Calismamizda klaritromisin duyarliliginin belirlenmesinde E-
test yontemi altin standart kabul edilerek real-time PCR’1n duyarlilik ve 6zgiilliig %35.71 ve
%88.57 saptanirken, Oleastro ve arkadaslarinin agar diliisyon metodu altin standart kabul
ederek real-time PCR yonteminin duyarlilik ve spesifikligi %98.4 ve %94.1 saptanmistir (42).
Calismamizda real-time PCR’in duyarliligin diismesine neden olan E-test ile direncli real-
time PCR ile duyarli saptanan dokuz Ornegin altisinda sekans analizi ile yeni mutasyonlar
C2136T, C2310A ve C2428T saptanmis olup real-time PCR ile saptanabilen 2142 ve 2143
pozisyonlarinda mutasyon saptanmamustir.

Caligmamizda, 23S rRNA ve gyrA mutasyonlarii saptamada GenoType HelicoDR
testinin duyarlilig1 ve pozitif prediktif degeri GenoType HelicoDR testine iliskin onceki diger
caligmalarla (29,36,143,199) karsilastirildiginda daha diisiik saptanmistir. Bunun nedeninin,
temel olarak GenoType HelicoDR testi stribinde yer almayan, saptadigimiz yeni ii¢
mutasyonun ii¢ hastanin antrum ve korpus olmak iizere toplam alti drneginde fenotipik
dirence yansimasindan kaynaklandigi kanisina varilmistir. Lee ve arkadaslarinin ¢aligmasinda
GenoType HelicoDR testinin 23S rRNA ve gyrA mutasyonlarini saptamada duyarlilik ve
negatif prediktif degeri, GenoType HelicoDR testi ile ilgili daha Onceki calismalarla
kiyaslanarak genel olarak iyi sonu¢ alinmistir. Fakat 6zgiilliik ve pozitif prediktif deger temel
olarak bazi yalanci pozitif sonuglar nedeniyle Onceki ¢aligmalara goére %10 daha diisiik
saptanmistir (143). Lee ve arkadaslarinin ¢alismasinin aksine, ¢alismamizda 23S rRNA ve

gyrA mutasyonlarini saptamada GenoType HelicoDR testinin 6zgiillik ve negatif prediktif
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degerleri daha yiiksek saptanmis olup, duyarlilik ve pozitif prediktif degerleri daha diisiik
saptanmistir.

Cambau ve arkadaslar1 GenoType HelicoDR ve fenotipik E-test yontemlerinin
klaritromisin uyum ytizdesini 0.96, levofloksasin uyum yiizdesini ise 0.94 saptamislardir (36),
ancak c¢aligmamizda aksine GenoType HelicoDR ve fenotipik E-test ydntemlerinin
levofloksasin duyarliliginin belirlenmesinde uyum yiizdesi (%69.4), klaritromisine (%63.3)
gore daha yiiksek saptanmistir. Calismamizda fenotipik ve genotipik test sonuglarinda
uyumsuzluga neden olan; E-test yontemi ile duyarli, GenoType HelicoDR testi ile direngli
saptanan hastalarin ¢ogunda hem mutant hem de wild type genotiplerinin bulundugu miks
enfeksiyon saptanmistir. Trespalacios ve arkadaslart da fenotipik ve genotipik yOntemler
arasindaki uyumsuzlugu daha cok iki farkli genotip saptanan gastrik biyopsi 6rneklerindeki
miks enfeksiyon ile iliskilendirmislerdir (200). Oleastro ve arkadaslar1 da g¢aligmalarinda
fenotipik yontemler (agar diliisyon ve E-test) ile klaritromisin duyarli saptanan 6rneklerde
real-time PCR ile hem wild type hem de A->G mutanti saptandigini ve bu farkli sonucun
direncli popiilasyonun fenotipik yontemle saptanamayacak kadar diisiik konsantrasyonda
olmas1 ile aciklanabilecegini ve genotipik metodun ayni Ornekteki miks popiilasyonu
saptamada fenotipik yontemden daha duyarli oldugunu bildirmislerdir (42). Calismamizda E-
test yontemi ile direncli, GenoType HelicoDR testi ile duyarli saptanan diger uyumsuz
sonuglu hastalarin sekans analizi genellikle GenoType HelicoDR test sonuglari ile uyumlu
saptanmistir. Primerlerin ¢ogalttig1 bdlgenin disinda baska bir mutasyonun fenotipik dirence
neden olmus olabilecegi kanisina varilmstir.

H. pylori’de florokinolon direnci 1995°ten bu yana 87 ve 91 (H. pylori numaralandirma
sistemi) pozisyonlarinda gyrA gen mutasyonlar1 ile iligkilendirilmistir. Florokinolon
(levofloksasin, gatifloksasin ve siprofloksasin) direnci florokinolon direngli suslarin %80-
100’tinde gyrA mutasyonlar ile iligkilidir. Mutasyonlar genellikle kodon 87 ve 91 ve nadir
olarak 86’da bulunmustur (36). Cambau ve arkadaslarinin GenoType HelicoDR testi ile ilgili
calismasinda 67 florokinolon direngli H. pylori susunun %87’sinde mutasyon goriilmiis olup
ya kodon 87 (mutasyonlarin %57’si) ya da kodon 91 (mutasyonlarin %48’1) ‘de bir mutasyon
saptanmistir (36). Bizim calismamizda ise 41 florokinolon direncli H. pylori susunun %
35.4’linde gorillen mutasyonlar kodon 87 (mutasyonlarim %51.2) ya da kodon 91
(mutasyonlarin %56.1° 1) de saptanmis olup 87. ve 91. pozisyonda saptanan mutasyonlarin

orani ¢alismamizda Cambau ve arkadaglarinin ¢aligmasina benzer oranda saptanmistir.
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Bu kiti gelistiren ve degerlendiren Cambau ve arkadaslarinin ¢aligmasinda GenoType
HelicoDR testi ile levofloksasin duyarliliginin belirlenmesi agisindan 87. kodonda wild type
ya da mutant allel saptanamayan ve “no band” mutasyonu olarak belirtilen H. pylori koloni ve
doku DNA o6rneklerinin sekans analizinde saptanan izoldsin (I) aminoasidine doniisiim (36)
calismamizda da “no band” mutasyonu olarak belirttigimiz hasta drneklerinde bu izolosin (I)
aminoasidine dontigiim (N871) saptanmistir. Tanih ve arkadaglarinin ve Deyi ve arkadaslarinin
calismalarinda ise N87I mutasyonu saptanmamustir (29,199).

Tanih ve arkadaslar1 (29), Lee ve arkadaslar1 (143), Deyi ve arkadaslarinin (199)
calismalariyla uyumlu olarak calismamizda GenoType HelicoDR testi ile klaritromisin
direncine neden olan li¢ mutasyondan en sik A2143G mutasyonu, levofloksasin direncine
neden olan mutasyonlardan en sik N§7K mutasyonu saptanmaistir.

E-test yontemi ile klaritromisin ve levofloksasin direnci; ¢alismamizda %28.6 ve
%28.6, Schiota ve arkadaslarinin Amerika’da yaptiklar1 ¢aligmada (201) %16.4 ve % 31.3,
Cagdas ve arkadaslarinin Mersin’de yaptiklar1 ¢calismada (202) %18.2 ve %18.2, Simsek ve
arkadaslarmin izmir’de yaptiklar1 c¢alismada (203) %25.5 ve %26.9 saptanmistir. E-test
yontemi ile H. pylori’de ¢oklu direnci Biernat ve arkadaslar1 caligmalarinda %26 (4),
Shokrzadeh ve arkadaslart agar diliisyon yontemi ile %22.6 saptamiglardir (204).
Calismamizda yedi (%14.3) hastada E-test yontemi ile hem klaritromisin hem de levofoksasin
direnci (¢oklu direng) saptanmustir.

Calismamizda FRET-real-time PCR ile klaritromisin direnci; biyopsi Orneklerinde
%?20.7, disk1 6rneklerinde %20.4 saptanmistir. Kargar ve arkadaslari ve Monno ve arkadaslar
caligmalarinda klaritromisin direncini real-time PCR ile biyopsi orneklerinde %36 (188) ve
%56.8 (150) saptamislardir. Calismalardaki farkli popiilasyonlar (6rnegin peptik iilserli ya da
daha 6nce hi¢ tedavi edilmemis hastalar) ya da hetero-direngli H. pylori susu olan hastalarin
oranindaki farkliliklar, aym {ilkede iki farkli bolgedeki direncin farkli epidemiyolojisinin
sonuglart oldugu bildirilmistir (150).

H. pylori’nin gastrik mukozada yama tarzi “patchy” dagilimi nedeniyle, midenin farkl
boliimlerinden alinan biyopsilerin, H. pylori’nin saptanmasinda tanisal verimi biiyiik olciide
arttiracagl diisliniilmektedir. Ayrica, ayni hastadan izole edilen H. pylori suslari genellikle
antibiyotik duyarlili§1 acisindan ya duyarli ya da direngli fenotipe sahiptir fakat hem duyarh
hem de direngli H. pylori suslar1 ayn1 hastada bulunabilmektedir. Midenin farkli béliimlerinde

farkli antimikrobiyal duyarlilifa sahip H. pylori suslarimin enfeksiyonunun, eradikasyon
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tedavi basarisinin negatif etkilenmesinin muhtemel oldugu diisiintilmektedir (3). Tek bir
biyopsi 6rneginde birden fazla genotipin varligi ya gastrik mukozada farkli suslarin birlikte
bulunmasi ya da ayni susta mutant ve wild type allellerin varhig ile iliskilendirilmistir
(36,42). Midede Kklaritromisine duyarli ve direngli H. pylori suslarindan olusan miks
enfeksiyonun prevalansi yaklasik %20 olarak bildirilmistir (26). Bizim ¢aligmamizda ise bu
oran GenoType HelicoDR testi ile % 27.6, FRET-real-time PCR yontemi ile %12.1 saptandi.
Kargar ve arkadaslarinin calismasinda (188) miks enfeksiyon real-time PCR yontemi ile
%9.8, Monno ve arkadaglarinin ¢aligmasinda ise %36.6 saptandigi bildirilmistir (150).

Calismamizda ii¢ ayr1 hastada 23S rRNA geni sekans analizi ile her biri farkli hastada
(ve bu her bir farkli hastanin hem antrum hem de korpus biyopsi 6rneklerinde ayn1 mutasyon)
C2136T, C2310A ve C2428T ti¢ farkli mutasyon saptanmigtir. Bu mutasyonlarin her biri,
ayni hastaya ait antrum ve korpus gastrik biyopsi 6rneklerinden izole edilen H. pylori koloni
DNA'’larinda saptanmistir. Bu hastalarin antrum ve korpus biyopsi 6rneklerinin tiimii E-test
yontemi ile klaritromisin direngli, GenoType HelicoDR ve FRET-real-time PCR molekiiler
yontemleri ile bu mutasyonlar saptanamadigi i¢in duyarli (wild type) saptanmistir. Sekans
analizi ile de 2142 ve 2143 pozisyonlarinda hi¢gbir mutasyon saptanmadi. Bu bulgular, bu ii¢
mutasyonun yeni mutasyonlar olabileceklerini diisiindiirmiistiir. Klonlama ile dogrulama
yapilmasi gerektigi kanisina varilmistir.

Diisiik sinyal dizileri nedeniyle sekans analizi yapilamayan Orneklerin yetersiz ya da
diisiik kalitede kalip DNA ve/veya primer kaynakli oldugu diisiiniilmiistiir. Sekans analiz
sonucu miks sekans (birden fazla pik) olmasi nedeniyle analizi yapilamayan Grneklerin ise
multipl PCR {riinleri ya da “frame-shift” mutasyonlar1 veya DNA kalibinda tekrarlayan
bolgelerden kaynaklandig: diistiniilmiistiir.

H. pylori’yi izole etmek i¢in endoskopik biyopsi drneginin kullanilmasi daha giivenilir
olmasina ragmen biyopsi orneklerinin alinmasi, saglikli bireylere gereksiz girisim gibi birgok
dezavantaja sahiptir. Diski Ornekleri non-invazivdir ve elde edilmesi kolaydir ancak
inhibitorlerin varligr ve diski 6rneklerindeki bakterilerin karmasikligin PCR amplifikasyonu
gibi molekiiler tekniklerin kullanilarak H. pylori genlerinin detayli analizini engelleyebilecegi
bildirilmistir (205).

Disk1 ornekleri, DNA ekstraksiyonu ve amplifikasyonu i¢in en zor orneklerdir. Bunun
nedeni H. pylori’nin bir intestinal bakteriyal patojen olmamasi ve bu nedenle diski

orneklerinde diisiik konsantrasyonda bulunabileceginin diisliniilmesidir. Diger bir zorluk ise
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diskida bulunan kompleks polisakkaritler olarak tanimlanan DNA polimeraz inhibitorleri ile
iligkilendirilmistir (172). Diski 6rnekleri PCR teknolojisi ile H. pylori‘nin saptanmasi igin
non-invaziv elde edilebilecek en iyi Orneklerdir. Fakat bazi caligmalarda duyarlilik diisiik
saptanmugstir. Diisiik duyarliligin muhtemel nedeni kalip DNA’nin diisiik kopya sayis1 ve digki
orneklerindeki PCR inhibitdrlerinin varligi oldugu bildirilmistir (193). Fakat DNA izolasyonu
icin 0Ozel teknikler ile PCR inhibisyonunun Onlenebildigi gosterilmistir (186,193).
Calismamizda disk1 6rneklerine uyguladigimiz GenoType HelicoDR ve FRET-real-time PCR
yontemlerinin duyarliliklart %100 ve %91.84 saptanmistir. Digki Orneklerinden DNA
izolasyonu icin Sen ve arkadaslarinin bildirdigi protokol (186) ve GenoType HelicoDR
testinde yaptigimiz modifikasyonlar ile non-invaziv bir test yontemi gelistirilip uygulanmis
olup li¢ saat icinde hem H. pylori varligi hem de klaritromisin ve levofloksasin duyarliliklar
disk1 6rneklerinde de saptanmustir.

GenoType HelicoDR testi ile biyopsi ve diski orneklerinin Kklaritromisin ve
levofloksasin duyarliliginin saptanmasinda uyumu %60 ve %68.5 saptanmistir. Diski ve
biyopsi Orneklerinde klaritromisin duyarlilifi sonucu uyumsuz olan hastalarin %72.7’sinin
disk1 6rneklerinde hem wild type hem mutant profili, biyopsi 6rneklerinde sadece wild type
(duyarl) genotip saptanmistir. Biyopsi ve diski 6rneklerinden farkli sonuglar elde edilmesi
biyopsi ve diski orneklerindeki genotip ¢esitliligi ile iliskilendirilmistir. Bu genotip ¢esitliligi
ayn1 hastada birden fazla H. pylori genotipi olabilecegini gostermmistir.

FRET-real-time PCR yonteminin disk1 6rneklerinde H. pylori’yi saptamadaki duyarlilik
ve Ozgiilliigii calismamizda kiiltiir, histopatoloji ve HUT nin en az ikisinin pozitifligi ile
karsilastirilarak %91.8 ve %33.3 saptanmistir. Calismamizda saptanan yiiksek duyarliligin
aksine Lottspeich ve arkadaslarinin yaptiklart bir ¢alismada digk:r real-time PCR duyarlilig
%63 saptanmis olup, diisiik duyarliligin donmus diski Orneklerinden kaynaklanabilecegi
bildirilmistir (141). Schabereiter-Gurtner ve arkadaslarinin ¢alismalarinda ise real-time PCR
yonteminin digki Orneklerinde H. pylori saptanmasindaki duyarlilik ve Ozgiilligi %98
saptanmistir (13). Altin standardimizin negatif dedigi digki real-time PCR ile pozitif saptanan
dort hastanin dordii de biyopsi real-time PCR ile de H. pylori pozitif saptanmistir. Bununla
iligkili olarak ozgiilliigiin diismesindeki neden olarak; diisiik bakteriyal dansitenin ve H.
pylori’nin midedeki “patchy” dagilimin negatif kiiltiir ve histopatoloji sonucuna neden olmus
olabilecegi diisliniilmiistiir. FRET-real-time PCR ile biyopsi ve diski 6rneklerinin

klaritromisin duyarlili§inin saptanmasindaki uyumu ise %71.4 saptanmistir.
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Sonug olarak, saptadigimiz yiiksek H. pylori klaritromisin ve levofloksasin yiiksek
diren¢ oranlar1 ve son yayinlanan Maastricht IV konsensus raporu dahil birgok ¢alismada H.
pylori eradikasyon tedavisinin yiiksek antibiyotik direnci goriilen bolgelerde duyarlilik
testlerine gore belirlenmesi gerektiginin vurgulanmasi nedeniyle biyopsi GenoType HelicoDR
testinin, biyopsi elde edilemedigi durumlarda ise gelistirdigimiz diski GenoType HelicoDR
testinin yiiksek duyarliligi, birkag saat icinde sonu¢ alinabilmesi ve epidemiyolojik 6neme
sahip nokta mutasyonlarini da saptayabilme 6zelligi ile rutin uygulamalarda kullanilabilecegi

kanisina varilmistir.
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6. SONUC VE ONERILER

Maastricht IV konsensus raporunda yayinlanan birinci ve ya ikinci basamak H. pylori
eradikasyon tedavi protokollerinde kullanilan klaritromisin ve levofloksasin antibiyotiklerine
artan direng oranlar1 tedavi basarisizliklarinin temel nedenidir. Kiiltliriin altin standart yontem
olmasmin yani sira zorlu transport kosullari, H. pylori kokoid formlarmin varligi, narin
tiremesi gibi bircok dezavantaji bulunmaktadir. Bu nedenle son on yilda, kiiltiir temelli
standart duyarlilik testlerinin smirliliklarin1 gidermek amaciyla H. pylori klaritromisin ve
levofloksasin direncini saptamak i¢in bircok PCR temelli yontem gelistirilmistir. Ayrica
klaritromisin ve levofloksasin duyarliliklarinin es zamanli saptanabildigi multipleks PCR ve
hibridizasyona dayanan GenoType HelicoDR testi gelistirilmistir. Fakat diisiik duyarlilik
ve/veya Ozgiillikleri nedeniyle ve her birinin ayr1 avantaj/dezavantaja sahip olmalari
nedeniyle H. pylori tanis1 tek bir yontem ile degil, birkag test sonucunun karsilastirilmasi ile
degerlendirilmelidir. H. pylori’nin midede yama tarz1 “patchy” dagilimi nedeniyle H. pylori
varlig1 ve antibiyotik duyarliliklarinin belirlenmesi i¢in hastalardan ayr1 ayr1 antrum ve korpus
biyopsi oOrneklerinin alinmasi gerekliligi géz oniinde bulundurulmalidir. Kiiltiir ve E-test
yontemlerinin sonuglanmasimin en az bir hafta - on giin slirmesi agisindan rutin
uygulamalarda hastaya ayni giin sonug¢ verilebilecek, hem H. pylori varligmi hem de
eradikasyon tedavisinde kullanilan iki dnemli antibiyotik klaritromisin ve levofloksasine karsi
duyarlilik profilini direkt biyopsi Orneklerinden belirleyebildigimiz GenoType HelicoDR
yonteminin, ayrica biyopsi alinamadigi durumlarda yiiksek duyarlilikta non-invaziv bir
yontem olarak diski1 GenoType HelicoDR yonteminin rutin uygulamalarda kullanilabilirliligi
sonucuna varilmistir. Ayn1 hastada birden fazla H. pylori genotipi bulunabilecegi nedeniyle,
biyopsi ve diski orneklerindeki olasi genotip ¢esitliligi sonucunda farkli sonuglar elde
edilebilecegi goz oniinde bulundurulmalidir.

Caligmamizda saptadigimiz iic yeni mutasyonun fenotipik dirence yansimasi ve
uygulanan molekiiler yontemler ile ve sekans analizi ile dirence neden oldugu bilinen
bolgelerde wild type saptanip sekans analizi ile bilinenden (2142/2143) farkli pozisyonlarda
mutasyonlarin saptanmasi ¢ok onemli bir veridir ve klonlama yapilarak saptadigimiz yeni ii¢

mutasyonun (C2136T, C2310A ve C2428T) fenotipik dirence neden oldugu gosterilmelidir.
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