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OZET

GASTRODUODENAL PATOLOJiISi OLAN HASTALARDAN
ALINAN MIDE BiYOPSIiSi ORNEKLERINDE HELICOBACTER
PYLORI PREVALANSININ VE GENOTIPLERININ
BELIRLENMESI

H.pylori diinya niifusunun % 50’den fazlasim infekte eden Onemli bir
infeksiyon ajamidir. Mide infeksiyonunun prognozunu bakteriye bagh CagA ve
VacA toksinleri iiretiminin ve bu toksinleri kodlayan genlerdeki allelik
farklihklarin etkiledigi gosterilmistir. Tip-I suslar olarak kabul edilen cagd vacA”
suslar kronik aktif gastrit, peptik iilser ve gastrik kanserler gibi daha ciddi
tablolardan sorumlu iken, cagA vacA™ suslar asemptomatik tasiyiciik veya non-
iilser dispepsi (NUD) ile iliskilendirilmektedir. Tip-I suslar kadar vacA allelik
kombinasyonlarinin prognoza etkisi Bati ve Dogu toplumlarinda bolgesel
farkhiliklar gostermektedir. Prognozla ilgili dogru tahminler yapilabilmesi icin,
farkli cografi bolgelerdeki etken suslarin molekiiler yontemlerle belirlenen
genotipleri ve allelik kombinasyonlari ile klinik tablo arasindaki iliski bilinmelidir.
Bu c¢ahsmada, bolgemizdeki gastrit ve/veya mide iilserli (G/MU) hastalar ile
duodenal iilserli (DU) hastalarda antrum ve korpus mukozasinda H.pylori
prevalansinin ve genotiplerinin belirlenmesi amaclandi.

Bu cahismaya, C.U. Tip Fakiiltesi Gastroenteroloji Anabilim Dah ile Saghk
Bakanh@ Adana Cukorova Devlet Hastanesi Gastroenteroloji polikliniklerine
basvuran, gastroduodenal yakinmasi olan ve endoskopi endikasyonu alan 231
hasta dahil edildi.

Biyopsi drneklerinden DNA ekstraksiyonu QIAGEN doku ekstraksiyon Kiti
ile yapildi. Once H.pylori kolonizasyonunu gostermek iizere PCR (Polymerase
Chain Reaction) ile ureC genine spesifik diziler ¢ogaltildi. Daha sonra ureC-PCR
pozitif olan DNA ornekleri cagA ve vacA genlerinin tespiti icin, spesifik dizileri
hedef alan primerler kullanilarak cogaltildi. vacA pozitif olan DNA orneklerinin
tamaminda, vacA geninin “s” ve “m” allelleri allel spesifik primerler kullamlarak
PCR ile arstirildi. Boylece, H.pylori suslarimin Tip-I ve Tip-II genotiplerine ek
olarak, vacA geninin allelik kombinasyonlar1 da belirlendi.

Calisma sonunda 72’si (% 75.0) kadin ve 129’u (% 95.6) erkek hastalara ait
olmak iizere 201 (% 87) hastanin biyopsi orneklerinden en az birisinde H.pylori
ureC geni bulundu. H.pylori prevalansimn G/MU’li hastalarda % 82.9, DU’li
hastalarda da % 95.9 oldugu goriildii. Kolonize suslarin % 84.1’inin cagd vacA”
Tip-I suslar oldugu, bu suslarmn G/MU’li ve DU’li kolonize hastalardaki
prevalanslarinin ise sirasi ile % 78.6 ve % 94.3 oldugu tespit edildi. Tip-I suslarda
en sik karsilasilan vacA allelik kombinasyonun 47 (% 27.8) sus ile sla/m1b, Tip-11
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suslarda ise 11 (% 36.7) sus ile s1/m2 oldugu goriildii. Ozellikle, G/MU’li hastalara
ait 59 (% 57.3) susta sic allelinin varhgi dikkat cekici bulundu.

Sonug olarak, H.pylori Tip-I suslar1 DU’li hastalarda G/MU’li hastalara
gore istatistiki yonden anlamh sekilde yiiksek bulundu. Ayrica, DU’li hastalarda
kolonize olan suslarda sla alleline, G/MU’li hastalarda ise sc alleline sahip Tip-I
suslarin prevalansi diger allelik tiplerden istatistiksel olarak anlamh sekilde daha
yiiksek bulundu.

Anahtar sozciikler: H.pylori, ureC, cagA, vacA, vacA allelleri.
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ABSTRACT

DETERMINATION OF THE PREVALENCE AND GENOTYPES
OF HELICOBACTER PYLORI IN THE GASTRIC BIOPSY
SPECIMENS FROM PATIENTS WITH GASTRODUODENAL
PATOLOGIES

H.pylori is an important infective agent which infects more than 50% of
world population. It is reported that, the prognosis of gastric infection could be
affected by the production of CagA and VacA toxins and allelic differences in
coding genes of these toxins. While cagA’vacA”™ strains called Type-I are
responsible for more serious diseases such as chronic active gastritis, peptic ulcer
and gastric cancer, cagA vacA strains are associated with asymptomatic carriage
or non-ulcer dispepsia (NUD). The effects of vacA allelic combinations as well as
Type-I strains on prognosis shows geographic differences in Western and Eastern
populations. The relation between the clinical outcome and genotypes and allelic
combination of causative strains isolated from patients with gastroduodenal
disorder in different geographic regions in order to make true estimation on
prognosis should be known. The aim of this study was to determine the prevalence
and genotypes of H.pylori in the antral and corpus biopsy specimens from patients
with gastritis and/or gastric ulcer (G/GU) and duodenal ulcer (DU) in our region.

Two hundred thirty one patients with gastroduodenal complaints and who
having endoscopic indications from University of Cukurova, Medical Faculty,
Gastroenterology Department and Ministry of Health, Adana Cukurova
Governmental Hospital, Gastroenterology Department were enrolled in this study.

The DNA extractions from biopsy specimens were performed with
QIAGEN tissue extraction Kkit. First, in order to demonstrate H.pylori colonisation,
the spesific sequences of ureC gene were amplified with PCR (Polymerase Chain
Reaction). Then, ureC-PCR-positive DNA templates were amplified by primers
which target spesific sequences in order to detect cag4 and vacA genes. The “s”
and ”m” alleles of vacA genes were investigated in all of vacA-positive DNA
templates by PCR with allel spesific primers. Thus, in addition Type-I and Type-II
genotypes, the allelic combinations of vacA gene of H.pylori strains were also
determined.

As a result, H.pylori ureC gene was found at least in one of the biopsy
specimens from 201 (87%) patients; 72 (75%) female and 129 (95.6%) male. It
have seen that, the prevalence of H.pylori was 82.9% in patients with G/GU and
95.9% in patients with DU. Of colonized strains 84.1% were cagA ' vacA™ Type-1
strains and prevalences of these strains in patients with G/GU and DU were 78.6%
and 94.3% respectively. The most vacA allelic combination seen in Type-I strains
was sla/m1b with 47 (27.8%) strains and s1/m2 with 11 (36.7%) strains in Type-I1
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strains. Especially, the presence of sIc allele in 59 (57.3%) strains from G/GU
patients was striking.

In conclusion, Type-I strains of H.pylori was found statistically higher in
patients with DU than patients with G/GU. Besides, the prevalence of Type-I
strains that contain s/a allel in patients with DU and sic allele in patients with
G/GU was found statistically higher than the other allelic types.

Keywords: H.pylori, ureC, cagA, vacA, vacA alleles.
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1. GIRIS ve AMAC

Helicobacter pylori (H.pylori) konak ve doku tropizmi goOsteren, insanlarda
gastrik mukozada antrum ve korpusta kolonize olan, asemptomatik tastyiciliktan non-
tilser dispepsiye, kronik gastritten gastrik MALT (mucosa-associated lymphoid tissue)
lenfoma ve gastrik kanserlere kadar degisen spektrumda hastalik olusturan 6nemli bir
infeksiyon ajanidir. Biitiin diinyada insanlarin en az % 50’sinin midesinde kolonize olan
H.pylori’nin prevalans1 az gelismis ve gelismekte olan iilkelerde % 60-85 arasinda
degismektedir. Ancak gelismis iilkelerde kisisel hijyene verilen 6nem ve yapilan basarili
eradikasyon caligmalar ile prevalans % 10-30’lara kadar geriletilmistir. Benzer sekilde
insidans oran1 da gelismekte olan iilkelerde yilda % 3-10 gibi yiiksek oranlarda iken,
gelismis lilkelerde bu oran % 0.5’lere kadar diismiistir' . Epidemiyolojik c¢alismalar
asemptomatik kolonize kisilerin en az % 20’sinde, kolonizasyonu takip eden 10 yil
icerisinde tedaviyi gerektirecek klinik bulgularin ortaya ¢ikabilecegini, bunlarin da % 2-
8’inde gastrik kanserin gelisebilecegini gostermektedir™. Bu oranlar, H.pylori
infeksiyonlar1 ve komplikasyonlarinin dncelikli olarak gelismekte olan {ilkelerin sorunu
oldugu gercegini ortaya koymaktadir.

H.pylori infeksiyonlarinin prognozunu konak ve ¢evreye ait faktorlerin yani sira,
bakteriye ait virulans faktorleri de etkilemektedir®'®. Bu virulans faktorleri arasinda yer
alan CagA (cytotoxin associated gene), VacA (vacuolating cytotoxin), IceA (inducible
by contact with epithelium), BabA ve BabB (blood group antigen binding adhesin) gibi
toksik ve adezif proteinleri kodlayan genlerle ilgili yogun calismalar yapilmistir. Bu
calismalar sonucunda, duodenal {ilser, gastrik atrofi ve mide kanseri gibi ciddi
patolojilerle iliskilendirilen H.pylori izolatlarinin Dogu Asya ve Bati kokenli suslarda
genotiplerinin farkli oldugu gésterilmistir. Ozellikle, vakuolizasyondan sorumlu VacA
proteinini kodlayan vacA geninin signal (isaret) bolgesindeki sla, sib, sic ve s2 ile
toksinin kodlandig1 orta bolgedeki mla, mib ve m2 allellerinin yani sira, memeli

hiicreleri icin sitotoksik aktivite gosteren CagA proteinini kodlayan cagA geninin 3’



ucundaki mutasyonlarin bolgesel 6zellik gosteren ve prognozu direkt olarak etkileyen
mutasyonlar oldugu gosterilmistir'''°.

Bu calismanin amact; farkli cografik Ozelliklerinin yani1 sira, beslenme
aliskanliklarina sahip bolgemizde mide-duodenum yakinmasi olan hastalardan aldigimiz
mide biyopsisi Orneklerinde H.pylori prevalansinin, H.pylori vacA, cagA prevalansinin
ve H.pylori vacA allellerinin farkli hasta gruplarina goére goriilme sikliklarinin
saptanmasidir. Calisma sonunda bolgesel ve genel anlamda iilkemiz i¢in H.pylori

genotiplerinin klinik 6nemi ve gastroduodenal patolojinin prognozunun tespitinde

genotiplerin prediktif degerinin belirlenmesi gibi iki 6nemli fayda beklenmektedir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Tarihce

Gastroduodenal hastaliklar ve etyolojisine tibbin ilgisi yazili tibbin ilk gilinlerine
kadar uzanmaktadir. Hipokrat’in “epigastrik yanma ve sislik” olarak tanimladigi
gastroduodenal hastaliklarm etyolojisini, Ibni Sina (980-1037) “yemek ile gastrik agr1”
arasindaki iliskide aramis, Donati M. (1586) iilserli hastalarda mide asidine dikkat
cekmistir. Bir bakteri ile gastrik yakinmalarin muhtemel iligkisi ilk defa Alman
bakteriyolog Bottcher G. ve arkadasi Fransiz Letulla M. (1875) tarafindan ileri
stirilmiistiir. Bu arastirmacilar {ilser tabaninda ve kenarinda bakteri kolonilerini
gostererek, kiiltlir ortaminda tiretemedikleri bu bakterilerin iilsere neden oldugunu ileri
siirmiislerdir™'’. Patolog Klebs C. 1881°de basil benzeri organizmalarm midede
varligmi bildirmesine ragmen, o donemde konu fazla ilgi ¢cekmemistir. Bottcher
hayvanlarin gastrointestinal sisteminde spiral bakterinin varligmmi bilimsel olarak
bildirmistir'®. Dr Jarowski W. (1889) insandan aldig1 mide yikama suyu sedimentlerini
incelemis, s1vi igerisinde comak seklindeki bakterilerin yani sira, spiral sekilli basillerin
varhigim gostererek, bunlara “Vibrio regula” adin1 vermistir. Bu arastirici tarihe “spiral
bakteriler gastrit etkenidir” iddiasini ilk ileri siiren arastirmaci olarak gegmistir. italyan
arastirict  Bizzozero G. (1892) kopeklerin iilseratif lezyonlu mide biyopsi
orneklerindeki, muhtemelen bu giin H.heilmannii veya Gastrospirillum hominis olarak
tanimladigimiz spiral seklindeki bakterileri ve artmis {ireaz aktivitesini gostererek,
gastrit ve llserin hem etyolojisi, hem de patofizyolojisi hakkinda son derece faydali
bilgiler sunmustur”'’. Krienitz (1906) mide kanserinde benzer mikroorganizmalarin
varligin1 gosterdikten sonra, Muhlens, Luger, Neuberger de iilseratif 6zellikteki mide
kanserlerinde bu yapilar1 gostermislerdir. Neuberger ayni zamanda saglikli kisilerin
mide suyu ve mide mukozasinda da spiral bakterinin varligini gostermistir’.

Sir Berkeley Moynihan, asir1t mide asidinin duodenum mukozasint dijesyona

ugratarak ilser olusturdugunu ileri siirmiistiir. Schwartz K. (1910) “Asit yoksa, iilser



yok” aforizmasini ortaya atmis, gastroduodenal hastaliklarin patofizyolojisinde, tedavi
protokollerini de uzun yillar etkileyecek olan yeni bir tartismayi1 baslatmistir. Bu
hipoteze bagli olarak gastrit tedavisinde 1915 yilindan itibaren anti-asitler kullanilmaya
baslanmigtir. Penisilinin kesfi ile gastroduodenal patolojide mikroorganizmalarin
muhtemel rolii varsayimindan hareketle Lieber C. ve Lefevre A. (1957) antibiyotiklerin
gastrik lirenin amonyaga doniisiimiinii engelledigini ve bu sebeple tedavide
kullanilabileceklerini gostermislerdir. Bu bildiriden kisa bir siire sonra Yunanh
gastroenterolog Lykoudis J. (1957) once kendisindeki peptik {ilseri tedavi igin
antibiyotik kullanmis, hastaligim1 tedavi edince 22.453 peptik {lserli hastanin
tedavisinde antibiyotik kullanarak basarili oldugunu bildirmistir. Steer H.-W. ve Colin
Jones 1975 yilinda gastrik biyopsi Orneklerinde epitele yakin konumda bakterilerin
varligini gosterirken, Rollasan ve arkadaslar1 da 1981 yilinda gastrik spiral bakteriyi
gostermisler, ancak midenin yiiksek asiditesi nedeniyle burada bir mikroorganizmanin
yasayabilmesine ve hastalik yapabilmesine ihtimal vermemislerdir. Yapilan
arastirmalarin ¢ogunlukla postmortem caligsmalar olmasi, hastalik etkeni olabilecegi
bildirilen mikroorganizmalarin genellikle bulas kaynakli olabilecegi siiphesine yol
a(;mlsur]’”'w.

Nihayet, patolog Robin Warren (1979) H.pylori ile gastroduodenal hastaliklar
arasindaki iliskiyi kesfetmis ve Barry J. Marshall (1982) mikroorganizmay: kiiltiir
ortaminda {iretebilmistir. iki arastirmaci yaklasik 4 yil siiren ¢alismalarin1 1983 yilinda
Lancet dergisinde yayinlanan makaleleri ile Tip Diinyasina duyurmuslardir. Patolog
Warren R.yillardir gastritli olgularda gozlemledigi bakteriyel yapilar1 gastroenteroloji
asistan1 Marshall B.J. ile birlikte degerlendirmeye baglayarak “gastrit-bakteri iliskisi”
konusundaki ¢aligmalarin ilk adimin1 atmiglardir. H.pylori’nin virulans ¢aligmalarinda
hayvan modeli basarili olmadigindan Koch postulatlarint gerceklestirmek igin
Dr.Marshall bu bakteri ile goniillii olarak kendisini infekte etmis ve bir siire sonra
kendisinde gastrit tablosunun gelistigini gormiistiir. Bu goézlemlere dayanan
Dr.Marshall, bu bakterinin sadece mideyi infekte etmekle kalmayip, mide dokusunda
inflamasyonu arttirdigin1 da deneysel olarak ispatlamistir. Buna gore, bu bakterinin
ozellikle antral gastrit ve iilser ile etyolojik iliskisi oldugu kesinlik kazanmustir®' .
Bakteri, yapisal olarak kampilobakterlere benzemesi nedeni ile &nce

“Campylobacter-like microorganism (CLO)” olarak adlandirilmigtir. Fakat yapilan



caligmalar sonucunda 16S rRNA (Ribozomal RNA) yapisi, DNA zincir yapisi, yag
asitleri kompozisyonu ve enzimlerinde bir¢ok farkliliklar oldugu anlasilmis ve 1989°da
Goodwin, bu bakterilerin benzer fenotipik 6zelliklere sahip Campylobacter, Flexispira
ve Wolinella cinslerine ait olmadigin bildirmistir. In-vivo sartlardaki helikal goriintiisii
ve siklikla midenin pilor bdlgesinden izole edilmesinden dolayr bu bakteriye
“Helicobacter” olarak tanimlanan yeni bir cins icerisinde yer verilmis ve “Helicobacter
pylori” olarak isimlendirilmistir' ',

H.pylori infeksiyonlarinin 6neminin anlagilmas: iizerine, ilk olarak “Avrupa
Helicobacter pylori Calisma Grubu” olusturulmustur (1987). Bakterinin gastrik kanser
ile iligkisinin dort calisma ile ispatlanmasindan (1991) sonra da, Diinya Saghk
Orgiitii’niin (WHO - World Health Organisation) bir kolu olan Uluslararasi Kanser
Arastirma Ajanst (IARC - International Agency for Research on Cancer Working
Group) mevcut verileri yeniden goézden gegirerek H.pylori’yi insanlarda birinci sinif
karsinojen olarak ilan etmistir (1994). Yine aymi yilda NIH (National Institute of
Health) konsensusunda H.pylori’nin peptik iilser hastaliginin en énemli nedeni oldugu
ve llserli hastalarin bu mikroorganizmanin eradikasyonu i¢in tedavi olmalar1 gerektigi
kabul edilmistir. H.pylori infeksiyonunun gastrik Non-Hodgkin Lenfoma (NHL), diger

lenfoproliferatif hastaliklar ve MALT lenfoma gelismesiyle de iliskisi bulunmustur'*"
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Virulansin tespitine yonelik ¢aligmalarla Vac4 ve cagd toksinlerinin
kesfedilmesi, tiirler arasinda virulans farkliliklarinin anlasilmasim saglamistir®®,
Marshall B.J. ve Warren R.’ye H.pylori ile ilgili ¢alismalar1 sebebi ile 2005

yilinda “Fizyoloji ve Tip bilimleri” alaninda Nobel 6diilii verilmistir®-".

2.2. Epidemiyoloji

Hpylori ve diger gastrointestinal ve enterohepatik helikobakterlerin ilk
mikroorganizmalar kadar eski ve insanoglunun evrimsel olarak ayrima ugradigi
yillardan ¢ok daha once (yaklasik 100 Milyon yil) ilk primatlarda ve biiyiik memelilerde
mide mukozasinda yerlesen ve florayr olusturan temel bakterilerden oldugu tahmin

edilmektedir. Modern diinya ile temaslar1 olmayan Giliney Amerika yerlilerinde yapilan



mide biyopsi calismalarinda, Asya kokenli genotipe uygun H.pylori suslarinin
gosterilmesi, bu bakterinin mide mukozasindaki kolonizasyonunun, Bering bogazindan
ilk goéclerin tahmini ge¢misi ile iliskili olmak {izere, bilimsel anlamda, en azindan 11—
13.000 yillik bir ge¢mise dayandigini goéstermistir. H.pylori, muhtemelen insanlarin
Afrika boynuzundan Asya’ya oradan da diinyaya dagildigi ilk gocten beri, mide

mukozasinda yerlesik olarak bulundugu diisiiniilmektedir®".

2.2.1. Prevalans

Midenin asit sekresyonuna ve diger sindirimle ilgili yapisal ve fizyolojik
ozelliklerine uyum saglamak {izere, farkli cografi bolgelerde genetik yapisinda
degisimler gosteren H.pylori halen tim diinyada, insanlarin ortalama %350 sinin
midesinde kolonizasyon gostermektedir. H.pylori’nin mide mukozasindaki prevalansi
ve insidanst gelismislik oranlarina ve yasa gore iilkeler arasinda farkliliklar
gostermektedir. Gelismekte olan ve az gelismis iilkelerde % 60-85 arasinda degisen
prevalans, gelismis Tllkelerde kisisel hijyene verilen Onem ve yapilan basaril
eradikasyon c¢alismalari ile % 10-30’lara kadar geriletilmistir. Bu oran; Asya’da % 70-
80, Afrika’da % 70-90, Kuzey Amerika’da % 30-40, Giliney Amerika’da % 80-90, Bati
Avrupa’da % 30-50 ve Dogu Avrupa’da % 70 olarak bildirilmistir’>>*,

Ulkemizde asemptomatik ve semptomatik gruplardaki H.pylori prevalansinin %
45 ile % 100 arasinda degistigi, ortalama olarak da yaklasitk % 85 oldugu
bilinmektedir’*’.

H.pylorinin yas gruplaria gore dagilimi da gelismekte olan iilkeler ile gelismis
bat1 iilkeleri arasinda farkliliklar gostermektedir. Gelismekte olan iilkelerde infeksiyon
cocukluk caginda hizla kazanilmakta ve addlesan ¢aga gelmeden toplumun biiylik bir
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kismi infekte olmaktadir™"'. Bati iilkelerinde ise erigkinlerin % 80-90’1 infekte

durumdayken, ¢ocuklarda bu oran % 5-10 civarindadir®*'.

H.pylori, konagin immun cevabi tarafindan eradike edilemedigi i¢in yasam boyu
devam eden kronik kolonizasyon sekillenmektedir. Ancak, uygun antibiyotik
kombinasyonlar ile eradikasyon saglanabilmektedir. Her ne kadar 1990’11 yillarda tani

almig hastalarda birinci se¢enek antibiyotiklerin yer aldig1 kombine tedavilerle yiiksek



eradikasyon saglanabilmisse de, 2000°’1i yillarin basindan itibaren 6zellikle endemik
iilkelerde bu antibiyotiklere karsi diren¢ gelismis ve tedavide basarisizlik oranlari
artmistir. Gelismis lilkelerde eradikasyon sonrasi tekrar infeksiyon gelisimi orani yillik
% 1'den daha az olmasina ragmen gelismekte olan tilkelerde bu oran % 15-40’a kadar
ctkmaktadir. Ilk secenek tedavi protokolleri ile basarisizlik halinde ikinci secenek,
ikinci secenekle basarisizlik halinde ise iigiincii segcenek ilaglarla basar1 sanst % 30’u
gecmemektedir. Bu veriler H.pylori infeksiyonlari ve komplikasyonlarinin, gelismis
iilkelerden c¢ok, hastaligin epidemiler seklinde seyrettigi gelismekte olan iilkelerin

problemi oldugu gergegini ortaya koymaktadir***.

2.2.2. infeksiyonun Bulasmasi:

H.pylori infeksiyonlarinda, diisiik sosyo-ekonomik sartlar, kalabalik aile ortamu,
sanitasyon yetersizligi, anne-babanin bu bakteri ile infekte olmasi gibi ailesel faktorlerin
etkili oldugu gosterilmistir. H.pylori’nin insan disinda dogal kaynagi veya tasiyicisi

bulunmamaktadir®**

. Buna karsilik, Dore ve arkadaslarn® yaptiklar1 bir calismada;
coban kopekleri ve koyunlarla direkt temas eden ¢obanlarda H.pylori pozitifligini % 98
oraninda bulmuslar, ayn1 bolgede yasayan, fakat direkt hayvan temasi olmayan kontrol
grubunda ise bu oran1 % 43 olarak saptamslardir. Insanlar arasinda bulasimda fekal-
oral ve oral-oral yol ile kontamine endoskoplarin kullanimi1 &nemlidir. H.pylori nin
cinsel yolla gectigini gosteren hicbir epidemiyolojik veri yoktur’>**.

H.pylori infeksiyonu siklikla cocukluk doneminde kazanilir ve c¢ocuklar
yetigkinler arasinda infeksiyon i¢in bir vektdr olarak da rol oynarlar. Cocuklar
arasindaki infeksiyon sikligi, 6zellikle diger aile bireyleri infekteyse, daha yiiksektir.
H.pylori infeksiyonu infekte annelerin ¢ocuklarinda, infekte olmayanlara gore bes kat

daha fazla goriilmiistiir*®*’

. Cocukluk doneminde birden fazla sus midede kolonize
olabilir, ancak suslarin ¢ogu spontan olarak eradike olurken, mide mukozasina ve
konagin immiin sistemine direng gosterebilen genotip konakta kalici kolonizasyon
olusturabilir*®. Baskin genotip aileseldir ve bu baskin yerlesim diger suslarla bir yaris
sonu kazanilan bir kalicilik olmayip, ailenin sartlarina uyum saglamis mide

kolonizasyonuna adaptasyonun sonucudur. Rhesus maymunlarinda 7 farkli susun



birlikte verildigi deneysel infeksiyonlarda da uzun siireli kalic1 kolonizasyonu sadece
bir susun basardig1 gosterilmistir. Kisi ve ¢evre hijyeni bozuk toplumlarda hayatin her
déneminde yeniden infeksiyon riski miks infeksiyon ihtimalini artirmaktadir®*. Ancak
miks kolonizasyonun gercekten bir miks infeksiyona mi, bir kontaminasyona mi, yoksa
midenin antrum ve korpusuna adapte olmaya calisan bir susun farkli genotipik
mutantlarina m1 bagh oldugu kesin agiklanamamistir. H.pylori’nin insanlar arasinda
oral-oral yolla gegebildigi, Opiismenin bir bulas yolu olabilecegi gibi oral kavitede
kolonize olan suglarla mideye bakteri gegisinin siirekli olabilecegi de ileri
siirtilmiistiir’ **. Dis etlerinde ve dis plaklarinda kolonize olan H.pylori nin, 6zefagus ve
iist gastrointestinal sistem kanserleri ile iliskisi epidemiyolojik arastirmalarla
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gosterilmistir . Mide kanserleri, yilda 700 bin 6liim ile diinyada kansere baglh

Sliimler arasinda iigiincii sirada yer almaktadir®"*>!,

H.pylori ile infekte hastalarda kullanilan ve yeterli dezenfeksiyon islemi
uygulanmamis endoskoplarin kullanilmasi ile goriilen bulagsda oral-oral gecise 6rnek
olarak gosterilmektedir. Fare modelli calismalarda diskida goriilen H.pylori suslarinin
spiral ve dormant formlart ile fekal-oral bulagin miimkiin oldugunun gdsterilmesi,
ozellikle gelismekte olan {lkelerde insanlarda da fekal-oral bulasmanin Snemli
olabilecegini diisiindiirmektedir***’. Bu sekilde bulasda diski ile kontamine sularin,

9.44,52
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kontamine sebze ve meyvelerin rol oynayabilecegi ileri siiriilmiistiir
yapilan bir ¢alismada evin disindan tasinan igme suyunu i¢en ¢ocuklarda, ev i¢i su
kaynagin1 kullanan cocuklara gore ili¢ kat daha fazla H.pylori infeksiyonu riski

gorillmiistiir ",

2.3. Siiflandirma

H.pylori 1989 yilinda Campylobacter cinsinden ¢ikartilarak, Helicobacterceae
ailesi Helicobacter cinsi igerisinde bir tir olarak yeniden siniflandirilmigtir.
H.pylori’nin gastroduodenal hastaliklar ile iligkilendirilmesinden sonra insan, kedi,
kopek, domuz ve kemiricilerde gastrointestinal sistemdeki benzer mikroorganizmalarin

gosterilmesine yonelik calismalar hiz kazanmistir. Bu caligsmalarin sonunda, 24’den



fazla tiir isimlendirilerek Helicobacter cinsi igerisinde simiflandirilmistir. Bu tiirler
diginda en az 35 tiiriin de isimlendirilme ¢caligmalari devam etmektedir™.

Insanlarda gastroduodenal hastliklarla iligkili en énemli tiir H.pylori olup, bu tiir
disinda baska helikobakter tiirleri de gastrointestinal sistemde kolonize olabilmektedir.
Bunlarin insanlardaki kolonizasyon oranlari % 0.01 (italya’da)® ile % 6.2
(Tayland’da)’’ arasinda degismektedir. Bu tiirler arasinda en sik gériilen H.heilmannii
tip-1 (Gastrospirillum hominis)’dir (% 78.5) ve insan midesinde % 0.2-4 oraninda

kolonize olabilmektedir’>>.

Bu susun MALT lenfoma ile iliskili olabilecegi,
eradikasyon tedavisinden sonra hastalardaki klinik cevaba dayanarak iddia edilmistir®.
H felis’in de insan mide mukozasinda kolonize olabildigine dair tartigmali yayinlar
bulunmaktadir. Bunun disinda ishalli, inflamatuvar bagirsak hastaligi olanlar ve
bakteriyemik hastalarda ¢ok diisiik oranlarda bile olsa (% 0.001-6) H.canis, H.pullorum,
H.cinaedi, H fennelliae, H.canadensis, H-winghamensis, H.westmeadi ve H.rappini gibi
enterohepatik helicobacter tiirleri izole edilmistir'™'. Yine, primer olarak kopeklerin

mide mukozasinda kolonize olan H.salomonis’in, evinde kopek besleyen kisilerin

bagirsaklarinda kolonize olabildigi bilinmektedir®.

2.4. Morfolojik ve Fizyolojik Ozellikleri

H.pylori; virgil, marti, “S” veya spiral seklinde goriilebilen, 2.5-5.0 um
uzunlugunda, 0.5-1.0 um genisliginde, bir ugta bulunan 1-6 adet arasinda degisen
sayidaki kilifli flagellalari ile son derece hareketli, sporsuz ve kapsiilsiiz, mikroaerofilik,
gram negatif comaktir. H.pylori genomu, 1.67 Mb uzunlugunda ve sirkiiler yapida olup,
E.coli genomunun 1/3’i kadardir. Genomda insersiyon fragmentleri hari¢ G+C orani
ortalama olarak % 39”dur"**%*,

Helikobakterleri kampilobakterlerden ayiran en onemli morfolojik 6zellikleri;
kilifli polar demetler halindeki sayisi 1-6 arasinda olan flagellar yapisi, aksiyal
flamaninin olmamasi, viskdz bir ortamdaki optimal hareket yetenegi ve diizgilin hiicre
duvandir. Ayrica, H.pylori sahip oldugu giiclii iireaz ve katalaz enzimleri ile de

Campylobacter ailesinden ayrilmaktadir®®.



2.4.1. Goriiniim ve Boyanma

H.pylori dokuda oksintik kanallarin igerisinde, epitel hiicre yiizeyinde ve
limende goriliirler. Gerek dokudan hazirlanmis kesit veya yaymalar, gerekse
besiyerindeki kolonilerden hazirlanan preparatlar, Gram boyasi ile boyanabilecekleri
gibi, karsit boya olarak karbol fuksinin kullanildigi Gram boyasi, giemza, sadece sulu
fuksin veya iyi sliziilmiis karbol fuksinle 1-2 dakika muamele edilerek boyanabilir.
Histopatolojik incelemeler i¢in biyopsi kesitleri Warthin-Stary giimiigleme yontemi ile
boyanabilir®.,

H.pylori’nin  karakteristik morfolojik  6zellikleri dokudan hazirlanmig
preparatlarda daha acik gozlenirken, besiyerinden hazirlanmis yayma preparatlarda,
kivrimlari nispeten kaybolmus, ince ¢omaklar seklindeki goriiniim dominanttir. Ayrica,
mikroorganizmanin antibiyotikler veya dezenfektanlar gibi kimyasal, oksijen veya 1s1
farki gibi fiziksel olumsuzluklarla karsilasmasi halinde, tedavi basarisizliklarindan
sonraki reaktivasyonlardan sorumlu olan, canli ve metabolik yonden aktif olduklar
halde kiiltiir ortamlarinda iiretilemeyen, hiicre duvarlart defektli “dormant form™ olarak
adlandirilan kokoid formda da gorilebilirler. Elektron mikroskobu ile yapilan
ultrastriiktiirel caligmalarda kokoid formlarda U seklinde kivrilmis basilin ug
kisimlarinin membrana ait bir uzant1 ile baglanmig oldugu gosterilmistir. Bu formlarin
boyali preparatlarda goriilmesi H.pylori igin prediktif bir bulgu olarak algilanmali ve
histolojik veya histopatolojik bir yontemle tan1 konuyorsa, negatif sonu¢ verilmeden

nce preparatlar daha dikkatli incelenmelidir”.

2.4.2. Hiicre Duvar1 Yapisi ve Antijenik Ozellikleri

H.pylori hiicre duvart gram negatif bakteri hiicre duvar1 6zelliklerine sahiptir.
Yap1 en dista lipopolisakkaridden (LPS) zengin, biiyiikliglii 31-80 kDa (kilodalton)
arasinda degisen dis membran, periplazmik alan ve 3 katmanli i¢ membrandan olusur.
H.pylori suslarindaki LPS, 6zellikle 3-hidroksi yag asitlerinin yapisi ile diger enterik
bakterilerin LPS’lerinden yapisal ve antijenik olarak farklhiliklar gosterir. H.pylori
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LPS’inde O-spesifik karbon zincirlerinde dal sayis1 6’dan 5’e diismiis, buna karsilik,
zincirlerdeki karbon sayisi artmistir. Bu yapisal degisim LPS’nin biyolojik aktivite ve
antijenik Ozelligini E.coli ve Salmonella’larin LPS’sinden 1000 kat daha diisiirerek
bakterinin immun sistemden kagisini saglamistir. Ayrica, bu yiizey glikolipidlerinin
cogu kismen fukozillenmis, glikozillenmis veya galaktozillenmis N-acetyllactosamine
(LacNAc) O-polisakkarid yan zincirler halindedir ve insanlardaki normal hiicre yiizey
glikolipidler/konjugatlar1 olan Lewis®, Lewis’ ve kan grubu antijenleri ile homoloji
gosteren Lewis™ (Le™), Lewis’ (Le”) ve Bab antijenlerini olustururlar. Bu benzerlik de
bakteriyi konagin immun cevabina kars1 korumakta veya otoimmun cevaba yol acarak
patolojik olaylar baslatmaktadir®*®*".

H.pylori ylizeyinde eksprese edilen GroEl ve DNAK ailesine mensup stres cevap
proteinleri veya Is1 sok proteinleri (Hsp - Heat Shock Proteins) biiylik molekiiler
agirliga sahip separon proteinlerdir. Bu proteinler insanlardaki bir¢ok hiicre Hsp’leri ile
homolog olmalar1 nedeni ile konak immdiin sistemi tarafindan algilanmazlar (Tablo 2.1).
Ancak, kronik infeksiyonlarda konak immiin sistemi tarafindan algilanirlar ve bdylece
patolojik otoimmun cevap ortaya ¢ikar. Sonug olarak, gastrik karsinomalara kadar giden

irreversibl doku hasari tetiklenir®®®.

Tablo 2.1. H.pylori Hsp ile insan hiicre Hsp benzerligi.

H.pylori Konak

HpCopA ve HpCopB H'K" ATPaz

686 Aminoasit P-tipi ATPaz H'K" ATPaz
VacA H'K" ATPaz
Ureaz B zinciri H'K" ATPaz
HspB, Hsp 60 Hsp 60
Hemagliitinin proteazlar Karbonik anhidraz

2.4.3. Hareket

Spiral sekil, son derece diizgiin hiicre yiizeyi ve sayilart 1-6 arasinda degisen
polar flagellalari, mikroorganizmanin mide igerisinde yasamast ve hastalik
olusturmasin1 saglamak {izere mukus icgerisinde hizli harekete uygun sekilde
diizenlenmistir. Birgok flagellali bakteride hiz, ortamin vizikozitesi su vizikozitesine

esit iken, en yiiksek diizeyde devam eder. Viskozitenin 2—3 centipois’e artmasi halinde
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hiz stiratle diismektedir. E.coli gibi peritrig flagellali ve hizli hareket eden bakteriler 20
centripois’e kadar hareketlerini siirdiirebilirken, H.pylori 200 centripois de
hareketliligini korumakta, bu yogunlukta pH>4 iken 60-70 pm/saniye hiz
yapabilmektedir. H.pylori flagellasi, Salmonella ve E.coli’de oldugu gibi, sitoplazmik
membrandaki FliF, FIliM ve FIiS protein polimerlerinden olusan bazal cisimcikten ¢ikar,
dis membrana gomiilii olan diski gectikten sonra FlaE protein polimerinden olusan,
hiicre duvarina bagli dirsekten gegerek hiicre disina salimir. Flagella; 56 kDa
biiytikliigiinde bir major flagellin, FlaA ve 57 kDa biiyiikliigiindeki bir minor flagellin,
FlaB, protein iplik¢iklerinden olusan, uglar1 topa¢ goriiniimlii sarmal yapida kamgidir.

Kamginin uzunlugu yaklasik olarak 30pum, kalinligr ise 2.5 nm kadardir’*"2.

2.4.4. Genomik Ozellikler

H.pylori 26695 ve J99 suslarinin tam genom dizi analizi yapilmistir. Bu suslarin
gen biiyiikliikleri sirasi ile 1.667.867 ve 1.643.831 bp olarak tespit edilmistir. H.pylori
26695 genomunda, genomun % 91’°ini olusturan 1590 a¢ik okuma bdlgesi, H.pylori 199
genomunda ise genomun % 90.8’ini olugturan 1495 agik okuma bolgesi bulunmaktadir.
Genlerin 300 den fazlast membran yapist ile iligkilidir. Ayrica beta-galaktosidaz haric,
glukoz metabolizmasi ile iligkili genler, enerji sentezinde rol alan oksidaz, sitokrom
oksidaz ve katalaz gibi oksidasyon rediiksiyon genleri, ¢cok sayida tasiyici sistem, iki
bilesenli regiilatdr sistem ve ured, ureB, ureE, ureF, ureG, ureH ve urel gibi lireaz
genleri gibi fonksiyonel gen bolgeleri tanimlanmistir. Midenin asidik ortamina karsi
direncinde ve patogenezde Onemli rol oynayan iireaz enzimi ile iligkili proteinler,
bakterinin biitiin proteinlerinin % 2-15’ini olusturur’.

Genomda ortalama % 39 olan G+C orani, bakterideki genetik esnekligi, yani
cevre sartlarina uyum igin gerekli mutasyon ve rekombinasyon yapabilme yetenegini
artirmaktadir. Ayrica, % 2-8 oraninda goriilen sinonim ve non-sinonim mutasyonlar da
mikroorganizmanin mide sartlarina uyumunu kolaylastirir. Buna karsilik, bakterinin
mide disindaki cevre sartlarina kars1 duyarliligt E.coli genomundakinden 10 kat daha
diisiik sayidaki regiilatér bolgelerle izah edilmektedir. H.pylori 26695 susunda 5
bolgede, H.pylori J99 susunda ise 9 bolgede “Patojenite adalari”n1 (PAI — Pathogenicity
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Islands) ima eden, diisiik G+C oranmna (% 33-35) sahip yabanct gen dizileri
gosterilmistir. H.pylori 26695 susundaki 40 kb uzunlugundaki R2 bolgesi cagPAI (cag
Patojenite Adasi) bolgesi olup, H.pylori virulanst ile direkt iligkili Tip-IV sekresyon
sistemi ve effektor protein CagA dahil 27 proteini kodlamaktadir. Diger 4 bolge
muhtemelen, RNA polimerazin § ve B' subunitlerini, “translation elongation factor
EFG” yi kodlayan fusA4 genini ve restriksiyon modifikasyon sistemleri ile iligkili genleri
icermektedir. Genomda en az iki kopya halinde 16S ve 23S rRNA genleri bulunur. Cok
sayida genin farkli yer ve sayida tekrarladigir goriiliir. Bu, H.pylori geninde yeniden
diizenlenme (rearrangement) olaylarinin ve hatali eslesmelerin sikligini gdsterir.
H.pylori suslarinin en az % 40’inda biiyiikliikleri 1.5 kb ile 23.3 kb arasinda degisen

plazmidler bulunur. Ancak bunlar virulansla iliskili herhangi bir gen igermezler”.

2.5. Ureme ve Kiiltiir Ozellikleri

2.5.1. Ureme Ozellikleri

H.pylori kapnofilik bir mikroorganizma olup mikroaerofilik ve aerobik sartlarda
tireyebilecek superoksit dismutaz, peroksidaz, sitokrom oksidaz ve giiclii katalaz
aktivitesine sahiptir. Bu sebeple, % 5-10 CO, (karbondioksit) varliginda % 5-20 O,
(oksijen) iceren atmosferde iireyebilirler. Diger taraftan, fumarat rediiktaz,
menaquinonlar ve oksijene toleransi diigiiren, buna karsilik, krebs siklusunda, anaerobik
fermentasyonda piriivatin asetil koenzim-A (Acetyl-CoA) ve suksinil koenzim-A’ya
(succinyl-CoA) doniistiiriilmesinde gerekli olan piruvate flavidoxine oxidoreductase
(POR) ve oxogluterate: acceptor oxidoreductase (OOR) enzimleri bulundurmalar1 bu
bakterilerin oksijen tolaranslarini azaltmakta, C0O, kullanim yetenegini ise artirmaktadir.
Oksijene duyarli olmalarina ve oksijen varliginda olusan reaktif oksijen radikallerine
ragmen, diisiik diizeyde de olsa, fonksiyonlarmi devam ettirebilmektedir. H.pylori
anaeroblara karsi etkili bir antibiyotik olan metranidazol’e duyarli olusu anaerobik
fermentasyona bagli enerji bagimliligini diisiindiirmekte ise de, metranidazoliin etki
mekanizmas1 klasik anaeroblara olan etki mekanizmasindan farklidir ve NADPH

nitroreductase (rdxA) ve NAD(P)H:flavin oxidoreductase (rfxA4) ile iliskilidir. Genel
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olarak, mikroaerofilik bakterilerin yukarida bahsedilen redoks potansiyeli ile iliskili,
hiicre enerji metabolizmasi ve yasami i¢in gerekli olan enzimleri, %10 un lizerinde pO;
konsantrasyonuna sahip atmosferde, ortaya ¢ikan reaktif oksijen radikalleri sebebi ile
bozulur. Fakat H.pylori, iiredigi ortamdaki metabolitlere, tercih edilen metabolik yola
ve ortamdaki bakteri yogunluguna bagli olarak mikroaerofilik sartlarda iireyebilirler’ .
H.pylori suslar1 her ne kadar in vitro sartlarda major karbonhidratlar1 katabolize
edemeseler de niikleer manyetik rezonans spektroskopisi ile bu bakterilerde
monosakkarit (glukoz) kinaz aktivitesinin oldugu gosterilmistir. Bakteri D-glukoz
transporterlara sahiptir. H.pylori in-vivo sartlarda viicutta bol miktarda bulunan D-
glukozu fermente etmekten ¢ok, sahip oldugu pentoz-fosfat enzimleri yardima ile, enerji
dontisiimiinde fosfat alicist (substrat) olarak kullanmaktadir. Ayrica, H.pylori suslari
kampilobakterlerden farkli olarak elektron transport sistemlerinde proton tastyicisi
olarak gorev yapan, protein yapida olmayan metillenmemis MK—6 kinonlara sahiptir.
H.pylori midenin asidik ortaminda {ireyebilmesine ragmen notrofilik bir bakteridir. Bu
sebeple in-vivo ve in-vitro sartlarda lireme iizerine pH’in etkisi biiyiiktiir. H.pylori
suslart optimal lireme pH’lar1 6.8-7.6 arasinda olmasina karsin, pH 5-8 araliginda
tiremeye devam ederler. Ancak bakteri, ¢evre sartlart ve ortamdaki metabolitlere bagl
olmak tizere pH 2.5-9 araliginda canliligini korumaktadir. Cevrenin pH’1 7.0 iken
bakteri sitoplazmasinin pH’1 8.4 olarak belirlenmistir. Ayn1 pH degerinde E.coli
sitoplazma pH’1 7.8 olarak bulunmustur. Bu sonug, H.pylori nin asit pH’a diger enterik
bakterilerden daha duyarli oldugunu gostermektedir. Mide’nin diisiik pH’1inda 6zellikle
asit sekrete eden parietal hiicrelerin yer aldigi oksintik kanallarin igerisinde
tireyebilmesi giiclii iireaz aktivitesi ve hiicre membraninda kisa siirede adaptif

degisiklikler yapabilmesine baghdir'>22.

2.5.1.1. Ureaz Aktivitesi

Ureaz aktivitesi, H.pylori suslarmin mide asidine ragmen hayatta kalma ve
iireyebilmeleri i¢in gerekli olan en &nemli 6zellikleridir. Ureaz, ya nitrojen
metabolizmasinda kullandig1 yaklasik 37.5 kDa’luk argininaz enzimi yardimi ile L-

arginine’i, L-ornithine ve ilireye ¢evirmek sureti ile metabolik olarak proteinlerden
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iretilen lireyi veya doku araliklarindan sizan ve mide sivisindaki konsantrasyonu kan
diizeyinde, yani 1-3 mM olan, lire ve bikarbonati, amonyak ve karbamat (carbamic
asit)’a hidrolize ederek, ortami giiclii olarak alkalize eder (Sekil 2.1). lyi
tamponlanmamis ortamda iireaz aktivitesine bagli olarak ortamin pH’1 9,5’e kadar

cikabilir'.

CO(NH;); + H,O —— NH;+ HCO,NH, —» NH;+C0,

Sekil 2.1. H.pylori iireaz aktivitesi.

Ureaz enzimi; aktivite i¢in, esansiyel iyon olarak Ni'*’e ihtiya¢ duyan, 564 kDa
(510-600) agirliginda, suda ¢oziinlir bir metalloproteazdir. Bakteri genomunda ureA,
ureB, urel, ureE, ureF, ureG ve ureH olarak tanimlanan 7 genden olusan gen toplulugu
tarafindan kodlanan iireaz enzimi, 66 kDa ve 29.5 kDa agirliginda UreA ve UreB olarak
tanimlanan iki fonksiyonel alt iiniteden olusur. Ureaz enziminin kiigiik parcasi
intrasitoplazmik lokalizasyon gosterirken, biiylik parcasi hiicre duvarmin en dis
katmaninda, lipopolisakkarid’e bagli olarak yerlesir. Yiizeydeki iireaz veya serbest
tireaz pH 7-8 araliginda optimum seviyede iiretilirken, pH<4 oldugunda {iiretimi ve
aktivitesi tamamen durur. Buna karsilik, pH 6.5 iken eser miktarda dlgiilen internal veya
sitoplazmik iireaz aktivitesi, pH<2.5 iken 15 kat artmaktadir. Bu bulgular H.pylori
suglarinin midenin asit ortamina adaptasyonunda hiicre dis1 lireazdan c¢ok, asidik
ortamda aktive olan sitoplazmik iireazin etkili oldugunu gostermektedir. Ureaz ile
iligkili gen kiimesindeki genler tarafindan eksprese edilen diger proteinler (UreE, UreF,
UreG ve UreH) yapisal genlerin biyosentezi, apoenzim olan UreA ve UreB’ye aktivite
icin Ni™’in baglanmasi ve enzim sentezinin diizenlenmesinde rol alirlar. H.pylori i¢in
spesifik olan Urel ise ortamin pH’ina bagli olarak dis membrana iireaz enziminin
transportunu diizenler'”.

H.pylori suslarinda {ireaz aktivitesi sadece midede kolonizasyon ve ¢ogalma igin
degil, ayn1 zamanda patogenez i¢in de son derece 6nemli bir virulans faktoriidiir. Ureaz,
sekretuvar Ig’leri (immunoglobulin) siilfidril baglardan kopararak, antikorlarin
opsonizan aktivitesine karsi bakteriyi korur. Diger taraftan mide mukozasi yilizeyinde

yarattign pH degisikligine bagl olarak mide bezlerinden sekrete edilen H' iyonlarinin
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mide liimenine gecisini engelleyerek diffiizyon yolu ile mukozaya geri alinnmina yol
acar. Ureaz aktivitesi sonucu aciga ¢ikan NH3; mide mukoza hiicreleri arasindaki siki

baglar ve bag kompleksini kopararak mukoza biitiinliigiiniin bozulmasia sebep olur*.

2.5.1.2. Adaptif Degisimler

H.pylori suslarinda aside toleransta, lireaz enzimi disinda hiicre duvart protein
profilindeki adaptif degisimler de énemli rol oynar. Ureaz geni delesyona ugratilmis
mutant suslarda, asit ile temasa bagl olarak, toleransi saglamak iizere hiicre duvar ile
iligkili en az 11 gende ekspresyonel degisimler oldugu gézlenmistir. Ortamin pH’inin
7’den 5’e diisiirilmesi halinde, bakteride VacA, CagA ve bir serin proteaz olan HtrA’y1
kodlayan genlerin ekspresyonunda azalma, buna karsilik, DnaK-Hsp70, HP1052,
HPO0871, HP1459, HP0919, HP1549, HP0681 ve SecF genlerinin ekspresyonunda artma

oldugu, bu artisa bagli olarak da hiicre duvari yapisinin degistigi gosterilmistir™.

2.5.2. in-vitro Sartlarda Ureme

H.pylori genomik ve fizyolojik 6zellikleri sebebi ile mide mukozasina iyi uyum
saglamistir. Ancak, kiiciik olan genomu ve regiilator genlerin azlig1 sebebi ile invitro
sartlarda iiretilmesi son derece zordur. Optimize edilmis besiyerlerinde bile son derece
yavas trer. H.pylori % 7-10 oraninda eskitilmis at kani, % 1 izovitaleks, % 0.25 maya
ekstrakt: igeren Brusella agar, Beyin Kalp Infiizyon agar ve Kolombiya agar gibi kati
besiyerlerinde % 5 O,, % 75 Ny (nitrojen), % 10 H, (hidrojen) ve % 5-10 CO; iceren
nemli atmosferde (% 98) 3-7 giinliik inkiibasyon siiresinde {iiretilebilirler. Besiyerlerine
Vankomisin, Trimetoprim, Polimiksin-B, Kanamisin, Sefoperazon, ve Amfoterisin-B
gibi antibakteriyel ve antimikotikler ile aktif karbon ilavesi kontamine Orneklerden
izolasyon sansini artirir. Genellikle % 8 at kani, Vankomisin (10 pg/ml), Polimiksin-B
(2.5 U/ml), ve Trimetoprim (5 pg/ml) igeren Skirrow agar besiyeri izolasyonda basari
ile kullanilmaktadir. At kan1 disinda koyun, fo6tal dana kalp ve insan kam da

kullanilabilmektedir. H.pylori suslar1 inkiibasyon siiresi sonunda besiyerinin yiizeyinde
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0.3—1 mm c¢apli gri, non-hemolitik, su damlasina benzeyen koloniler seklinde iirerler.
Yapisal olarak siipheli koloniler Gram boyanma ile goriilen mikroskopik morfolojik
ozellikleri ve oksidaz, katalaz, iireaz aktiviteleri gibi biyokimyasal 6zellikleri dikkate
alarak 6n tan1 alirlar®" 2.

Mezofilik bir bakteri olan H.pylori 30 °C ve 37 °C 1sida ve 3-7 giinliik
inkiibasyon sliresinden sonra lreyebilirken, 25 °C’de {ireyemez. Transport sartlarina
dikkat edilmesi halinde optimal {ireme sonuglari elde edilebilir. H.pylori midenin asit
ortaminda iiremesine ragmen, asidofilik bakterilerden degildir. Buna karsilik, tolere
edebildigi pH araligi olduk¢a genistir (5.5-8.5). Fakat optimal iireme 6.9-8.0 pH
araliginda gerceklesir. H.pylori uzamis inkiibasyon siiresi, diisilk pH derecesi ve oksijen
ile temas gibi g¢evresel faktorlere son derece duyarhdir. Safrali ortamlardan olumsuz
etkilenir. Subkiiltiirlerinde iiretilmesi zor olan bir bakteridir. Klasik besiyerlerinde
genellikle dort pasajdan sonra canliligini kaybederler. H.pylori tanist almis izolatlarin
saklanmasinda % 0.25 maya ekstrakti, % 10 at kan1 ve % 15 gliserol iceren Beyin Kalp
Infiizyon buyyonu (BHIB - Brain Heart Infusion Broth) kullanilabilir. Kat1 besiyerinden
toplanan Ornekler bu saklama buyyonu igerisine toplanarak —70°C de aylarca

korunabilir'>?2,

2.6. Biyokimyasal Ozellikleri

H.pylori laboratuvarda; oksidaz, katalaz ve gii¢glii iireaz aktivitesi, nitrat1 rediikte
edememesi, siilfiirli bilesikleri kullanarak H,S olusturabilmesi, hippurati hidrolize
edememesi, nalidiksik aside direncli, sefalotine duyarli olmas: ile ayirt edilebilir. Baz1
H.pylori suslarimin ireaz ve katalaz bakimindan negatif oldugu bildirilmisse de, bu
suslarin klinik izolat olmadig: bildirilmektedir'®2.

H.pylori suslar1 her ne kadar invitro sartlarda major karbonhidratlar1 katabolize
edemeseler de, niikleer manyetik rezonans spektroskopisi ile bu bakterilerde
monosakkarit kinaz aktivitesinin oldugu gosterilmistir'. Bu bakteriler invivo sartlarda
viicutta bol miktarda bulunan glukozu fermente etmekten cok, enerji doniistimiinde

fosfat alict substrat olarak kullanmaktadir®. Metabolizmalari igin gerekli enerjiyi

aminoasitlerden, iireden ve CO,'den saglarlar’.
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2.7. Patogenez

H.pylori‘nin neden oldugu gastroduedenal patolojide mikroorganizmaya ait ¢ok
sayidaki virulans faktoriinlin yani sira, konak ve ¢evreye ait faktorlerin de birlikte etkili
oldugu bilinmektedir. Bugiine kadar hicbir viriilans faktorii veya predispozan faktoriin
tek bagma spesifik bir patoloji ile iligkisi fizyopatolojik olarak agiklanamamistir’®.
Ancak mikroorganizmanin konagimm immiin cevabindan kagisi ve kagista etkili olan
faktorlerle konak mukozasi arasindaki iligki virulansa yonelik caligmalarin temelini
olusturmaktadir. Muhtemelen, konakta olusan cevap, ¢ogu kez konaga minimal zarar
verirken, bazi olgularda uzun siirecte denge, iyice konak aleyhine bozularak, cesitli

mide hastaliklarina neden olmaktadir’ 77

2.7.1. Bakteriye Ait Virulans Faktorleri

H.pylori infeksiyonlar1 patogenezinde mikroorganizmanin midenin asit ortamina
uyum saglamasinda rol alan iireaz aktivitesi ve mukus tabakasini incelten musinaz ve
fosfolipaz A2 ve C gibi proteazlar ve mukus icerisinde hareketi saglayan flagellar yap1
gibi kolonizasyon faktorleri, gastrik hiicrelere baglanmay1 kolaylastiran hiicre duvari
protein yapilart ve LPS gibi adezyon faktorleri, sitokrom oksidaz sistemi enzimleri,
demir baglayan proteinler, konak hiicre elemanlari ile antijenik homoloji gésteren Hsp
ve Lewis antijenleri gibi konak savunmasindan kagis faktorleri ile gastrik mukozada
hasara neden olan CagA ve VacA gibi effektor proteinleri iceren virulans faktorleri rol

3,8,13,67,75
oynarlar™™ """,

2.7.1.1. Kolonizasyon Faktorleri

Asidofilik bir bakteri olmamasina ragmen H.pylori midedeki asit sekresyonu,

hareketlilik ve kalin musin tabakasinin yarattigi olumsuz sartlara ragmen mukus
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icerisinde kolonize olmay1 basarir. Midede kardia ve antrum ile duodenumdaki gastrik
hiicre metaplazisi goriilen alanlarinda kolonize olan H.pylori, % 80-98 oraninda
limende ve oksintik kanallarda mukus igerisinde, % 2-20 oraninda ise gastrik hiicrelerin
tizerinde yerlesirler. Mikroorganizma mide mukozasinda epitel hiicreler disinda

néroendokrin hiicreler ve nétrofillere karst da tropizm gosterir’*.

2.7.1.1.1. Hareket

Midede liimen ve mukoza arasinda viskoelastik bir mukus tabakasi yer
almaktadir. H.pylori’nin bu mukus tabakasi icindeki hareketi, bir tarafinda bulunan
kilifli flagellalar1 sayesinde son derece hizli bir sekilde olmaktadir. Spiral yap1 da
hareketini son derece kolaylastirmaktadir. Bu iistiin hareket kabiliyeti sayesinde asidik
bir ortam olan limenden, notr bir ortam olan mukus tabakasina hizli bir sekilde
ulagmasini saglar. H.pylori’nin hareketliligi en 6nemli virulans faktorii olarak kabul
edilmektedir. Domuzlarda yapilan ¢alismalarda en virulan suslarin en hareketli suslar

oldugu, flagellar mutant suslarin infeksiyon yeteneginin kayboldugu gosterilmistir’"’°.

2.7.1.1.2. Ureaz

H.pylori’nin biitiin proteinlerinin yaklasik olarak % 6’sindan fazlasini olusturan
iireaz, bakterinin asidik mide ortammda yasamasi igin gereklidir. Ureaz enziminin
eksprese edilebilmesi icin kofaktdr olarak nikele ihtiya¢ duyulur. Ureaz enzimi mide
hiicrelerinden salinan iireyi parcalar. Urenin par¢alanmasi esnasinda agiga ¢ikan CO, ve
amonyagin bakteriyi korudugu gibi, aym1 zamanda mide epitelinde hasar yaptigi
gosterilmistir. Ureaz aktivitesi ile iireden olusturulan amonyak ve karbondioksit invivo
sartlarda bakterinin yasamasi i¢in gereklidir. Bu nedenle de, H.pylori karbondioksit ve
bikarbonattan zengin ortamlara ¢abuk adapte olmakta ve invitro ¢ogalabilmesi i¢in de

yiiksek karbondioksitli ortam gerekmektedir®™””.
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2.7.1.2. Adezyon

H.pylori'nin mide epiteline spesifik olarak yapigsmasinda Lewis ve Bab
antijenlerinin etkili oldugu, oOzellikle de, BabA2 ile atrofik gastrit, artmis epitel
proliferasyonu ve gastrik karsinomalar arasindaki iligki birgok c¢alismada

gosterilmistir®®’*"

. Bu iki temel adezin disinda, N-asetil-noraminil-laktoz yapida
fibriler hemaglutinin tanimlanmistir. Bu hemaglutinin gastrik mukoza hiicreleri
tizerinde Ozel gastrik gliserolipid reseptorlere sahiptir. H.pylori lizerindeki fibriler
adezinlerin mukoza hiicreleri iizerindeki karbonhidrat reseptorlerine siki tutunmalar
yapmasi aktin polimerizasyonu yapmasi ile gergeklesir ve bu da epitel hiicrelerinin
harabiyetini beraberinde getirir. Ayrica, H.pylori hiicre yiizeyinde eksprese edilen
proteinlerden; 25 kDa agirligindaki sialize epitoplarin gastrik hiicreye baglanmada, 63
kDa agirligindaki glukokonjugatlarin da epitel hiicre yiizeyi ile epitel hiicre arasi bag
dokuya baglanmada etkili oldugu gosterilmistir. Adezyon yetersizligi konagin
inflamatuar cevabimi pek etkilemez, ancak epitel hiicre hasarmin az olmasmi

<1.,.66,67,78,79
saglar®®7787

2.7.1.3. Konak Savunmasindan Korunma Faktorleri

H.pylori; midede kolonizasyonu engelleyici faktorlere karst koyabilecek birgok
yap1 elemanlari, enzim ve toksinlere sahiptir. Bu elemanlar; flagellalarla saglanan giiclii
hareket yetenegi, iireaz enzimi, baglanmadan sorumlu proteinler (adezinler), musinaz
gibi suda ¢ozilinlir extraseliiler mediyator proteinler, katalaz enzimi, proliferasyonu

inhibe eden proteinler, VacA ve CagA toksini ile Thioredoxin (11;18)’dir’*™.

2.7.1.3.1. Katalaz ve Superoksid Dismutaz

H.pylorinin Infekte mukozadaki kronik inflamasyon alanlarinda, artmis

makrofaj, lenfosit ve plazma hiicreleri tarafindan ortama veya fagolizozomal fiizyonda
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fagozom igerisine sekrete edilen oksijen radikallerine karsi korunmasinda siiperoksit

dismutaz (SOD), oksidaz ve katalaz enzimleri hayati 6neme sahiptir’’*"°.

2.7.1.3.2. Thioredoxin (CD59)

H.pylori suslar1 proteinlerin disiilfit baglarin1 keserek denatiire edebilen
Thioredoxin (CD59) enzimine sahiptir. Bu enzim sayesinde mukus tabakasindaki
musinleri ve daha da dnemlisi konak tarafindan sekrete edilen nonspesifik ve spesifik
IgA, IgG ve IgM gibi immunoglobulinleri denatiire edip viicut savunmasindan

81,82
korunurlar™ ™.

2.7.1.3.3. Polifosfat Kinaz (PPK)

H.pylori’nin ¢evresel nutrisyonel sartlar ve strese direncinde, ppk geninde
kodlanan polifosfat kinaz (PPK) enziminin rol oynadig1 ve farelerde yapilan deneysel

calismalarda enzim mutant suslarin infeksiyon yeteneklerinin azaldigi gosterilmistir®.

2.7.1.4. Doku Hasar1 Olusturan Virulans Faktorleri

H.pylorinmin mide kolonizasyonu siklikla asemptomatik seyretmekte,
tastyicilarin ancak % 15-20’sinde hayatin herhangi bir doneminde gastroduodenal
patoloji sekillenmektedir. Bu diisiik insidans H.pylori ile gastroduodenal hastaliklar
arasindaki etiyolojik iliskiyi kuskulu hale getirse de, insanlarda yapilan genis
epidemiyolojik c¢alismalar ve eradikasyon tedavisinin klinik sonuglarmin yam sira,
Pigtail macaque ve Rhesus maymunlart ile yapilan deneysel ¢alismalarda H.pylori’nin

7747582 Rhesus maymunlarinda H.pylori

ylizeyel gastrite yol actigi ispatlanmigtir
infeksiyonu ile yaratilan gastritin H.pylori eradikasyonu ile iyilesme siirecine girdigi de
gosterilmistir™. H.pylori patogenezi ile ilgili ¢ok sayida iddia bulunmakla birlikte,

bakteriye ait giiclii antijenik Ozellige sahip toksin, enzim ve yapisal elemanlarin

21



yarattigr kronik inflamasyonun midedeki doku hasarindan sorumlu oldugu
ispatlanmistir®. Immunopatogenez disinda, H.pylori infeksiyonu esnasinda 4-4.5’a
kadar ylikselen mide pH’1, midede adi bakteriler ve metabolitlerinin artigina izin
vermektedir. Bu metabolitler igerisinde bulunan nitrat ve nitritler ¢esitli gidalar veya
ilaglarla alinan aminler ve amidlerle birleserek karsinojen nitrozo aminler ve nitrik
oksid radikalleri (NOS) gibi N-nitrozo bilesiklerini olusturmaktadir. Kronik
inflamasyonda yer alan polimorf niiveli lokositler, lenfositler ve makrofajlarin yarattigi
oksijen ve nitrik oksit radikalleri de NOS’lar gibi mukozal hiicrelerde hasar1 ve
neoplastik transformasyonu tetikleyebilmektedir. Diger taraftan H.pylori ile infekte
hastalarda mukozal askorbik asit miktarinin diistiigli ve lipid peroksidasyonunun arttigi
gosterilmistir™. Bu metabolitlerdeki degisim de karsinogenezi tetiklemektedir. Bu
olaylar sonucunda H.pylori ile kolonize kisilerin % 2-4’linde, kronik aktif gastritle
baslayan gastrik kolonizasyon yaklasitk 10 yillik bir siire igerisinde mukoza
hiicrelerindeki hasara bagli olarak diffiiz veya intestinal tip adenokarsinoma ile
sonlanabilmektedir. Nitekim H.pylori pozitif kisilerde mide kanseri gelisme riski,
negatif hastalara gore en az 20 kat fazla bulunmustur™.

H.pylori’nin genetik yapisindaki rekombinasyon yetenegi ve gen esnekligi
Ozelligi bu bakteriye ait virulans genlerinin de 6nemini tartigilir hale getirmektedir.
Mesela, mide kanseri insidansinin yilda 235.000 olgu veya % 0.4 gibi oldukga yliksek
oranda goriildiigli Japonya ve Cin gibi iilke izolatlarinda virulansla iligkilendirilemeyen
cagA ve vacA gibi baz1 genler Bat1 diinyasinda gastrik adenokarsinoma ve peptik tilser
icin prediktif deger tasimaktadir. Bu nedenle, virulansa etki eden bu genlerdeki
mutasyonel degisimler ve allelik farkliliklarin 6nemini ortaya koyan ve daha genis vaka
gruplarini igine alan molekiiler diizeyde ¢alismalara ihtiyag vardir®.

Burada bu genler ve kodladiklar1 effektor proteinlerin patofizyolojik olaylara

katkis1 ile yine virulansla iliskilendirilen diger baz1 6nemli genlerden bahsedilecektir.

2.7.1.4.1. cag Patojenite Adasi (cagPAI) Genleri

cagPAl, 40kb biiyiikliigiinde ve cagd, cagE, cagG, cagH, cagl, cagl, cagM, ve
virB11 gibi 27°den fazla genden olusan bir ORF (open reading frame) bolgesidir. Bu
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gen adast diger bakterilerde oldugu gibi bakterinin ortama adaptasyonu ile ilgili,
ozellikle de Tip-IV sekresyon sisteminde rol alan agresif proteinleri kodlar. cagPAl
genleri, ya araliksiz olarak pespese dizilerek bir biitlinliik gosterir veya araya giren
insersiyon segment IS605 ile ayrilmis sag, cagPAI-1 ve sol, cagPAI-Il olarak
tanimlanan iki altiiniteye boliintirler. cagPAI-II subiinitinin 3’ ucunda yer alan ve tip [V
sekresyon sisteminin en dnemli komponenti olan cagFE geni virulans faktorlerinin hiicre
membranindan salgilanmasini saglayan 101 kDa luk bir polipeptidi kodlar. cagPAI’de
yer alan cagA geni cagPAl i¢in bir indikator olarak kullanilmaktadir. Ancak bakterinin
konaga uyum g¢abasinin bir sonucu olarak cagPAI’de cagA’nin da dahil oldugu genlerde
yiiksek oranda delesyonel mutasyonlar goriilmektedir’”. Bilinmeyen bir bakteriden
aktarildig1 diisiiniilen ve glutamat rasemaz (Ras) geni igerisine yerlesen bu gen adasi
suslar arasinda horizontal olarak aktarilmaktadir. cagPAI tasiyan suslar tip 1 suslar
olarak tanimlanirlar ve bu suslar {ilser ve mide kanserleri gibi ciddi klinik tablolarla
iliskilendirilirler. cagPAI tasimayan suslar ise tip II suslar olarak tanimlanip, daha ¢ok
non-iilser dispepsi gibi benign gastrointestinal rahatsizligi olan hastalardan izole
edilirler™,

cagPAl gen adasina sahip suslar en az iki farkli mekanizma ile konak mide
mukozasinda kronik inflamasyonu baslatirlar. Bu gen adasi tarafindan kodlanan Tip-1V
sekresyon sistemi, hiicre duvarinda yer alan peptidoglikan heteropolimeri ve CagA
proteinini, konak hiicre sitoplazmasina ve mikrocevreye transfer eder. Hiicre icerisine
gonderilen CagA tirozin bagimli veya tirozin bagimsiz mekanizmalarla konak hiicreye
ait farkli molekiillerle iliskiye gegerken, peptidoglikan konak hiicre intrasitoplazmik
sensoril olan, Nod-I (nucleotide-binding oligomerization domain-I) tarafindan algilanir.
Bu sensor de niikleer faktér kappa-B’yi (NF-kB) aktive ederek proinflamatuvar
sitokinlerin (IL-1B, IL-6 ve IL-8) sekresyonunu baslatir. Ozellikle IL-8 kronik aktif
gastritin en Onemli histopatolojik bulgusu olan inflamasyondan sorumludur. Diger
taraftan cagPAl barindiran suslar EGF {izerinden early growth response gen-1’1 aktive
ederler. Bu gen aktivasyonu MMP-1 (Matriks Metalloproteaz-1), JNK (Jun N-terminal
kinase) ve ERK’nin (Extracellular signal-related kinase) aktivasyonuna sebep olur.
MMP-1 mide epitelinde hiicreler arasindaki desmozomlar1 pargalayarak mukoza
biitiinliiglinii bozar. Ekstraselliiler matriksdeki bu degradasyon transforme hiicrelerin

. 4
metastazina ve invazyonuna sebep olur®**’.
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2.7.1.4.1.1. cagA Geni

Bu gen, Tip I suslarinda, 128 kDa (120-140 kDa) molekiil agirliginda, 1147-
1181 amino asit uzunlugunda, giiclii immunojen ve sitotoksin olan, CagA olarak
tanimlanan, bir dis membran proteinini kodlar. Bu toksin etnik ve bolgesel farkliliklar
gostermekle birlikte klinik izolatlarin % 50-100’iinde iiretilir. cagd nin 5° ucu son
derece konservatif iken 3° ucunda farkli say1 ve biiylikliikte tekrarlayan diziler yer alir.
Bu diziler icerisinde Tirozin’in yer aldigi EPIYA (Glu-Pro-Ile-Tyr-Ala) motiflerini
kodlarlar ve bu sebeple de EPIYA gen kaseti olarak da adlandirilirlar. Konak hiicrenin
hiicre sinyal sistemini tirozin fosforilasyonu yolu ile bozan bu kasetlerin biiyiikliikleri
ve bolgesel olarak 0 ila 6 arasinda degisebilen sayilar1 virulansla iligkilidir. Mesela
Hindistan ve Asya kokenli suslarda 900-950 bp kadar biiyiik olan kaset Avrupa kokenli
suslarda 825 bp kadardir. Bu fark Asya kokenli suslardaki kasetin kodladig1 proteinin
yaklasik olarak 10-12 aminoasit daha biiyliik olmasina yol agmaktadir. Cok sayidaki
calismada immiinojenik aktiviteyi artiran bu biiyiikliik farkinin Asya iilkelerinde sik
gérillen mide kanseri ile iliskili oldugu ileri siiriilmiistir®®®.

Buna karsilik, gastrik adenokarsinoma, duodenal iilser, mide iilseri, non-iilser
dispepsi ve asemptomatik gruplardan izole edilen Avrupa ve Asya kokeni suslarin
karsilastirildigi ¢ok sayidaki calismada ise cagd geneotiplerinin ileri siiriildigi gibi
prognozu etkilemedgi gosterilmistir'>' 1%,

CagA proteini bakteri sitoplazmasi igerisinde membrana yakin bir bolgede
lokalizedir ve dig ortamdaki pH’in diismesine cevap olarak ribozomlarda {iretilir.
Sitoplazmik membrani, proton bagimli tire kanali (urel) ile gectikten sonra periplazmik
alana gelen CagA proteini, burada separon proteinler tarafindan sekillendirildikten
sonra Tip-IV sekresyon sistemi aparati ile konak hiicre sitozoliine gonderilir. Konak
hiicre sitozoliinde i¢ membrana lokalize olan CagA hiicre igerisinde gerek tirozin
fosforilasyonu yolu ile gerekse fosforilasyondan bagimsiz olarak ¢ok sayidaki hiicre
molekiilii ile interaksiyona girerek fonksiyonlarim bozar'®.

Sitozole transloke olan cagA burada SRC kinazlarla iliskiye girerek yapisinda
tasidigt EPIYA motifindeki tirozinle bu kinazlar1 fosforiller. EPIYA hem tirozin

24



fosforilasyonu, hem de membrana lokalizasyon icin gereklidir'®. Fosforillenen kinazlar
Okaryotik sinyal transdiiksiyon santini, niikleer faktorleri ve sitoskeletal esnekligi
diizenlerler. Fosforilasyon sonucu hiicre sinyal sistemleri bozulur. Bu sinyal karisima,
hiicrede fonksiyonel ve anatomik bozukluklarla transformasyonel degisimlere sebep
olur. CagA nin hiicre igerisinde tespit edilmis en belirgin hedefi SHP-2 fosfatazdir.
Fokal Adezyon Kinaz (FAK), CagA ile uyarilmis SHP-2’nin substratidir. FAK’1n SHP-
2 ile defosforilasyonu FAK kinaz aktivitesini inhibe eder. Aktif FAK fokal adezyon
spotlarin1 ¢evirmek icin gereklidir. CagA nin SHP-2’yi fosforillemesi ile fokal
adezyonu yavaglatir, buna bagl olarak hiicreler uzar ve hareketleri artar. Mide kanseri
hiicrelerinde SHP-2’yi kodlayan PTPN11 geninin 3. intronundaki G-A degisimine bagl
tek nokta mutasyonu gastrik atrofi ve kanser i¢in yiiksek i¢in prediktif bir bulgudur. Bu
mutasyonun CagA tarafindan indiiklendigi diistiniilmektedir. Boylece CagA’ya baglh
SHP-2 genindeki deregiilasyonlarin kanser gelisimi igin prekiirsor bir 0zellik
olabilecegi ileri siiriilmiis, CagA, SHP-2 disinda, SH2 bolgesi igeren Crk proteinini de
tagidig1 tirozin ile fosforile eder. Bu proteinlerin fosforilasyonu da hiicreler arasi siki
baglar ve bag kompleksinde bozulmaya, sonug¢ olarak da, epitelyal biitlinligiin
bozulmasina sebep olur. CagA fosforilasyon spesifitesini tespit i¢in 19 farkli hiicre ile
yapilan calismada, fosforilasyonun sadece mide mukoza hiicrelerinde gergeklestigi
gosterilmistir™'®.

Hiicre sitozolii igerisindeki CagA, fosforilasyondan bagimsiz olarak, 6zellikle,
antral ve fundik mukoza hiicrelerinde, 6nce PAK-1 (p21-aktive edilmis kinaz-1) ve
MAPK (Mutasyonla Aktive Edilen Protein Kinaz) kinazlar1 aktive eder. MAP
kinazlarin aktivasyonu ile NF-kB indiiklenir. NF-kB nin uyarilmasi ile TNF-o (Ttimor
Nekroz Faktorii), IL-8, GRO-a (Biiyiime (Growth) Faktorii alfa), VEGF (Vaskiiler
Endotelyal Biiytime (Growth) Faktorii) ve C-X-C kemokinlerin ekspresyonunda artis
goriiliir. CagA’nin Ras/MAPK iizerinden NF-kB’y1 aktive etmesi ile sadece IL-8
tiretimini saglanmakta, IL-1p tiretilememektedir. Diger taraftan cagPAl’a sahip suslarda
peptidoglikan ve CagA’dan bagimsiz olarak IkB kinaz (IKK) da NF-xB
indiikleyebilmektedir. Peptidoglikan, CagA ve IKK tarafindan kollektif olarak iiretilen
proinflamatuvar sitokinler inflamasyonu baslatirlar®'°¢'%,

Inflamasyon bélgesinde biriken PMNL, monositler, B ve T lenfositler gibi

inflamatuvar hiicrelerin, H.pylori antjenleri ile iliskisi sonucu aktive olan Th ve Tc
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lenfositler, IL-12, IL-18 ve IFN-y’nin etkisi ile béliinerek cogalmaya baslarlar. ilk cevap
Th2 nin kontroliindeki humoral cevap olup, karakteristigi IgM, sIgA (sekretuvar immiin
globulin-A) ve IgG dir. Infeksiyonun kroniklesmesi ile antijen sunan hiicrelerde 1L-12
tiretimi baslar. IL-12 Dogal katil hiicreler (NK) tarafindan IFN-y sekresyonuna sebep
olur. Bu sitokinin sekresyonu ile, dolasimdaki Th hiicre profilide degisir, Th2 ve TO
sayis1 azalir, buna karsilik, Thl sayis1 artar. Sonug olarak doku yikimui ile karakterize
hiicresel immunite, yani patolojik otoimmun cevap baglar. Boylece bir taraftan hiicresel
hasar artarken diger taraftan da T hiicreler tarafindan uyarilmis B-lenfositlerin
plazmositlere proliferasyonu sonucu, B hiicre bazli folikiiler gastrit baslar®.

Bu iilserlesmis veya folikiiler yapidaki primer lezyonlar MALT lenfoma veya
mide kanseri i¢in prekiirsor lezyonlardir. Otoimmun gastrit ile H.pylori gastriti farkl
olarak kabul edilmekle birlikte, otoimmun gastrit ile korpus predominant atrofik gastrit
histolojik olarak birbirine g¢ok benzemektedir. Immonolojik ¢alismalar aslinda bu iki
gastrit tiirtintinde H.pylori kokenli oldugunu gostermektedir. CagA tarafindan uyarilan
ERK-1 ve ERK-2 (extracellular signal-related kinase), MAP kinazlar hiicrede Bcl
ailesinden olan anti-apopitotik (Bcl-2, Mcl-1 ve Bclx) ve pro-apopitotik (Bax, Bak ve
Bad) proteinlerin ekspresyonunu etkileyerek, 6zellikle Bcl-2 iiretimini azaltir, bax
tiretimini artirir. Bel-2 mitokondriaya bagli caspas-3’1i inaktive ederek vakuolizasyon ve
apopitozu engeller. Bu engelleme hatali hiicre proliferasyonunun apopitozis yolu ile
temizlenmesinin Gniinii keser ve neoplastik hiicrelerin transformasyonunu artirir™,

H.pylori tarafindan indiiklenmis proinflamatuvar sitokinlerden TNF-o da bir
endojen timor promotorudur ve bu Tip-alpha olarak tanimlanan gen familyasi
proteinlerini indiikler. Tip-alpha ve HP-MPI, H.pylori karsinogenik proteinleri olarak
tanimlanir. Diger taraftan COX-2 (cyclooxygenase-2) ekspresyonundaki artis, H.pylori
tarafindan indiiklenmis kronik gastritin, midenin distalindeki adenokarsinomaya
doniisiimii i¢in ¢ok giiglii bir risk faktoriidiir ve ayrica midedeki diger kanserler i¢inde
muhtemelen yapici bir faktordiir®'%.

Mongolian gerbillerde yapilan calismalarda cagA pozitif H.pylori suslarinin
gastrik adenokarsinoma ve displaziyi provake ettigi gosterilmistir. Bu suslar 6zelikle -
catenin sinyalini aktive ederek ve gastrik hiicre membraninda ve niikleusunda -catenin
birikimine sebep olur. B-catenin ile iligkili genler gastrik karsinogenez i¢in bir baslatici

faktodr olarak kabul edilir®*!'°.
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Diger taraftan korpus dominant atrofik gastrit, mide kanseri i¢in 6nemli bir risk
faktorii olarak kabul edilir. H.pylori suslarinin mide korpusuna kolonizasyonunda
cagPAl ve CagA nin sart veya ¢ok dnemli bir faktor oldugu yine gerbillerde yapilan

7684 Bu kolonizasyon, diisiik asiditeli korpus predominant

calismalarda gosterilmigtir
atrofinin sebebidir ve prekanserdz lezyon olan atrofi ve mide kanserine gider. Biitiin bu
verilere dayanarak CagA nin bir onkoprotein oldugu sylenebilir®.

CagA ayn1 zamanda bakterinin mide epiteline adezyonunu da diizenler. H.pylori
O antijeni H.pylori’nin gastrik epitele baglanmasinda 6nemli bir adezyon faktoriidiir. O
antijeni spesifik olarak (-galaktosine bagli lektin, galektin-3 tarafindan taninir. H.pylori

infeksiyonlarinda galektin-3 ekspresyonu artar ki, bu CagA tarafindan aktive edilen

MAPK tarafindan diizenlenir' %',

2.7.1.4.2. vacA (Vacuolating Cytotoxin) Geni

vacA geni 3933 bp biiyiikliiglinde bir ORF’dir. H.pylori suglarinin tamaminda bu
gen bolgesi bulunmasina karsilik, suslarin yaklasik olarak % 40-60’1inda gen ya inaktif
veya diisiik aktiviteye sahiptir'''"''*.

vacA geni memeli hiicrelerinde vakuolizasyona yol agan 87-93 kDa agirliginda
VacA proteinini kodlar. vac4 geni ilk olarak 1287-1296 aminoasitlik bir prekiirsor
VacA proteini kodlar. Bu amino asit dizisi sekresyon esnasinda karboksiterminal ve
aminoterminal bolgelerinden delesyona ugrar ve once 142 kDa’a diiser, sekresyondan
sonra da proteazlar tarafindan kesilerek 87-93 kDa’luk aktif protein haline doniisiir. Bu
protein biitiin ekstraselliiler toksinler gibi iki parcalidir. Kiiciik parca p37 apopitozisten
sorumlu iken, p58 olarak tanimlanan biyilik parca kiiciik parga ile birlikte
vakuolizasyondan sorumludur. H.pylori suglarinda iki genetik element birbirleri ile
kesinlikle baglantili olmasa da vacA genellikle cagA ile birlikte Tipl suslarinda aktif
olarak iretilir. Asya kokenli suslarin % 98’inde vacA ve cagA birlikte goriiliir. vacA
Neisseria ve Hemofiluslar gibi bazi bakterilerde goriilen mozaik gen yapisina benzer
polimorfizm gosterir. Gende bir isaret bolgesi “s” ve bir de yiiksek toksisite ile iliskili
olan proteinin kodlandig1 orta bolge “m” bulunmaktadir. vacA geninin 4 farkl “s” (s/a,

s1b, slc ve s2) isaret dizisi'' "' ile 3 farkli “m” (mla, m1b ve m2) bolge dizisi'*'®
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alleli bulunur. vacA si allelleri, 6zellikle s//ml kombinasyonu s2 allellerine gore daha

fazla toksin iiretir'*!%!1°

. cagA/vacA birlikteligi sadece vacAsl alleline sahip suslarda
goriiliir. Kuzey Avrupa, Ingiltere, Irlanda ve iskogya gibi Avrupa kokenli suslarin
cogunda sla, Merkezi ve Giliney Afrika kokenli suslarda s/b allellerinin
kombinasyonlar1 goriiliirken, Asya kokenli suslarin % 80’inden fazlasinda slc allelinin
hakim oldugu gosterilmistir. Klinik izolatlarda yapilan calismalarda vacAsi/micagA
pozitif suslar, peptik {ilser ve gastrik adenokarsinoma ile iliskili suslarda daha yiiksek
prevalansta bulunmustur. Buna karsilik, s2/m2 allel kombinasyonu non-toksijenik
suslarda, s//m2 kombinasyonu ise nispeten diisiik toksisite ile iyi huylu hastaliklarla
iliskili suslarda bulunmustur. vacA mZ2 alleline sahip suslarin da MALT lenfomali
hastalarda predominant alt tip oldugu ileri siiriilmiistiir. Asya kokenli suslar arasinda ise
ml allelinin gerek ¢ocuklarda, gerekse yetigskinlerde goriilen duodenal {ilserle iliskili
suslarda daha yiiksek prevalansta bulunmustur' ¢!,

VacA toksini bakteride anyon transport kanallar1 i¢erisinde birikir. Bu kanallar
bakteri ile konak hiicre arasindaki pasif transport kanallaridir. VacA nin p33 ve p58
bolgeleri VacA nin vakuolizan, internalizasyon ve baglanma aktivitelerini diizenlemek
tizere birbirlerine yardim ederler. VacA konak hiicre duvarindaki fibronektinin arginin-
glisin-aspartik asit i¢eren bolgesi ile iliskiye girer. VacA — fibronektin iliskisi hiicre
icerisinde integrinle diizenlenen fonksiyonlar1 karistirir ve bozar. VacA ilk olarak, Racl
GTP’ase tarafindan kontrol edilen, F-aktin yapisinin iizerinde lokalize olan plazma
membran bdlgesine baglanir. Daha sonra pinositoz yolu ile erken endositik kompartman
igerisinde hiicre igerisine alinir. Ge¢ donemde endosomdan ayrilir ve hiicre niikleusuna
yakin bolgelerde vakuolizasyonu indiikler. VacA proapoptik proteinler olan Bax ve

Bak’1 aktive ederek mitokondriden sitokrom-C saliniminmi indiikler. VacA tarafindan

. . . . . . o 4
indiiklenen apopitozis hiicre vakuolizasyonundan bagimsizdir™.

2.7.1.4.3. iceA Geni (Inducible by Contact with Epithelium Gene)
H.pylori’nin 6nemli virulans faktorlerinden birisi de, mide epitel hiicresi ile

temas sonrasi uyarilan iced genidir. H.pylori suslarinda sayilar1 14-15 tane olan tip II

restriksiyon metilasyon (R/M) enzimi bulunmaktadir. Bu enzimlerden ice4A! olarak
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tanimlanan /pyl-R geni epitel hiicre ile temas sonucu aktive olmaktadir. Bazi suglarda
hpyl-M korunmus olmasina karsilik, Apy/-R mutasyona ugramis ve iceA2 gen alleli
ortaya cikmistir. ApyllI-R’de goriilen mutasyonda yer alan hrgA alleli gibi iceA2 de
artan siklikta ice4/’in yerini almaya baslamistir. Bu allellerin virulansa katkilar1 ve
klinik 6nemleri tartigilmaktadir. Bat1 toplumlarindan izole edilen suslarda ice47 varligi
peptik iilser icin bir risk faktorii olarak gosterilirken, goriilme siklig1 giderek artan iceA42
ise, daha ¢ok non-iilser dispepsili hastalardan izole edilen suslarda goriilmektedir''.
Ancak, Asya ve Amerika kokenli suslarda ice4 allellerinin spesifik bir patoloji ile
iliskisi gosterilememistir'>”***!"7. Brezilya’da yapilmis olan calismalarda, iced’nin

klinik fark gdzetmeksizin izolatlarin %90’mdan fazlasinda bulundugu bildirilmistir®-'"".

2.7.1.4.4. oipA (Outer Inflammatory Protein) Geni

H.pylori hiicre duvarinda yer alan OMP’lerinden (outer membrane protein — dis
zar proteini) 32’sinin gen yapist tamamen desifre edilmistir. H.pylori oipA (HP0638)
geninin kodladigr OipA proteininin, cagPAI gibi IL-8 expresyonunda rol oynadigi ve

klinik 6nem arz ettigi bildirilmistir®>"'*'".

2.7.1.4.5. Diger Gen Bolgeleri

Mide kanserli hastalardan izole edilen suslarda esnek bolge - plasticity region
olarak tanimlanan ve H.pylori genomundaki en degisken bdlgeyi olusturan yeni bir
ORF bolgesi gosterilmistir'”’. Biiyiikligii suslar arasinda degiskenlik gosteren (J99
susunda 45 kb ve 26695 susunda ise 68 kb) bu bolgelerde, mide kanseri olusumu ile
iligkili oldugu diisliniilen genler (JHP940 ve JHP947) ile gastritle iligkili oldugu
diisiiniilen ve sadece 26695 susunda gosterilen bir gen (HP986) yer almaktadir'?%'?!,
Santos A ve ark.'?'; mide kanseri, iilser ve gastritli hastalardan izole ettikleri 200 sus ile
yaptiklar1 PCR bazl ¢alismada, sadece JHP947 genine sahip suslarin kanser ve tlser ile
iligkili olduklarmi, diger iki genin ise hastaligin prognozuna etkisinin olmadigini
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gostermislerdir. Ancak, bu arastirmacilar = JHP947 geninin cagA ile birlikteligine
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dikkat ¢cekmis ve bu yeni genin vacA ve cagA ile birlikte 6nemli bir virulans faktori
olabilecegi ileri stirmiislerdir.

H.pylori’nin bir baska 6nemli virulans faktorii Fts (filamentation-temperature-
sensitive) membran proteinidir ve fis geninde kodlanir. Bu protein salgilanan
proteinlerin transportunda rol oynar ve proteolitik aktiviteye sahiptir. Benzer bir
proteinin E.coli’de ekstraselliiler viriilans faktorlerinin hiicre digina tasinmasinda rol
oynadig1 gosterilmistir' .

Son yillarda yapilan ¢aligmalar sonucunda, HP1118 geni; kodladig1 40 kDa ve
22 kDa’luk iki pargadan olusan proteinin gamma-glutamyl transpeptidase (GGT)
aktivitesine sahip olmasi sebebi ile ggt olarak adlandirilmistir. Bu proteinin H.pylori
infeksiyonlarinda gastrik hiicrelerdeki apopitozdan sorumlu oldugu, ggt geninin blokaji
veya ggt mutant suslarla olusan infeksiyonlarda apopitozun da bloke edildigi
gosterilmigtir' **'%.

Di1s membran proteinleri kodladiklar1 varsayilan jhp0870 geni ve onun %90
homologu olan jhp0649 geninin yeni virulans faktorleri olabilecegi bildirilmigtir'*®'?’.
Bu genlerin allelik varyasyonlar1 orta bolgelerinde goézlenmistir. jap0870 Portekiz’li
cocuklarda peptik iilser hastaligi (PUD) ile ve daha virulan genotiplerle (cag4, vacAsl
ve babA2 genleri pozitif olan suslarla) iliskilendirilmistir'?®. Bu bilgiler 1s18mnda
Oleastro M. ve ark.'”’, bu iki genin degisik iilkelerdeki prevalansimi ve hastaliklarla
iligkisini arastirmig ve jap0870 geninin PUD ile, jAp0649 geninin ise mide kanseri ile

iligkilendirilmeye egilimi oldugunu bildirmistirler.

2.7.2. Hastaya Ait Faktorler

H.pylori infeksiyonlarinin insidansi ve prognozunda hastaya ait; yas, cinsiyet,
sigara kullanimi, genetik yatkinlik, egitim diizeyi ve aile yapist gibi faktorlerin etkisi

49,50,74,84 4 s ; i i
74930748 Ornegin  ailede mide kanseri

epidemiyolojik c¢aligmalarla gdsterilmistir
oykiistiniin varligt H.pylori ile birlikte mide kanseri riskini artirmaktadir. Ancak, ¢ogu
gozleme dayali bu ve benzer tespitlerin molekiiler diizeyde izaha ihtiyac1 vardir.
H.pylori’ye yonelik molekiiler calismalar konakta 6zellikle gastrik mukozada

predispozan genetik materyalin de tespitine yonelmistir. Ornegin, H.pylori mide
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kolonizasyonu ile midede epitel hiicrelerin yiizeyinde eksprese edilen siirfaktan protein-
D (SP-D) arasindaki iliski, mide biyopsi 6rneklerinde SP-D kodlayan gene ait mRNA
bolgelerinin kantitatif RT-PCR (Reverse Transcriptase - PCR) kullanilarak tespiti ve
epitel ylizeyindeki SP-D’nin varliginin immunfloresan yontemi kullanilarak tespiti ile
gosterilmigtir. MALT’a ait organlarda dogal immunite proteinleri igerisinde yer alan,
midede pilordaki mukus salgilayan hiicrelerde, akcigerde ozellikle tip II alveoler
hiicrelerde, terde, plasentada ve amniyotik sivida goriilen SP-D proteinleri bakterilerde
LPS’ye baglanip hem hareketlerini durdururarak invazyon yeteneklerini sinirlamakta
hem de fagositozu kolaylastirmaktadir. Insanlarda 10q22.2-23.1 kromozomda kodlanan

3,84 .
7. Yine

SP-D gen aktivitesinin H.pylori infeksiyonlarinda artti§i gosterilmistir
MALT’la ilgili t(11;18)(q21;921) spesifik kromozomal translokasyon H.pylori MALT
lenfomaya zemin hazirlamaktadir. Bu translokasyon AP12 geninin amino terminal ucu
ile MALT1 geninin karboksi terminal ucunun birlesmesi sonucu sekillenen bir simerik
flizyon iirliniidiir. Kronik inflamatuvar hastaliklarda tetiklenerek lenfomalar1 baslatan bu
yap1, pulmoner lenfomalarda oldugu gibi MALT lenfomada da sik goriilmiis ve cagA
tarafindan indiiklenen radikallerin bu gen bolgesini aktive ederek MALT lenfomay1
baslattig1 ileri stirilmiistir®.

H.pylori infeksiyonlarinda kilo kaybi, anemi ve gelisme geriligi goriilen bazi
hastalarda fundus bezlerinde mRNA ve salgilanan leptin seviyesinde azalma, buna
karsilik, plazma leptin seviyesinde ise artis kaydedilmistir®. Midedeki lokal leptin
seviyesindeki disiikligiin ¥ mii H.pylori’ye zemin hazirladigi, yoksa H.pylori
infeksiyonlariin IL-6, IL-8 ve TNF-alfa gibi inflamatuvar mediatorler iizerinden mi
mide leptin seviyesini diislirdiigli daha genis hasta gruplar ile yapilacak molekiiler
caligsmalarla aydinlatilabilecektir.

H.pylori infeksiyonlarimin patogenezini aydinlatmak amaci ile molekiiler
yontemlerin kullanildig1 ¢ok sayida calisma ve hedef olarak belirlenen gen bolgeleri
bulunmaktadir. Ancak, bu calismalarda elde edilen sonuglarin ¢ogu hala lokal
hipotezden Oteye gecmemis oldugu icin, burada sadece nispeten daha c¢ok Kkisi

tarafindan kabul gormiis sonuglar verilmeye c¢alisiimistir™.
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2.8. H.pylori infeksiyonlarinda Tam

Hpylori infeksiyonlarinda tan1  klinik  bulgular, klinikk materyalde
mikroorganizmanin kendisinin, genomuna ait spesifik dizilerinin, antijenlerinin veya
antijenlerine karst konakta gelisen antikor cevabimnin gosterildigi mikrobiyolojik

yontemler ve histopatolojik incelemelerle konur'?®.

2.8.1. Klinik Tam

H.pylori infeksiyonlarinda tedavi ve tani kriterlerinin belirlendigi Maastrich
uzlasmasina gore; infeksiyonlarin sporadik olarak goriildiigii gelismis iilkelerde
hastalarin endoskopi altinda klinik 6n tanilarinin konulmasi ve endoskopi esnasinda
alinan biyopsi materyali ile laboratuvar tamnin desteklenmesi istenmektedir’”>. Bu
ilkelerde endoskopik girisim ve biyopsi materyali gerektirmeyen non-invaziv testler de
ikinci derecede tani kriteri olarak Onerilmektedir. Buna karsilik, infeksiyonlarin
endemik sekilde goriildiigii gelismekte olan iilkelerde 5 yas alt1 ve 45 yas iizeri hastalar
ile alarm semptomlara sahip biitiin yas grubundaki hastalar harig¢, tanida endoskopi,
pahali ve zaman alict olmasi sebebi ile Onerilmemekte, taninin klinik bulgulara
dayandirilmast  ve  non-invaziv  testler yardimi ile de  desteklenmesi
onerilmektedir’>'**'*°, Kanama, kusma, bulanti, altta yatan kronik bir hastalik, agir1 kilo
kayb1 gibi alarm semptomlar1 olan hastalarda ise endoskopik girisimi takiben biyopsi
bazli invaziv testlerle tanimin konmasi istenmektedir. Son yillarda birinci se¢enek
antibiyotiklere direng gelisimindeki artis, endemik iilkelerde de alarm semptomlar
olmaksizin biyopsi bazli taniy1 gerekli hale getirmigtir'**".

Endoskopik muayene; lezyonun lokalizasyonuna bagli olarak klinik prognozu
(antrumdaki lezyon: duodenal iilser, korpusdaki lezyon: atrofik gastrit, gastrik {iilser
veya karsinomalar), gastritin formlarin1 (normal mukoza, akut veya kronik gastrit, fokal
veya graniilamatdz gastrit veya lenfositik gastrit) ve tam igin hangi ydntemin (Ure
Soluk Testi, biyopsi alinmasi veya Kkiiltiirde izolasyon gibi) daha uygun olacagin

. . . . 1. 129
belirlemesi acisindan son derece 6nemlidir ~.
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2.8.2. Mikrobiyolojik Tan1

H.pylori infeksiyonlarinin dogru ve hizli tanisi, tedaviye erken baglanmasi ve
eradikasyon tedavisinde basarmin takibi icin Onemlidir. H.pylori infeksiyonlarinda
klasik mikrobiyolojik tani; Diski Antijen Testleri (HPSA - H.pylori Stool Antigen
Tests), Ure Soluk Testleri (UST) ve serolojik testleri iceren non-invaziv testler ve
endoskopik muayeneyi de zorunlu kilan biyopsi bazli; Hizli Ureaz Testleri (HUT),
kiiltiirde izolasyon ve Niikleik Asit Amplifikasyon Testleri’'ni (NAAT) iceren invaziv

testler ile konmaktadir'?®!%,

2.8.2.1. Non-invaziv Testler

Bu grup igerisine, serolojik testler, Ure Soluk Testi (UST), diskida antijen

arayan testler ve PCR bazli testler girmektedir'*®,

2.8.2.1.1. Serolojik Testler

Serolojik testler ilk uygulanan non-invaziv testlerdir. Hastalarin serumunda,
plazmasinda ve sekresyonlarinda IgG antikorlarinin tespiti i¢in gelistirilmistir. Ancak
kullanimi vardir. Bu testler mikroorganizma ile temasi isaret eder, ancak hali hazirda
devam etmekte olan bir infeksiyonu gostermezler. H.pylori antikorlar tedavi edilen
hastalarda bile en az bir yil kanda Ol¢iilebilir seviyelerde kalmaya devam eder. Buna
karsilik, testlerdeki antijen kalitesi ve uygulama farklilig1 gibi sebeplerle ozellikle de
cocuklarda serolojik testlerle olgularin % 20-30’una yalanci negatif tan1 konur. H.pylori
tanisinda ilk kullanilan serolojik test ELISA’dir (Enzyme Linked Immunosorbent
Assay). Onalti farkli ticari ELISA kiti kullanilarak yapilmis 21 g¢alismaya ait meta-
analiz sonuclari; bu testlerin duyarliliginin % 85, 6zgiilliigiiniin de % 79 oldugunu
gostermistir. Testlerin dogruluk orani da % 78 (68-82) olarak bulunmustur. Duyarlilik

ve Ozgiilligi artirmaya yonelik ¢abalar sonucu vacA ve cagA gibi klinik ve patolojik
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Oonemi olan spesifik proteinlere karsi antikor cevabini 6lgebilen ELISA, Rekombinant

IB ve Western Blot (WB) gibi yeni serolojik yontemler gelistirilmistir'**"*".

2.8.2.1.2. Ure Soluk Testi

Nispeten pahali bir yontem olmakla beraber gerek tani gerekse tedavinin takibi
amaci ile kullanilabilen yiiksek duyarlilik (% 95) ve 6zgiillik (% 100) oranina sahip
testlerdir. Hastanin sitrik asit igerisinde 75 mg '*C veya “C ile isaretli iireyi
yutmasindan 30 dakika sonra nefes 6rnekleri toplanir. Mide liimeninde H.pylori {ireaz
enzimi ile parcalanan radyoaktif karbon isaretli {lireden karbon ayrilarak mide
mukozasinda emilerek kana karigir. Kan yolu ile akgigere gelen radyoaktif karbon mass
spektrometre ile kantite edilir. °C iceren UST radyoaktif madde icermemesi, gebelerde
ve c¢ocuklarda kullanim giivenligi gibi sebeplerle tercih edilmekte olup, non-invaziv
testler i¢inde altin standarttir. Ancak bu test antibiyotik, PPI veya ranitidin kullanan

hastalarda % 40 oraninda yalanci negatif sonuglar vermektedir'2*".

2.8.2.1.3. Diskida Antijen Arayan Testler (H.pylori Stool Antigen Tests)

Diskida H.pylori antijenlerini tespite yonelik testler non-invaziv testler arasinda
yer alan UST’ye en iyi alternatif olarak goriilmektedir. Diskida H.pylori antijenlerini
tespit amaci ile kullanilan ve ticari olarak gelistirilmis iki temel sistem bulunmaktadir.
Bunlardan ilki tavsanlardan elde edilen poliklonal antikorlarin kullanildigi “Premier
Platinum HpSA” (Meridian Diagnostics, Inc., Cincinnati, Ohio) olup, poliklonal
antikorlar kullanilmaktadir. Bu testin, yiiksek 6zgiilliik gostermesine karsilik, 6zellikle
bakteri yogunlugunun diisiik oldugu Orneklerde duyarliligi genellikle diisiik
bulunmustur. Bir diger test ise monoklonal antikor karigiminin kullanildig1 “FemtoLab
H.pylori” (Connex GmbH, Martinsried, Germany) test kitidir. FemtoLab H.pylori
HpSA’dan daha duyarli ve benzer 6zgiilliikte bulunmustur. Bu testlerin duyarliliklari lot
bagimli degismekte ve kullanilan antijenler bilinmemektedir. 260 kDa agirligindaki

H.pylori katalaz enziminin antijen olarak kabul eden monoklonal antikorun kullanildig1

34



yeni bir antijen testi daha gelistirilmistir. Katalaz antijeninin tiim hastalarin diskisinda
goriilen 3 antijenden birisi olmasi nedeni ile bu testin duyarlilhik ve 6zgiilliigiiniin

oldukea yiiksek oldugu bildirilmistir'**"*°,

2.8.2.1.4. Molekiiler Bazh Testler

Dis taglari, tiikriikk, mide sivisi aspirati ve diskida H.pylori spesifik gen
dizilerinin PCR ve modifikasyonlar1 ile amplifikasyonlar1 esasina dayali testlerdir. Bu

testlere ait bilgiler invaziv testlerin sonunda tartisilacaktir' >,

2.8.2.2. invaziv Testler

Invasiv testler iist gastrointestinal endoskopi girisimi ve lezyondan alman
biyopsi materyalinin incelenmesi esasina dayali testlerdir. Bu testler arasinda direkt baki
ile doku hasarmin lokalizasyonunun tespiti, histolojik muayene, HUT, mide biyopsi
orneginden veya mide sivisindan bakteri iiretilmesi ve H.pylori spesifik gen bolgeleri ve
allellerinin 6zgiil primerler yardimi ile amplifikasyonu ve muhtemel mutasyonlari

tespite yonelik molekiiler tan1 yontemleri yer almaktadir'**"%°,

2.8.2.2.1. Histolojik Muayene

H.pylori infeksiyonlarinda histolojik tani dokudaki inflamasyonun ve varsa
prekarsinojen  degisimlerin  siddetini  belirlemek amaci1 ile yaygin olarak
kullanilmaktadir. Bu testlerin duyarlilik ve 6zgiilliigii cesitli faktorlerin etkisi altinda
olmakla beraber sirasi ile <% 90 ve >% 95°dir. Bu oranlar biyopsi ve arastirmaciya ait
faktorler tarafindan degisir. Muhtemel Ornekleme hatalari mikroorganizmanin farkl
kolonizasyon yogunluguna bagl olabilir. Infekte midede pilorun kiiciik kurvatiiriinden
alinan 6rneklerde pozitif bulma sans1 % 90’1n iizerine ¢ikmaktadir. Duyarlilik antrum ve

govdeden en az iki Ornek alinmasi ile arttirilabilir. Kullanilan boyama yontemi de
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sonuglart etkiler. Siklikla, modifiye Giemsa, Warthin-Stary, modifiye McMullen ve
Gimenez gibi histokimyasal veya IFAT (Immiin Floresan Antikor Testi) ve IP (Immiin
Peroksidaz) gibi immunohistokimyasal boyalar kullanilmaktadir. Immunohistokimyasal

boyalar histolojik muayenede en duyarh ve 6zgiil metodlar olup altin standarttir'?*'%°,

2.8.2.2.2. Kiiltiirde izolasyon

H.pylori’nin segici kiiltiir ortamlarinda tiretilmesi tanida altin standarttir. Ancak
bu yontem Ornegin sayis1 veya biiylkliigii, ornekteki bakteri miktari, 6rnegin taginma
sekli ve siiresi, kullanilan besiyerleri ve inkiibasyon sartlari ile ¢alisanin tecriibesine
dayanarak degisken duyarlilik gosterir. Optimal sartlarda duyarlilik ve 6zgiilliik sirasi
ile <%90 ve %100°diir. Bakteri dis sartlardan kolaylikla etkilenerek kiiltiirde
iiretilemeyen kok-dormant-formlara doniistiigli i¢in, 6rnek materyal hemen laboratuara
taginir ve ekilirse izolasyon sansi artmaktadir. Ancak, hemen degerlendirilemeyecek
ornekler i¢in tasima besiyerleri kullanilmaktadir. Biyopsi Orneklerinin tasinmasinda
tuzlu su, % 20 glukoz ve Stuart transport medium gibi besiyerleri kullanilmistir. Stuart
besiyerinde tasman ornekteki bakterinin +4 °Cde 24 saat yasayabildigi, ancak
inkiibasyon 1sisinin >+15 °C’ye ¢ikmasi halinde ise yasama siiresinin 6 saate kadar
indigi gosterilmistir. H.pylori gilig lireyen bir bakteridir. Digki, dis plaklar, tiikkriik, su ve
gida gibi 6rneklerdeki H.pylori suslarini iiretmek imkansiz derecede zordur. Bu amagla
antibiyotikli Wilkins—Chalgren agar kullanilabilir. Ancak optimal sartlarda dahi
izolasyon sanst %10’u gegmemektedir. H.pylori’nin su ve gida gibi Orneklerdeki
varligini tespit icin a) immuno-separation (IMS)- PCR, b) [’H]thymidine isaretli
problarin kullanildig1 otoradyografi yontemi ¢) ATP- bioluminescence reaksiyonu gibi

canli bakteriyi tanitan duyarli ileri teknikler kullanilmaktadir'>*"'*°,

2.8.2.2.3. Hizh Ure Testi (HUT)

Mide biyopsi 6rneklerinde H.pylori iireaz aktivitesinin tespiti prensibine dayali

bir testtir. Test ortaminda kullanilan {ire besiyerinde Ornekteki H.pylori’nin iireyi
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hidrolizi sonucu ac¢iga ¢ikan amonyagin pH’1 yiikselterek renk indikatorii olan fenol
kirmizisinda renk degisikligi yaratmasi esasina dayanir. Orofarenkste yerlesen ve lireaz
iireten baz1 kommensal bakteriler tiikriikle gastrik biyopsi 6rnegini kontamine edebilir.
Ancak boyle zayif enzimler midenin asidik liimeninde (pH<2) kolayca denatiire
edileceklerinden testin 6zgiilliiglinii etkilemezler. Ticari olarak kullanima sunulan gel
test (CLO test, Hpfast), strip test (pyloriTek) ve tablet testler bulunmaktadir. Bunlarin
duyarliligit % 80-95, ozgiilligli de % 95-100°diir. Duyarlihik ornekteki bakteri
miktarindan etkilenir. Yapilan kantitatif caligmalarda 6rnekte en az 10* bakteri olmasi
halinde pozitif sonu¢ almmaktadir'™. Birden fazla biyopsi 6rneginin kullanilmas
halinde duyarliligin artabilecegini bildirmislerdir. Bu testler kanayan, aklorhidrili,
antibiyotik ve/veya proton pompa inhibitérii kullananlarda diisiikk duyarlhilik

géstermektedirlzg'm.

2.8.2.2.4. Molekiiler Tam Yontemleri

Son yillarda molekiiler biyolojik tant yontemleri H.pylori biyolojisi,
infeksiyonlariin tanisi, spesifik virulans faktorlerinin tayini, konakta ortaya c¢ikan
cevabin genetik temeli, antibiyotik direncinin belirlenmesi, eradikasyon tedavisinden
sonraki tekrarlayan infeksiyonlarin nedeninin tespit edilmesi ve kiiltiirde iiretilemeyen
kokoid formlarin tanimlanmasi gibi amaclar i¢in yogun olarak kullanilmistir. Ancak
niikleik asit amplifikasyon bazli teknikler, canli ve 6lii bakteri ayirimini yapamadiklari
icin yalanci1 pozitif sonuclar verebileceklerinden eradikasyon tedavisinin takibinde
Onerilmemistir. H.pylori izolatlarinda molekiiler tan1 yontemleri kullanilarak belirlenen
gen mutasyonlari, suslarin cografi ve etnik dagilimlarinin yani sira kolonize
topluluklarin etnik ge¢mislerini tayinde de Onemli bilgiler iiretmistir. Molekiiler
yontemlerle, kiiltiir ortamlarinda {retilen bakterilerin yani sira, tiikriik ve dis plaklari,
mide sivisi ve biyopsi Ornekleri ile diski gibi orneklerde de H.pylori suslarina ait
spesifik niikleik asit dizilerini direkt olarak arastirmak miimkiindiir'*.

H.pylori ile yapilan molekiiler diizeyli caligmalarda, suslarin 6zgiil niikleik asit
bolgelerinin  PCR, RT-PCR, nested-seminested-PCR, kalitatif-kantitatif PCR,
multipleks PCR, RAPD, AFLP-PCR, RFLP ve PCR-RFLP gibi amplifikasyon ve
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restriksiyon bazli fingerprinting yontemleri ile DNA dizi analizi ve mikroarray yontemi
gibi modifiye molekiiler teknikler kullanilmistir. Bir¢ok mikroorganizmanin genotipik
tanimlamasinda kullanilan PFGE yontemi, suslarinin uzun tanima boélgesine sahip
restriksiyon enzimlerine ve in-situ hibridizasyona direnc¢li olmalari1 sebebi ile H.pylori

genotiplemesinde ¢ok fazla kullaniimamigtir' >,

2.8.2.2.4.1. Amplifikasyon Bazh Yontemler

Amplifikasyon yontemleri ile H.pylori’nin 16S rRNA geni, cagA, vacA ve
allelleri, cagE ve alleli, iceA ve alleleri, babA ve babB, ureA, ureB ve ureC(glmM) geni,
RNA polimeraz altiinitlerini kodlayan rpoB ve rpoD genleri ve HP0638 gibi 0zgiil ve
virulansla ilgili oldugu diisliniilen genlerin varligi arastirilmistir. Caligmalarda gesitli
PCR modifikasyonlar1 denenmistir. Bu tekniklerin tamamu kiiltiir ve histolojik inceleme
basta olmak tizere kiyaslandiklari diger yontemlere gore daha yiiksek 6zgiilliik (% 98-
100) ve duyarlilik (10-100 cfu bakteri/0.1 pg DNA) ile yiiksek pozitif ve negatif
prediktif degerlerine (PPV — NPV) sahip, hizli ve giivenilir testler olarak
yorumlanmustir'”’. Ancak bu yontemler, sonuglari etkileyecek olan &rnek secimi,
taginma sekli, DNA ekstraksiyonunda kullanilan yontemler, amplifikasyon i¢in segilen
gen bolgeleri ile primer dizilerinin tam olarak standardize edilememis olmasi sebebi ile
rutin tanidan ¢ok arastirma amagh olarak kullanilmistir. H.pylori aragtirmalarinda
kullanilan amplifikasyon bazli yontemlerde iki 6nemli sorun bulunmaktadir. Bunlar; a)

6rnekleme ve niikleik asit ekstraksiyonu, b) hedef diziler ve segilen primerlerdir'®"".

2.8.2.2.4.1.1. Ornek Secimi ve Niikleik Asit Ekstraksiyonu

Ornek siklikla mide biyopsi dokusudur. H.pylori mide mukozasinda yamali
bohca benzeri dagilim gosterdigi i¢in, alinan her Ornek kolonizasyonu temsil
etmeyebilir. Antrum ve korpustan alinan biyopsi Orneklerinde, farkli suslarla
kolonizasyon farkli sonuglar yaratabilir. Hastanin yas1 veya hastaligin siiresi de mide

biyopsisi bazli yontemlerde duyarliligi disiiriir. Ciinkii uzun siiren infeksiyona bagl
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olarak gelisen atrofik gastrit veya intestinal tip hiicre artis1 H.pylori ig¢in duyarh epitel
alanin1 azaltir. Bu nedenle yasli veya kronik infeksiyonu olan hastalarda ornek iyi
secilmeli ve birden ¢ok alinmali veya biyopsi yerine gastrik sivi 6rnekleri amplifikasyon
amaci ile kullanilmalidir. Biyopsi 6rneklerinden H.pylori niikleik asitlerini elde etmek
icin genellikle 3 yontem kullanilmaktadir. Bunlar DNA ticari ekstraksiyon kitlerinin
kullanimi, Proteinaz-K, fenol kloroform ekstraksiyonu ve kaynatmadir. Cesitli
calismalarda bu ii¢ yontem i¢in farkli degerlendirmeler yapilmistir. Proteinaz-K, fenol-
kloroform yonteminin en kaliteli DNA eldesine imkan veren yontem oldugu bir ¢ok
yayinda ileri siriiliirken, igslemlerin artmasi halinde tasinma kontaminasyon riskinin
artacagi, proteinaz-K ve fenol tam olarak uzaklastirllamayacagi icin duyarliligin
diisecegi, islemin ne kadar basit olursa, sonugta elde edilen DNA’nin o derecede saf
olacagini bildiren yayinlar da vardir®'#13. Ornegin doku biyopsi drnekleri calisiliyorsa
inhibitorleri engellemek ve temiz DNA elde etmek i¢in; dokunun mekanik olarak
parcalanmasi, daha sonra ya oldugu gibi veya Chelex—100 gibi bir zayif katyonik ajan
ilave edilerek kaynatilmasi onerilmektedir. Klinik 6rneklerde molekiiler yontemlerin
duyarliligin1 diisiirecek muhtemel inhibitérler ¢ok sayr ve miktarda bulunabilir.
Bunlardan korunmak i¢cin PCR reaksiyon karigimina % 0.5 bovin serum albumin ilave
edilmesi ve ekstraksiyonda miimkiin oldugu kadar az kimyasal kullanilmasi
Onerilmektedir. Digki gibi bakteri yogunlugunun diisiik, inhibitér maddelerin
yogunlugunun yiiksek oldugu orneklerde DNA ekstraksiyonu esnasinda % 0.5 bovin
serum albumini kullanimi veya QIAmp Stool Mini Kit (Qiagen, Milan, Italy) gibi
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standardize edilmis ekstraksiyon Kkitlerinin kullanimi1  6nerilmektedir Ayrica,

ornekteki bakteriyi yogunlastirmak icin H.pylori kaplanmis manyetik partikiillerin

kullanilmasii duyarhihg: artirdigr bildirilmistir' 2"

2.8.2.2.4.1.2. Hedef Bolge ve Primerlerin Sec¢imi

Hedef bolgeler calisma amacina gore belirlenmelidir. Ornegin 16S rRNA diger
helikobakterlerde ve bazi gram negatif bakterilerde ortak dizilere sahip oldugu i¢in bu
bolgeleri hedef alan primerlerle yiiksek duyarlilikta ancak diisiik 6zgiilliikte sonuglar

alinmaktadir. Bu bolge hedef alindiginda, amplikonlar uygun bir restriksiyon
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endoniikleaz enzimi ile kesildikten sonra ortaya ¢ikan band profiline gére (PCR-RFLP)
H.pylori veya diger helikobakterlerin tanisi konulabilir. Oysa ureC ve ureA genleri
H.pylori i¢in son derece spesifik olup, NAAT direkt tani i¢in kullanilacaksa bu genlere
ait spesifik dizilerin hedef olarak alinmasi taniy1 yiiksek Ozgiillik kazandiracaktir.
H.pylori tanisinda uygulanan farklt PCR protokollerinin karsilastirildig bir ¢caligmada,
kiiltlir pozitif 24 biyopsi O0rnegi ile kiiltiir negatif 26 biyopsi 6rnegi, 16S rRNA genini
hedef alan 3 farkli primer seti, ssa genini taniyan bir primer seti, random sec¢ilmis
dizileri taniyan bir primer seti, ured geni ve ureC genini hedef alan primer setleri
kullanilarak incelenmis ve sonuglar kiiltiir pozitifligi ile kiyaslanmistir™'. Sonugta, 165
rRNA’y1 hedef alan primerlerin diger primerlere gore 10 kat daha duyarli olmasina
ragmen (0.01 pg DNA - 0.1 pg DNA) 6zgiilliiglinlin ¢ok diisiik oldugu gdosterilmistir.
Bes farkli bolgeyi hedefleyen PCR protokolleri igerisinde ured genini hedef alan
PCR’1n duyarlilig: diisiik, 6zgiilliigl yiiksek olarak bulunmustur. Hem duyarliligi, hem
de ozgiilligi yiliksek olarak gosterilen ureC genini hedef alan PCR’in PPV degeri
%100, NPV degeri de %96 olarak bulunmustur”'. Mide biyopsi orneklerinde
patogenezle iliskili oldugu i¢in calismalarda Oncelikli hedef olan vacA ve cagA gibi
genlerin ayni allellerinin amplifikasyonu ic¢in kullanilan farkli primerlerin farkl
duyarlihikta sonuclar iirettigi gosterilmistir''™'®. Bu sebeple biyopsi érnekleri énce ureC
veya ureA genleri i¢in pozitif bulunduktan sonra, kalan DNA ekstrakti ile gerekiyorsa
H.pylori i¢in arastirilmast diisiiniilen cagd, vacA, iceA gibi diger gen bolgelerinin
amplifikasyonuna gegilmelidir'*'.

Diskida H.pylori tanisinda NAAT kullanilacaksa, hedef gende miimkiin olan en
kisa fragmenti taniyan primerlerin secilmesi dnerilmistir. Dis taslarinda H.pylori tespiti
icin dizayn edilmis PCR calismalarinda % 0-97 arasinda prevalans bildirilmistir. Bu
biiylik fark toplumsal hijyen veya kiiltir farkindan ¢ok PCR protokollerindeki
farkliliktan kaynaklanmaktadir®'?.

H.pylori PCR tekniklerinde amplifikasyon tekniklerindeki genel problemlere
kars1 duyarli olunmali, yalanci negatiflik veya pozitiflige karsi iiniversal tedbirler
alimmalidir. Yalanci negatif sonuglarin belirlenmesi i¢cin mutlaka internal kontroller
kullamlmalidir. Ozellikle ekstraksiyon asamasi birden fazla olan protokollerde kros
kontaminasyonlar her zaman risk olarak kabul edilmeli ve bunun i¢in dTTP yerine

dUTP kullanilmalidir. Ayrica primer—dimer olusumunu engellemek i¢in de “hot-start”
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yontemi kullanilmali ve reaksiyon karigimi igerisine 16mM amonyum sulfat veya

DMSO ilave edilmelidir®'*.

2.8.2.2.4.2. Restriksiyon Bazh Yontemler

Bu yontemlerde ya total genomik DNA veya genomda amplifiye edilmis
spesifik bir bolgenin, restriksiyon enzimleri (Saull, Bglll, Hhal, Haelll, Mbol veya
Msel) ile kesilmesi sonucu ortaya ¢ikan fragmentlerin say1 ve biiyiikliikleri dikkate
alinarak tiir, sus ve allel diizeyinde tani konabilir®'*'*.

Genel olarak, secilecek tani yontemi bdlgenin ve hastanin Ozellikleri dikkate

alarak secilmelidir. Testlerin birbirlerine karsi avantaj ve dezavantajlart tablo 2.2°de

6zetlenmistir'*’.

Tablo 2.2. H.pylori tan1 yontemlerinin 6zgiilliikk ve duyarliliklari.

- . Tedavi sonrasi
Testler Tedavi dncesi (n=192) (n=81, 18 H.pylori positive)
Sensitivite Spesifite Sensitivite Spesifite
Giemsa % 90 % 100 % 47 % 100
W. Stary % 59 % 95 % 47 % 65
IH % 83 % 100 % 72 % 100
Kiiltiir % 87 % 100 % 72 % 100
CLO test % 87 % 100 % 72 % 100
HUT % 84 % 99 % 83 % 100
IgA % 78 % 86 % 80 % 63
IgG % 81 % 86 % 76 % 37
Tam Kan Ig % 85 % 83 % 89 % 42
13C-UBT % 74 % 96 % 35 % 95
HpSA % 61 % 100 % 25 % 100
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Orneklerin Toplanmasi ve Tasginmasi

H.pylori genotipleri ile gastrit/mide iilseri ve duodenal iilser arasindaki muhtemel
iliskiyi molekiiler epidemiyolojik yontemlerle tespiti amaglayan bu ¢aligmaya; Ocak 2005
— Ocak 2006 tarihleri arasinda kalan toplam 12 aylik siire igerisinde gastroduodenal
yakimalarla Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi Gastroenteroloji Anabilim Dali ile
Saglik Bakanligt Adana Cukurova Devlet Hastanesi Gastroenteroloji polikliniklerine
basvuran ve endoskopik olarak gastrit ve mide iilseri veya duodenal {ilser tanis1 konulan,
daha once tedavi almamis, 96’s1 (% 41.6) kadin, 135’1 (% 58.4) erkek olmak {izere toplam
231 hastadan birisi antrum ve birisi korpus bolgelerinden olmak iizere alinan 462 biyopsi
ornegi dahil edildi. Ornekler, gastritli ve/veya mide iilserli (G/MU) hastalar ile duodenal
iilserli (DU) hastalar olmak iizere iki hasta grubuna ayrilarak, molekiiler epidemiyolojik

arastirma i¢in kullanildi (Tablo 3.1).

Tablo 3.1. Antrum ve korpus biyopsi 6rnekleri degerlendirilen hastalarin cinsiyete ve hasta gruplarma gore
dagilim.

Kadin Erkek Toplam

Say1 (%) Say1 (%) Say1 (%)
G/MU 69 (71.9) 89 (65.9) 158 (68.4)
DU 27 (28.1) 46 (34.1) 73 (31.6)
Toplam 96 (41.6) 135 (58.4) 231

G/MU — Endoskopik olarak gastrit ve/veya mide iilseri tanis1 almus hastalar;

DU — Endoskopik olarak duodenal iilser tanis1 almis hastalar.

Biyopsi &rnekleri % 3 gliserin igeren Beyin Kalp Infiizyon Buyyonu (BHIB)

icerisine alinarak en gec¢ 2 saatte laboratuvara ulastirildi ve H.pylori genotiplemesi igin

kullanilmak iizere ekstrakte edilene kadar -20 °C’de sakland.
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3.1.1. Beyin Kalp infiizyon Buyyonu

Biyopsi orneklerinin laboratuvara tasinmasi amaci ile kullanildi (OXOID LTD.

CMO0225).

Calf brain infusion solids 12.5 gr
Beef heart infusion solids Segr
Proteose peptone 10 gr
Glucose 2gr
Sodium chloride 5gr
Di-sodium phosphate 2.5 gr
Distile Su 1000 ml
pH: 7.4+ 0.2

3.1.1.1. Beyin Kalp Infiizyon Buyyonunun Hazirlanisi

37 gram toz besiyeri 1000 ml distile suda ¢oziiliip, otoklavda 121 °C’de 15
dakikada steril edildi. Uzerine otoklavda steril edilmis gliserinin alt fazindan son
konsantrasyonu % 3 olacak sekilde eklenerek karistirildiktan sonra tiiplere ikiser ml

dokiildii.

3.2. PCR Uygulamalar

Mide biyopsi drneklerinden DNA ekstraksiyonu yapildi ve bu ekstraktlar dnce
ureC (glmM) gen dizisinin tespiti yoniinden spesifik primerler yardimi ile PCR yontemi
ile incelendi. ureC geni pozitif bulunan orneklerin DNA ekstraktlar1 cagd ve vacA
genlerinin, vacA geni pozitif bulunan 6rneklerin DNA ekstraktlar1 da vacA allellerinin

tespiti i¢in PCR yontemi ile degerlendirildi.
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3.2.1. Biyopsi Orneklerinden DNA Ekstraksiyonu

Bu c¢alismada biyopsi oOrneklerinden H.pylori DNA’sinin ekstraksiyonu igin
QIAGEN QIAamp DNA Mini Kit (Lot No: 11872534, Kat No: 51306) doku ekstraksiyon
kiti kullanilda.

3.2.1.1. Uygulama

1. Yaklagik 25 mg doku 6rnekleri 1.5 ml’lik eppendorf tiiplerine alindi. Bunlarin
tizerlerine 180 pul ATL buffer (doku lizis tamponu) ve 20 ul pK (proteinaz K)
eklenip vortekslendi ve 56 °C’de bir gece bekletilerek tam olarak erimesi
saglandi.

2. Inkiibasyondan sonra kisaca santrifiij (short spin) edildi (kapakta sivi kalmamas1
i¢in). Uzerine 200 ul AL buffer (guanidine hydrochloride + guanidine tuzlar)
eklenip 15 sn pulse vorteks yapildi ve 70 °C’de 10 dk bekletildi. Kisaca santrifiij
(short spin) edildi.

3. Uzerine 200 pl etanol (% 96-100) eklenip 15 sn pulse vorteks yapildi. Kisaca
santrifiij (short spin) edildi.

4. Karigim 2 ml’lik toplama tiipii icindeki QIAamp spin kolonlara kenarlarini
1slatmadan bosaltildi ve 6000 x G’de 1 dk santrifiij edildi (HERAEUS Biofuge
Primo R). Spin kolon yeni bir toplama tiipline aktarildi, i¢i s1vi dolu olan tiip
atild.

5. Filtrenin tlizerine kenarlarini 1slatmadan 500 pl AW1 buffer (yikama solusyonu:
guanidium isothiocyanate + ethanol) eklenip 6000 x G’de 1 dk santrifiij edildi.
Spin kolon yeni bir toplama tiipiine aktarildi, i¢i s1vi dolu olan tiip atild1.

6. Filtrenin iizerine kenarlarini 1slatmadan 500 pl AW2 buffer (yikama solusyonu:
yiiksek konsantrasyonda tuz + ethanol + sodium azide) eklenip 20000 x G’de 3
dk santrifiij edildi (Eger istenirse, spin kolon yeni bir toplama tiipiine aktarilir,
i¢i s1v1 dolu olan tiip atilir ve bu asama tekrar edilir).

7. Spin kolon yeni temiz bir 1.5 ml’lik eppendorf tiipiine aktarildi. Uzerine 200 pl
AE buffer veya distile su eklendi ve oda 1sisinda 1 dk bekletilip, 6000 x G’de 1
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dk santrifiij edildi. Spin kolon atild1 ve tiipteki sivida DNA kald1 (istenirse, bu

asama da tekrarlanabilir).

Ekstrakte edilmis DNA igeren tiipler, spektrofotometrede (CHEBIOS s.r.l.
Optimum-One UV-VIS Spectrophotometer) 260 nm dalga boyunda DNA yogunlugu
yoniinden incelendi ve yogunluklarinin amplifikasyonlar i¢in yeterli oldugu (>3 ug/ml)
tespit edildi. Daha sonra bu tiipler arastirilacak olan gen bolgelerinin amplifikasyonlari

tamamlanincaya kadar -20 °C’de saklandi.

3.2.2. Amplifikasyon

Amplifikasyon asamalarinin gerceklestirilmesi i¢in Termal Cycler (APPLIED
BIOSYSTEMS 2720 Termal Cycler) kullanilda.

3.2.2.1. H.pylori ureC (glmM) Geninin Amplifikasyonu

ureC geninin varligin1 PCR ile gostermek i¢in bu gene ait 294 bp uzunlugundaki
fragmenti hedef alan glmMI1-F (5’-AAG CTT TTA GGG GTG TTA GGG GTT T-3°)
ve glmM2-R (5’-AAG CTT ACT TTC TAA CAC TAA CGC-3’) primerleri kullanildi
(Tablo 3.2). Amplifikasyon 10 mM Tris-HCI [pH 8.3], 50 mM KCI, 1.5 mM MgCl,,
herbir ANTP’den 200 uM, herbir primerden 25 pmol, 2.5 U Tag polymerase ve 5
mikrolitre kalip DNA igeren toplam 50 mikrolitre PCR karisiminda gergeklestirildi.

Amplifikasyon agamalar1 asagidaki sekilde tamamlandi:

1. 94 °C’de 4 dak. - ilk denaturasyon

2. 93 °C’de 1 dak. - denaturasyon
55 °C’de 1 dak. - baglanma (annealing) 35 dongti
72 °C’de 1 dak. - uzama (extension)

3. 72 °C’de 7 dak. - son uzama (extension)
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Amplifikasyon iirlinleri etidyum bromiirlii % 2’lik agaroz jel elektroforezi ile
incelendi ve ureC geni pozitif bulunan oOrnekler cagd ve vacA genleri yOniinden

arastirildi.

3.2.2.2. cagA Geninin Amplifikasyonu

cagA varligmi PCR ile gostermek i¢in bu gene ait 349 bp uzunlugundaki gen
bolgesini hedef alan cagAd-F1 (5’-GAT AAC AGG CAA GCT TTT GAG G-3’) ve
cagA-B1 (5’-CTG CAA AAG ATT GTT TGG CAG A-3’) primerleri kullanild1 (Tablo
3.2). Amplifikasyon 10 mM Tris-HCI [pH 8.3], 50 mM KCI, 1.5 mM MgCl,, herbir
dNTP’den 200 pM, herbir primerden 25 pmol, 2.5 U Taq polymerase ve 5 mikrolitre
kalip DNA igeren toplam 50 mikrolitre PCR karnigiminda gergeklestirildi.

Amplifikasyon asamalar1 agagidaki sekilde tamamlandi:

1. 95 °C’de 4 dak. - ilk denaturasyon

2. 94 °C’de 1 dak. - denaturasyon
55 °C’de 1 dak. - baglanma (annealing) } 35 dongii
72 °C’de 1 dak. - uzama (extension)

3. 72 °C’de 7 dak. - son uzama (extension)

3.2.2.3. vacA Geninin Amplifikasyonu

vacA varligin1i PCR ile gostermek amaci ile bu gene ait 259 bp veya 286 bp
uzunlugundaki gen bdlgesini hedef alan ve bu gen icin son derece spesifik olan
VacAval-F (5’-ATG GAA ATA CAA CAA ACA CAC-3’) ve VacAval-R (5’-CTG
CTT GAA TGC GCC AAA C-3°) primerleri kullanildi (Tablo 3.2). Amplifikasyon 10
mM Tris-HCI [pH 8.3], 50 mM KCI, 1.5 mM MgCl,, herbir ANTP’den 200 puM, herbir
primerden 25 pmol, 2.5 U Tag polymerase ve 5 mikrolitre kalip DNA igeren toplam 50
mikrolitre PCR karisiminda gergeklestirildi. Amplifikasyon asamalar1 asagidaki sekilde

tamamlandi:
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1. 95 °C’de 4 dak. - ilk denaturasyon

2. 94 °C’de 1 dak. - denaturasyon
52 °C’de 1 dak. - baglanma (annealing) 35 dongi
72 °C’de 1 dak. - uzama (extension)

3. 72 °C’de 7 dak. - son uzama (extension)

vacA geni pozitif bulunan 6rneklerde vacA gen allellerinin (isaret bolgesindeki
sla, s1b, slc ve s2 ile toksinin kodlandig1 orta bolgedeki mia, mi1b ve m2 allellerinin)
amplifikasyonlar1 yapildi.

3.2.2.4. vacA Gen Allellerinin Amplifikasyonu

vacA allellerinin varligin1 géstermek icin kullanilan primerler Tablo 3.2°de

gosterilmistir. Amplifikasyon vacA amplifikasyonundaki ile ayn1 PCR karigiminda ve

ayni asamalardan gecerek gerceklestirildi.
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Tablo 3.2. Calismamizda kullanilan primerler.

Gen Primer Primer Dizisi * PCR Uriiniiniin | Kaynak
(5’ — 3’ yoniinde) Boyutu (Konum)

ureC glmMI-F | AAG CTT TTA GGG GTG TTA GGG GTT T 294 bp 131, 132,
glmM2-R | AAG CTT ACT TTC TAA CAC TAA CGC (784-1077) 133

cagA CagA-F1 | GAT AAC AGG CAAGCTTTT GAG G 349 bp 13, 134,
CagA-Bl | CTG CAA AAG ATT GTT TGG CAG A (1228-1576)¢ 135

vacA VAIL-F ATG GAA ATA CAA CAA ACA CAC 259 bp 13, 14,
VAI-R CTG CTT GAA TGC GCC AAAC (797-1055)¢ 98

286 bp
(284-569)°

vacA sla | SSI1-F GTC AGCATC ACACCGCAAC 190 bp 14, 136
VAI-R CTG CTT GAA TGC GCC AAAC (866-1055)°

vacA slb | SS3-F AGC GCC ATA CCG CAA GAG 187 bp 14, 16
VAI-R CTG CTT GAA TGC GCC AAA C (869-1055)"

vacA sle | SIC-F CTCTCG CTT TAGTGG GGY T 213 bp 13,16
VAI-R CTG CTT GAA TGC GCC AAA C (843-1055)"

vacA s2 SS2-F GCT AAC ACG CCA AAT GAT CC 199 bp 14, 136
VAI-R CTG CTT GAA TGC GCC AAA C (371-569)°

vacA mla | VA3-F GGT CAA AAT GCG GTC ATG G 290 bp 14, 16
VA3-R CCA TTG GTA CCT GTA GAA AC (2741-3030)°

vacA mlb | VAm-F3 | GGC CCC AAT GCA GTC ATG GAT 291 bp 16, 86
VAm-R3 | GCT GTT AGT GCC TAA AGA AGC AT (2741-3031)

vacAm2 | VA4-F GGA GCC CCA GGA AACATTG 352 bp 16, 137
VA4-R CAT AACTAG CGC CTT GCA C (2284-2635)°

*Y=CveyaT.

® H.pylori 26695 susunun ureC genindeki niikleotid pozisyonlari.
¢ H.pylori ATCC 53726 susunun cagA genindeki niikleotid pozisyonlari (GenBank ulasim numarasi:

L117714).

4 H pylori 60190 susunun vacA genindeki niikleotid pozisyonlar: (GenBank ulasim numarasi: U05676).
¢ H.pylori Tx30a sugunun vacA genindeki niikleotid pozisyonlar1 (GenBank ulagim numarasi: U29401).
" H.pylori 60190 susunun niikleotid pozisyonlarina uygun.

3.2.3. Agaroz Jel Elektroforezi

Amplifikasyon iirlinleri etidyum bromiirlii % 2’lik agaroz jel elektroforezi ile

arastirildi. Hem tank tamponu olarak, hem de agaroz jelinin hazirlanmasinda TBE

tamponu kullanildi. TBE (Tris, Borik asit, EDTA) konsantre seklinde (10xTBE) stok

solusyon olarak hazirlandi ve gerektik¢e, 1xXTBE olacak sekilde sulandirildu.

3.2.3.1. 10xTBE tamponunun hazirlanmasi

108 gr
S5 ¢gr

Tris-Base

Borik asit
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10.

11.

12.

8.3 gr EDTA
eritilip distile su ile 1000 ml’ye tamamlandi.(pH: 8.8)

3.2.3.2. Uygulama

10xTBE 1xTBE seklinde sulandirildi.

Eridiginde % 2’lik jel olusturacak sekilde agaroz tartilip bir balon igerisine
konuldu.

Uzerine 1xTBE tamponu (% 2’lik jel olusturacak hacimde) ilave edilerek
mikrodalga firinda eritildi.

Bir siire bekleterek (60 °C’nin altina diismeyecek sekilde) sogutuldu.

Igerisine etidyum bromid (30 ml’lik jel igin 3-4 ul (10 mg/ml’lik stok) yeterlidir)
eklenerek karistirildi.

Onceden hazirlanmis ve taraklar1 uygun olarak yerlestirilmis jel kalip tepsisinin
lizerine yavasca dokiildii.

Oda sicakliginda 20-30 dk bekletilerek katilagsmasi saglandi.

Jel kalib1 tanka (OWL Separation Systems Model B2 Mini Gel Electrophoresis
System) (Resim 1) yerlestirilerek taraklar yavasca cikarildi.

Orneklerden 5’er pl alinarak parafilm iizerinde 3 pl yiikleme tamponu (% 20
stikroz, % 0.25 brom fenol mavisi (1XxTBE ile hazirlanmis)) ile karistirilarak,
acilan her kuyuya bir érnek olacak sekilde konuldu (Ilk kuyuya DNA markeri
yiiklenir).

Tankin giic kaynagi (LABNET International Power Station 300) (Sekil 3.1)
calistirilarak 80 mA — 120 V akim verildi.

Brom fenol mavisinin migrasyonu takip edilerek jelin 2/3’lik kismina
ulastiginda elektroforez durduruldu.

Jel tanktan c¢ikarildi ve jel goriintiileme sistemi (DNR Bio-Imaging Systems
Visible & Ultraviolet Transilluminator, MiniBIS Bio-Imaging System) (Sekil

3.2) ile goriintiilenerek incelendi.
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N

Sekil 3.1. Elektroforez tanki ve gii¢ kaynagi. Sekil 3.2. Jel goriintiileme sistemi

3.3. istatistiksel Analiz

Bulgularn istatistiksel analizi i¢in Ki kare Fisher exact testi kullanildi.
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4. BULGULAR

H.pylori genotiplerinin gastroduodenal patoloji ile muhtemel iliskisini PCR
yontemi ile tespiti amaglayan bu ¢aligmada 96’s1 (% 41.6) kadin, 135’1 (% 58.4) erkek
olmak {iizere toplam 231 hastanin antrum ve korpusundan alinan biyopsi Ornekleri
degerlendirildi (Tablo 3.1).

H.pylori ureC genini (294 bp uzunlugundaki spesifik fragmentini) hedefleyen
PCR testi ile 72’si (% 75.0) kadin, 129°u (% 95.6) erkek olmak iizere toplam 201 (%
87.0) olguda 6rneklerin en az birinde H.pylori’nin mide kolonizasyonunu gosteren PCR

pozitifligi tespit edildi (Tablo 4.1 ve Sekil 4.1).

Sekil 4.1. PCR amplifikasyon iirlinlerinin %2’lik agaroz jeldeki goriintiileri. A) ureC (glmM) genine spesifik
diziler (294 bp); B) cagd genine spesifik diziler (349 bp); C) vacA genine spesifik diziler (259 bp); D)
vacAsla alleline spesifik diziler (190 bp); E) vacAsib alleline spesifik diziler (187 bp); F) vacAsic alleline
spesifik diziler (213 bp); G) vacAs2 alleline spesifik diziler (199 bp); H) vacAmia alleline spesifik diziler
(290 bp); I) vacAsa alleline spesifik diziler (291 bp); J) vacAsla alleline spesifik diziler (352 bp).
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Tablo 4.1. Kadin ve erkek hastalarin mide biyopsisi drneklerinden en az birinde ureC genini hedefleyen
PCR testi ile H.pylori dagilimi.

.. ureC-PCR(+) ureC-PCR(-)
Cinsiyet Say1 (%) Sayt (%) Toplam
Kadin 72 (75.0) 24 (25.0) 96
Erkek 129 (95.6) 6 (44 135
Toplam 201  (87.0) 30 (13.0) 231

Biz hastalarimizin 201 (%87)’inde antrum biyopsi Orneklerini ureC-PCR
yontemi ile H.pylori yoniinden pozitif olarak bulmus iken, tamami antrum pozitif
hastalar arasindan olmak tizere 154 (%76.6) hastanin korpus oOrneklerinin de ayni
yontemle H.pylori yoniinden pozitif oldugunu tespit ettik. Yani, 47 (%23.4) hastada
korpus ornekleri negatif iken, antrum 6rnekleri pozitif olarak bulundu. Bu 201 hastadan
endoskopik muayene ile G/MU tanist alan 131’inin (% 65.2) 113’iinde (% 86.3) hem
korpus, hem antrum 6rnekleri pozitif iken, 18 (% 13.7) hastada sadece antrum 6rnekleri
pozitif bulundu. Buna karsilik, H.pylori kolonizasyonu gosterilen 201 hastadan
endoskopik muayenede DU tanisi alan hastalarm 70’inin (% 34.8) 41’inde (% 58.6)
hem antrum, hem de korpus ornekleri pozitif iken, 29 (% 41.4) hastada sadece antrum
biyopsi Ornegi pozitif bulundu. Buradan anlasildigi gibi, bu iki grupta yer alan
hastalarin hi¢ birisinde tek basina korpus pozitifligi tespit edilemedi (Tablo 4.2).

Tablo 4.2. Mide biyopsisi 6rneklerinden en az birinde H.pylori ureC-PCR ile pozitif bulunan hastalarin
endoskopik taniya ve lokalizasyona gore dagilimu.

Endoskopik tani Antrum Korpus Antrum+Korpus Toplam
Say1 (%) Say1 (%) Say1 (%) Say1 (%)
G/MU 18 (13.7) - 113 (86.3) 131  (65.2)
DU 29 (414 - 41  (58.6) 70  (34.8)
Toplam 47 (234 - 154  (76.6) 201

G/MU — Endoskopik olarak gastrit ve/veya mide iilseri tanis1 almus hastalar.
DU — Endoskopik olarak duodenal iilser tanis1 almis hastalar.

Endoskopik olarak G/MU tanisi alan hastalarin antrum &rneklerinde ureC
pozitiflik oranlar1 erkek hastalarda % 95.5’e ulasirken, kadinlarda bu oran % 66.7 olarak
tespit edildi. Korpus oOrneklerindeki wureC pozitiflik oranlar ise erkek ve kadin
hastalarda siras1 ile % 86.5 ve % 52.2 olarak bulundu. Korpus 6rneklerinde ureC pozitif

bulunan hastalarin tamamina ait antrum 6rnekleri de pozitif bulundu (Tablo 4.3).
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Tablo 4.3. G/MU’li hasta grubunda antrum ve korpus biyopsi érneklerinin ureC-PCR testi sonuglarina ve
cinsiyete gore dagilimi.

Antrum Korpus
Kadin Erkek Toplam Kadin Erkek Toplam
Say1 (%) Say1 (%) Say1 (%) Say1 (%) Say1 (%) Say1 (%)
ureC-PCR(+) 46 (66.7) 85 (95.5) 131 (82.9) 36 (52.2) 77 (86.5) 113 (71.5)
ureC-PCR(-) 23 (33.3) 4 4.5 27 (17.1) 33 (47.8) 12 (13.5) 45 (28.5)
Toplam 69 89 158 69 89 158

Endoskopik olarak DU alan hastalarin antrum 6rneklerindeki ureC pozitiflik
oranlar1 erkek hastalarda % 95.7, kadinlarda % 96.3 olarak bulunmus iken, korpus
orneklerindeki ureC pozitiflik oranlar1 erkek ve kadin hastalarda sirasi ile % 63.0 ve %
44 .4 olarak bulundu. Korpus orneklerinde ureC pozitif bulunan hastalarin tamamina ait

antrum Ornekleri de ureC yoniinden pozitif bulundu (Tablo 4.4).

Tablo 4.4. DU’li hasta grubunda antrum ve korpus biyopsi érneklerinin ureC-PCR testi sonuglarina ve
cinsiyete gore dagilimi.

Antrum Korpus
Kadin Erkek Toplam Kadin Erkek Toplam
Say1 (%) Say1 (%) Say1 (%) Say1 (%) Say1 (%) Say1 (%)
ureC-PCR(+) 26 (96.3) 44 (95.7) 70 (95.9) 12 (44.4) 29 (63.0) 41 (56.2)
ureC-PCR(-) 1 3.7 2 (43 3 4.1 15 (55.6) 17 (37.0) 32 (43.8)
Toplam 27 46 73 27 46 73

ureC-PCR ile biyopsi orneklerden en az birinde H.pylori pozitifligi tespit edilen
201 hastanin endoskopik tan1 gruplarina dagiliminda, pozitifligin 131 olgu ile gastrit / mide
tilserli grupta yogunlastig1 goriildii. Buna karsilik, endoskopik taniya dayali hasta gruplar
kendi igerisinde ureC-PCR pozitifligi dagilimi yoniinden degerlendirildiginde, H.pylori
pozitifliginin 70 (% 95.9) olgu ile duodenal {ilserli hastalarda 131 (% 82.9) olguda pozitif
bulunan G/MU’li olgulara gore istatistiksel olarak anlamli derecede (p=0.006; Ki kare
testi) yiiksek oranda oldugu goriildii (Tablo 4.5).
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Tablo 4.5. G/MU’li hastalar ile DU’li hastalarda ureC-PCR testine gore H.pylori dagilimu.

Hasta gruplan ugZSIPC(l;()-)F) ug:;; P(éf;:)) Toplam
G/MU 131 (82.9) 27 (17.1) 158
DU 70 (95.9) 3 4D 73
Toplam 201 (87.0) 30 (13.0) 231

G/MU - Endoskopik olarak gastrit ve/veya mide iilseri tanis1 almis hastalar.
DU — Endoskopik olarak duodenal iilser tanis1 almis hastalar.
p=0.006 (Ki kare testi).

Mide biyopsisi Orneklerinden en az birinde ureC pozitif olan toplam 201
hastadan 169’unda (% 84.1) cagA icin spesifik olan 349 bp uzunlugundaki DNA
fragmenti, 199’unda (% 99.0) ise vacA i¢in spesifik olan 259 bp veya 286 bp
uzunlugundaki DNA fragmenti PCR testi ile biyopsi 6rneklerinden en az birinde pozitif
olarak bulundu (Sekil 4.1). Her iki grupta da cagA ve vacA yoniinden korpus 6rnekleri
pozitif bulunan hastalarin antrum 6rnekleri de pozitif olarak tespit edildi. Bu sebeple,
ureC-PCR pozitifligi tespit edilen G/MU’li olgulardan 103’ii (% 78.6) cagA ve 129’u
(% 98.5) vacA yoniinden Orneklerden en az birinde pozitif iken, DU’li olgularin
66’smin (% 94.3) cagA ve tamaminin (% 100) vacA yoniinden Orneklerden en az

birinde pozitif oldugu goriildii (Tablo 4.6).

Tablo 4.6. Mide biyopsisi 0rneklerinden en az birinde cagd ve vacA pozitifliginin hasta gruplarina
dagilim.

cagA vacA

Hasta Gruplan

(ureC-PCR(+) olgu sayist) Pozitif Negatif Pozitif Negatif

Say1 (%) Say1 (%) Say1 (%) Say1 (%)

G/MU (131) 103 (78.6) 28 (21.4) 129 (98.5) 2 (1.5)
DU (70) 66 (94.3) 4 (57) 70 (100) -
Toplam (201) 169 (84.1) 32 (15.9) 199 (99.0) 2 (1.0

G/MU — Endoskopik olarak gastrit ve/veya mide iilseri tanist almig hastalar.
DU — Endoskopik olarak duodenal iilser tanist almis hastalar.

Boylece, cagAd ve vacA pozitif H.pylori oranlarinin DU’li grupta G/MU’li gruba
gore daha yliksek oldugu goriildii ve bu fark cagAd pozitiflik oranlart icin istatistiksel
olarak anlamli bulundu (cagd: p=0.004, vacA: p=0.544; Ki kare Fisher exact testi)
(Tablo 4.7).
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Tablo 4.7. Hasta gruplarinda cag4 ve vacA pozitifliginin Ki kare testine gore degerlendirilmesi.

G/MU (131) DU (70) L
Genler Sayi (%) Sayi (%) p Degeri
cagA 103 (78.6) 66 (94.3) 0.004
vacA 129 (98.5) 70  (100) 0.544

G/MU — Endoskopik olarak gastrit ve/veya mide iilseri tanis1 almis hastalar.
DU — Endoskopik olarak duodenal iilser tanis1 almis hastalar.

G/MU’li olgulardan alinan ve ureC-PCR ile pozitif bulunan 131 antrum
orneginin 103’linde (% 78.6) PCR testi cagAd yoniinden pozitif olarak bulunmus iken,
129’unda (% 98.5) vacA yoniinden pozitif olarak tespit edildi. Bu hasta grubundaki 113
korpus o6rneginin 102’sinde (% 90.3) cagAd pozitif iken, tamaminda (% 100) vacA
pozitifligi goriildii. Buna karsiik, DU’li olgulardan alinan ve ureC-PCR ile pozitif
bulunan 70 antrum O6rneginin 66’s1 (% 94.3) cagAd pozitif iken, tamaminda (% 100)
vacA pozitifligi goriildii. Bu hasta grubundaki 41 korpus 6rneginin tamami (% 100) hem
cagA, hem de vacA yoniinden pozitif bulundu (Tablo 4.8). G/MU’li hastalardan 2’sinin
(% 1.5) antrum Ornekleri hem cagd, hem de vacA yoniinden negatif bulundu. Bu

hastalarin korpus ornekleri ureC-PCR negatif olmalar1 sebebi ile degerlendirilmedi.

Tablo 4.8. ureC-PCR testi ile pozitif bulunan antrum ve korpus biyopsi drneklerinin hasta gruplarina ve
cagA, vacA genlerinin pozitifliklerine gore dagilimi.

cagA vacA
Say1 (%) Say1 (%)
Antrum G/MU (131) 103 (78.6) 129 (98.5)
DU (70) 66 (94.3) 70  (100)
Korpus G/MU (113) 102 (90.3) 113 (100)
DU (41) 41  (100) 41  (100)

G/MU - Endoskopik olarak gastrit ve/veya mide iilseri tanis1 almus hastalar.
DU — Endoskopik olarak duodenal iilser tanis1 almis hastalar.

H.pylori’nin gastrik kolonizasyonunun prognozu iizerinde cagAd ve vacA
pozitifliginin yan1 sira, vacA gen allellerinin de belirleyici oldugu ileri siiriilmektedir.
vacA pozitif olan 199 olguya ait 6rneklerde vacA4 geninin “s” bolgesindeki mutasyonlari
gostermek amaci ile yaptigimiz allel tespit ¢alismasinda 92 (% 46.2) sus ile vacAsla
allelinin en sik rastlanan allel oldugu, bunu 87 (% 43.7) sus ile vacAsic allelinin izledigi

goriildii. Benzer sekilde, vacA geninin “m” bolgesindeki allelik mutasyonlar1 hedef alan
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primerler kullanarak yaptigimiz PCR ¢alismasinda ise 99 (% 49.8) sus ile vacAmlib
allelinin en sik goriilen allel oldugu, bunu 83 (% 41.7) sus ile vacAm1a allelinin izledigi

tespit edildi (Tablo 4.9 ve Sekil 4.1).

Tablo 4.9. Mide biyopsisi 6rneklerinden en az birinde vacA4 geni pozitif bulunan olgularin vacA allellerine
gore dagilimu.

“s” allelleri (199) “m” allelleri (199)
Say1 (%) Say1 (%)
sla s1b slc s2 mla mlb m2
92 (46.2) 15 (7.6) 87 (43.7) 5 (2.5 83 (41.7) 99 (49.8) 17 (8.5)

vacA geni pozitif bulunan toplam 199 olguya ait 6rnegin vacA genotiplerine
gore dagiliminda; s/a/m1b allel kombinasyonunun (genotipinin) 15’1 kadin, 34’1 erkek
olmak tizere toplam 49 (% 24.6) olguya ait érnekte en yiiksek oranda goriildiigii, bunu
45 (% 22.6) ornekle sic/mib, 40 (% 20.1) ornekle s/a/mla ve 34 (% 17.1) 6rnekle
slc/mla genotiplerinin izledigi goriildii. Orneklerin hig birisinde s2/mI genotipi tespit

edilmedi (Tablo 4.10 ve Sekil 4.2).

Tablo 4.10. Mide biyopsisi 6rneklerinden en az birinde vacA geni pozitif bulunan olgularin s/m allel
kombinasyonlarinin (genotiplerinin) cinsiyete gore dagilimi.

Allel Kadin (71) Erkek (128) Toplam (199)
Kombinasyonlari Say1 (%) Say1 (%) Say1 (%)
sla/mla 17 (24.0) 23 (18.0) 40  (20.1)
sla/ml1b 15 (21.1) 34  (26.6) 49  (24.6)
slb/mla 3 42 6 4.7 9 4.5
slb/mlb 2 (2.8) 3 23 5 (2.5
slc/mla 13 (18.3) 21 (164 34 (17.1)
slc/mlb 14 (19.7) 31 (24.2) 45 (22.6)
sl/m2 4 (5.7 8 (6.2) 12 (6.1)
52/m2 3 42 2 (1.6) 5 (2.5
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vacA genotipleri
Sekil 4.2. vacA genotiplerinin cinsiyet gruplarina gére dagilimu.

G/MU’li hastalarin antrum rneklerindeki vacA allel kombinasyonlarinin
dagilimi incelendiginde, en sik tespit edilen genotipin 33 (% 25.6) ornek ile s/c/mlib
oldugu gortildi. Bu genotipi 26 (% 20.1) 6rnek ile s/c/mla izledi. Bu hastalarin korpus
orneklerindeki genotiplerin dagilim sikligina bakildiginda ise, antrumda oldugu gibi 33
(% 29.2) ornek ile sic/mi1b genotipinin ilk sirayr aldigi, ikinci sirada da sic/mla
genotipinin 26 (% 23.0) ornek ile yer aldig1 goriildii Antrum orneklerinde s/c/mlib
genotipi tespit edilen 33 hasta ile s/c/mla genotipi tespit edilen 26 hastanin tamaminin
korpusunda da ayn1 genotiplere sahip olan suslarin kolonize oldugu tespit edildi.

DU’li hastalara ait antrum 6rneklerinde ise, en sik karsilasilan genotipin 27 (%
38.6) ornek ile s/a/mib oldugu, bunu 19 (% 27.2) 6rnek ile s/a/mla genotipinin
izledigi goriildii. Bu hasta grubunda korpusa ait biyopsi orneklerinde de yine ilk siray1
19 (% 46.4) ornek ile s/a/m1b genotipinin aldigi, bunu 16 (% 39.0) 6rnek ile s/a/mlia
genotipinin izledigi tespit edildi. Korpus drneklerinde s/a/mi1b genotipi tespit edilen 19
hasta ile s/a/mla genotipi tespit edilen 16 hastanin tamaminin antrumunda da ayni
genotiplere sahip olan suslarin kolonize oldugu goriildii.

Genel olarak, bizim bdlgemizde en sik rastlanan genotipin antrum i¢in 49 (%
24.6) ornek ile s/a/mib oldugu, bunu 45 (% 22.6) ornek ile sic/mib ve 40 (% 20.1)

ornek ile s/a/mla genotiplerinin izledigi goriildii. Korpus oOrneklerinde de en sik
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rastlanan genotipler siras1 ile, 40 (% 26.0) ornekte sla/mib, 36 (% 23.4) Ornekte
slc/mlb ve 36 (% 23.4) ornekte sla/mla seklinde tespit edildi (Tablo 4.11 ve Sekil

43).

Tablo 4.11. vacA genotiplerinin lokalizasyona ve hasta gruplarina gore dagilimi.

Antrum Korpus
G/MU DU Toplam G/MU DU Toplam
Say1 (%) Say1 (%) Say1 (%) Say1 (%) Say1 (%) Say1 (%)
sla/mla 21 (16.3) 19 (27.2) 40 (20.1) 20 (17.7) 16 (39.0) 36 (23.4)
sla/m1b 22 (17.0) 27 (38.6) 49 (24.6) 21 (18.6) 19 (46.4) 40 (26.0)
slb/mla 8 (6.2) 1 (14 9 45 4 (3.5 - 4 (2.6)
s1b/m1b 5 39 - 5 (2.5 2 (L8 - 2 (L3
slc/mla 26 (20.1) 8 (11.4) 34 (17.1) 26 (23.0) 3 (7.3 29 (18.8)
slc/mlb 33 (25.6) 12 (17.1) 45 (22.6) 33 (29.2) 3 (7.3 36 (234
sl/m2 9 (7.0 3 43 12 (6.1) 5 44 - 5 32
§2/m2 5 39 - 5 (25 2 (LY - 2 (L3
Toplam 129 70 199 113 41 154
G/MU — Endoskopik olarak gastrit ve/veya mide iilseri tanis1 almis hastalar.
DU — Endoskopik olarak duodenal iilser tanis1 almis hastalar.
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vacA genotipleri
Sekil 4.3. vacA genotiplerinin hasta gruplarina goére dagilimu.

G/MU’li hasta grubumuzda s/c/mla genotipine sahip 26 sus ile s/c/mlb
genotipine sahip 33 susun tamaminda (% 100) cagd geni bulunmus iken, s/a/mla

genotipine sahip 21 sustan 20’sinde (% 95.2) ve sla/mIb genotipine sahip 22 sustan
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20’sinde (% 90.9) cagA geninin varligini tespit ettik. Buna karsilik, s2/m2 genotipine sahip
5 susun ve s/b/mlb genotipine sahip 5 susun tamaminin (% 100) ve si//m2 genotipine
sahip 9 sustan 8’inin (% 88.9) cag4 geni bulundurmadig: gortildii.

DU’li grupta ise sic/mla, slc/mlb, sla/mla ve sla/mlb genotiplerine sahip
suglarin tamaminda (% 100) cag4 geni bulunmasina karsilik, s//m2 genotipine sahip 3
susun ve s/b/mla genotipine sahip 1 susun tamaminin (% 100) cag4 geni bulundurmadig
tespit edildi.

Genel olarak baktigimizda ise, s/c/mla genotipine sahip 34 sus ile s/c/mlb
genotipine sahip 45 susun tamaminda (% 100) cag4 geni mevcut iken, s/a/mla genotipine
sahip 40 sustan 39’unun (% 97.5) ve sla/m1b genotipine sahip 49 sustan 47 sinin (% 95.9)
cagA geni bulundurdugu goriildii. Buna karsilik, s2/m2 genotipine sahip 5 susun ve
s1b/m1b genotipine sahip 5 susun tamaminda (% 100) ve s//m2 genotipine sahip 12 sustan
11’inde (% 91.7) cagA geni bulunmadigi kaydedildi (Tablo 4.12). Yukarida da
bahsedildigi gibi, G/MU’li gruptaki 2 susta cagd ve vacA genlerinin ikisi de tespit

edilemedi.

Tablo 4.12. Hasta gruplarindaki farkli vac4 genotiplerinin cagA ile birlikteligi.

G/MU (129) DU (70) Toplam (199)
Genotip cagA(+) cagA(-) cagA(+) cagA(-) cagA(+) cagA(-)
Say1 (%) Say1 (%) Say1 (%) Sayt (%) Say1 (%) Say1 (%)
sla/mla 20 (95.2) 1 (4.8 19 (100) - 39 (97.5) 1 (2.9
sla/m1b 20 (90.9) 2 9.1 27 (100) - 47 (95.9) 2 (4.1
slb/mla 3 (37.5) 5 (62.5) - 1 (100) 3 (333) 6 (66.7)
s1b/m1b - 5 (100) - - - 5 (100)
slc/mla 26 (100) - 8 (100) - 34 (100) -
slc/mlb 33 (100) - 12 (100) - 45 (100) -
sl/m2 1 (11.1) 8 (88.9) - 3 (100) 1 (8.3) 11 (91.7)
§2/m2 - 5 (100) - - - 5 (100)

G/MU - Endoskopik olarak gastrit ve/veya mide iilseri tanis1 almis hastalar.
DU — Endoskopik olarak duodenal iilser tanis1 almis hastalar.

Tip-I olarak adlandirdigimiz cagd vacA™ suslardaki “s” allellerine baktigimizda,
G/MU’li hasta grubuna ait 103 sustan 59’unun s/c ve 40’mm sla, DU’li gruba ait 70
sustan ise 46’smmn s/a ve 20’sinin s/c alleline sahip oldugu goriildii. G/MU’li grupta slc
allelinin, DU’li grupta ise sla allelinin daha yiiksek bulunmas istatistiksel olarak anlamli

bulundu (P<0.001; Ki kare Fisher exact testi) (Tablo 4.12 ve 4.13).
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Tablo 4.13. Hasta gruplarindaki cagdvacA™ (Tip-I) suslarin vacAsla ve vacAslc allelik tiplerine gére
dagilim.

Hasta gruplarn vacAsla vacAslc
G/MU 40 59
DU 46 20

G/MU — Endoskopik olarak gastrit ve/veya mide iilseri tanis1 almis hastalar.
DU — Endoskopik olarak duodenal iilser tamsi almug hastalar.
P<0.001 (Ki kare Fisher exact testi).

vacA geni pozitif bulunan korpus ve antrum Orneklerindeki muhtemel kolonize
suslarin gastrit tanist alan bir kadindaki suslar hari¢, hastalarin tamaminda ayni
genotiplere sahip olduklar1 goriildii. Farkli genotipe sahip suslarla infekte oldugu
goriilen bu kadin hastada antrumda s/a/mla, korpusta ise s2/m2 genotipine sahip
suslarin varligr tespit edildi. Bu durum diginda, korpus biyopsi orneginde herhangi bir
testin pozitif sonu¢ verdigi her hastaya ait antrum 6rneginde de ayni test ile pozitif sonug
bulundu, ancak, antrum 6rneginde pozitif sonu¢ bulunan her hastanin korpus 6érneginde de

pozitif sonug goriilmedi (Tablo 4.2,4.3,4.4, 4.8 ve 4.11).
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5. TARTISMA

H.pylori, insanlar ve primatlarda mide mukozasina kolonize olarak,
asemptomatik tastyiciliktan peptik tlsere, atrofik gastritten gastrik karsinomalara kadar
degisen patolojilere sebep olan gram negatif, mikroaerofilik bir mikroorganizmadir.
Diinya niifusunun yaklagik olarak % 50’sinden fazlasini infekte eden H.pylori, infekte
kisilerin % 10-15’inde semptomatik infeksiyon olustururken, bu olgularin % 2-4’iinde
gastroduodenal patoloji intestinal veya diffuz tip mide kanseri ile sonlanmaktadir®>>"*.
H.pylori infeksiyonlarinin prognozunu mikroorganizma ve konaga ait ¢ok sayida

8.74.75.84 . . . . . .
77 Patojenitenin mekanizmasini tespite yonelik

faktoriin etkiledigi ileri stirtilmiistiir
olarak yapilan molekiiler bazli ¢alismalarda, mide mukozasindaki doku hasarindan,
konak mide mukozasinda kronik ve giiclii inflamatuvar cevap olusturan, 6zellikle CagA
ve VacA gibi mikrobiyal iriinler ile konagin mikroorganizmanin antijenik 6zellikteki
tiriinlerine kars1 verdigi giiclii ancak bakteri eradikasyonunu saglamak i¢in yeterli

10,14,84,113,114
SRS Bu sebeple,

olmayan immun cevabinin sorumlu oldugu ileri siiriilmiistiir
etkili antimikrobiyallerin kullanilmamas1 halinde, H.pylori infekte ettigi mide
mukozasinda émiir boyu kolonize olabilmektedir. Ancak, 1990’11 yillarda bir proton
pompa inhibitdrii (PPI) ile kombine edilerek kullanilan antibiyotik kombinasyonlar1 %
98-100 oraninda klinik ve bakteriyolojik kiirli saglarken, son yillarda 6zellikle H.pylori
infeksiyonlarinin  epidemik seyrettigi gelismekte olan iilkelerde ilk segenek
antibiyotiklere karst gelisen direng sebebi ile eradikasyon tedavilerinde basari
oranlarinin % 40-60’lara kadar geriledigi bildirilmektedir’™’*. Bu sebeple, H.pylori ile
iligkili ¢aligmalar bir taraftan patogenezi aydinlatmaya yonelik olarak devam ederken,
diger taraftan bu mikroorganizmanin antibiyotik direnci ve dirence yol agan
mutasyonlarin tespiti konusunda yogunlasarak devam etmektedir. Biz, bu ¢alismada
endoskopik muayene ile G/MU tanis1 almis hastalar ile DU’li hastalarda H.pylori’nin
gastrik kolonizasyon sikligini, cinsiyet faktoriiniin kolonizasyona olan etkisini,

histolojik lokalizasyonun ve kolonize suglarin cagA ve vacA genleri ile vacA gen allellik

tiplerinin klinik prognoza etkisini molekiiler yontemlerle aragtirdik.

61



Mide mukozasinda H.pylori kolonizasyonunu tespit i¢in Kkiiltiir ortaminda
izolasyon altin standart olmakla beraber, mikroorganizmanin % 10 ve {izerindeki
oksijene duyarliligi ve genomda regiilatér genlerin azlig1 sebebi ile invitro sartlardaki
tireme gilicligli bu yontemin sensitivitesini % 40-60 gibi oldukca diisiik oranlara
cekmektedir. Mide biyopsisi ornekleri, ve mide sivisi gibi klinik 6rneklerde bakteri
izolasyonu i¢in farkli besiyerlerinin kullanildig: kiiltiir bazli yontemler ile bakterinin
16S rRNA geni, 26-kDa’luk tiire spesifik antijen (SSA4) geni, ureA, ureB ve gimM (ureC)
geni gibi spesifik gen dizilerini hedef alan niikleik asit amplifikasyon teknikleri
(NAAT)’nin karsilastirildigi ¢ok sayidaki galisma yapilmustir'>''*"'4>1%7 By calismalar
sonunda H.pylori tanisi i¢in, 16S rRNA genini hedef alan NAAT nin yiiksek sensitivite,
ancak diisiik spesifiteye sahip olmasma karsilik, ureC ve SSA genini hedef alan
NAAT’lerin en az 16S rRNA kadar sensitif ve kiiltlirde izolasyon yontemi kadar spesifik
oldugu gosterilmistir'>"-141-145-147,

Tan1 yontemlerinin sensitivite ve spesifitesinin karsilastirildigir Tiveljung A ve
arkadaslarina'*® ait bir ¢alismada, gastrik biyopsi 6rneklerindeki H.pylori varligim tespit
icin 16S rRNA, vacA, ured ve cagA genlerini hedef alan primerlerin kullanildigt PCR
testi sonuglarini hastalarin klinik, histolojik ve serolojik bulgulari ile karsilagtirilmistir.
Bu grup en az 3 test pozitifligini tan1 i¢in kriter olarak kullandiklar1 ¢alismalarinda
sonug¢ olarak, insan mide dokusundaki H.pylori tespiti i¢in PCR bazli testlerin son
derece sensitif bulduklarini belirtmiglerdir'*®,

Casazza S ve arkadaslar1'” da Italya’da gastrik karsinomali ve MALT lenfomal
164 hastaya ait 201 gastrik biyopsi O6rnegi ile yaptiklart bir ¢alismada histolojik
yontemler, immiinohistokimyasal yontemler ve PCR’1n tan1 degerini arastirmislardir.
Bu arastirmacilar, biyopsi orneklerinin % 41’inin PCR ile pozitif bulunmasina karsilik,
diger iki yontemle pozitiflik oraninin % 31 oldugunu belirterek, PCR 1 hizli, yiiksek

sensitivite ve spesifiteye sahip bir yontem oldugunu belirtmislerdir'*’.

Moncayo JI ve arkadaslar'®

Kolombiya’da yaptiklar1 bir c¢alismada, 73
hastadan aldiklar1 antral biyopsi Orneklerini H.pylori tanist i¢in ureC-PCR ile
degerlendirirken, eszamanli olarak ayni hastalarin antrum, korpus ve fundusundan
aldiklar1 birer biyopsi ornegini kiiltiir ile, antrumdan aldiklar1 birer biyopsi 6rnegini
HUT ile ve korpustan alman birer biyopsi &rnegini de histolojik yontemlerle

degerlendirmislerdir. Bu arastirmacilar biyopsi 6rneklerinin % 94.5’ini histolojik olarak
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H.pylori ybniinden pozitif bulmusken, kiiltiir pozitifligini % 75.4, HUT pozitifligini %
79.5, ureC-PCR pozitifligini de % 86.3 olarak tespit etmislerdir. Sonug¢ olarak, ureC-
PCR’1n sensitivitesinin % 89 oldugunu belirtmislerdir'®’.

Buna karsilik, Mishra KK ve arkadaslari'*' Hindistan’da 116 dispeptik hastaya
ait gastrik biyopsi orneklerini ureC-PCR, HUT, Kkiiltiir ve histolojik yOntemlerle
degerlendirdikleri bir ¢alismada; sirasi ile % 53, % 43, % 48 ve % 50 oranlarinda
pozitiflik elde etmisler ve ureC-PCR ydnteminin histolojik degerlendirme de dahil
olmak {iizere diger li¢ yonteme gore daha duyarli oldugunu bildirmislerdir. Bu grup
ureC-PCR testinin sensitivitesinin % 95, spesifitesinin de % 100 oldugunu
belirtmislerdir'*'.

Lage AP ve arkadaslari'*® Belcika’da 104 hasta ile yaptiklari ve tanida ureC-
PCR, kiiltiir, HUT ve giemsa boyali preparasyonlar: histolojik olarak degerlendirdikleri
calismalarinda; gastrik biyopsi orneklerinden sirasi ile % 38.5, % 36.5, % 34.6 ve %
33.7 oraninda pozitiflik tespit etmisler ve ureC-PCR’mn en az kiltiir kadar spesifik,

ancak kiiltiirden daha duyarli oldugunu belirtmislerdir. Bu grup'* 140

, Moncayo’nun
aksine histolojik muayenenin tani degerinin diger ydntemlerden diisiikk oldugunu
vurgulamistir.

Bickley J ve arkadaslan'® ingiltere’de 14 hastadan topladiklari 62 gastrik
biyopsi orneginde kiiltiir ve PCR’1n tan1 ve identifikasyon degerlerini karsilastirmislar,
ureC-PCR’1n kiiltiir kadar spesifik olmasina karsilik, % 96 kadar yiiksek bir sensitivite
oranina sahip oldugunu belirtmislerdir.

Lee MA ve Hong KS'*; kronik gastrit, GU’li ve DU’li 81 hastaya ait gastrik
biyopsi 6rneklerinde H.pylori varligim kiiltiir ve ureC-PCR yontemi ile arastirdiklar: bir
calismada, testlerin sensitivite, spesifite pozitif ve negatif anlamlilik degerleri ile tan
degerlerini sirasi ile kiiltiir i¢in % 85, % 100, % 100, % 58 ve % 88, ureC-PCR i¢in ise
% 96, % 100, % 100, % 82 ve % 96 olarak bildirmislerdir. Bu grup ureC-PCR’1n hem
sensitivitesinin, hem de negatif anlamlilik degeri ile tan1 degerinin kiiltiirden daha
yiiksek oldugunu belirtmislerdir'**.

Romero Lopez C ve arkadaslar'® da wred, ureA+B ve ureC genlerini hedef

alan primerlerin kullanildigi ¢ PCR modifikasyonunu duyarlilik yo6niinden

karsilagtirdiklar bir ¢aligmada, bizim ¢alisgmamizda da hedef aldigimiz ureC genine ait
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294 bp’lik gen parcasini amplifiye etmek iizere dizayn edilen PCR’1in diger iki teste
gore daha duyarli oldugunu gostermislerdir.

¢ Nijerya’da 189 biyopsi 6rnegini

Bir baska calismada Smith SI ve arkadaslar1
ureA, ureC ve SSA genlerini hedef alan PCR yontemleri ile degerlendirmisler, testlerin
sensitivite ve spesifitesini, HUT ve kiiltiir sonuglari ile karsilastirmislardir. Sonug
olarak, ureC-PCR’1n pozitif anlamlilik oranim1 % 91, negatif anlamlilik oranin1 % 56,
SSA-PCR’1n pozitif anlamlilik oranin1 % 100, negatif anlamlilik oranini ise % 67 olarak
kaydetmislerdir. Bu grup, SSA-PCR’1n biyopsi 6rneklerindeki H.pylori’yi tespitte daha
kabul edilebilir oldugunu ileri siirmiislerdir'*.

Buna karsilik, Ho YW ve arkadaslan'*’ 134 H.pylori izolat1 ile yaptiklar1 bir
calismada, ureC-PCR’1in sensitivite ve spesifitesinin SSA-PCR ile aym1 oldugunu
belirtmislerdir.

Lu JJ ve arkadaslar', H pylori tespitinde kullanilan 16S rRNA geni, rastgele
kromozom dizisi, SSA geni, uredA geni ve ureC genini hedef alan bes farkli PCR
yontemini karsilagtirdiklar1 bir calismada, yine bizim calismamizda hedef aldigimiz
ureC genine ait 294 bp’lik gen pargasini hedef alan PCR’1n gastrik biyopsi 6rneklerinde
H.pylori tespiti i¢in en sensitif ve spesifik yontem oldugunu bildirmislerdir. Bu
arastirmacilar ureC-PCR’1n pozitif ve negatif anlamlilik degerlerini de siras1 ile % 100
ve % 96 olarak tespit etmislerdir'".

Biz bu ¢alismada H.pylori’nin gastrik kolonizasyonunu tespit i¢in ureC geninin
294 bp’lik parcasini hedef alan primerlerin kullanildigi PCR ydntemini uyguladik.
Literatiirde de belirtildigi gibi ureC geninin 294 bp uzunlugundaki fragmentini hedef
alan primerlerin kullanildigi PCR yontemi, biyopsi Orneklerindeki H.pylori varligim
tespit i¢in glinlimiizde kullanilan tan1 yontemlerinin en sensitif, spesifik ve giivenilir
olanidir. Biz ¢alismamizda bu yontemle, klinik olarak gastroduodenal yakinmasi olup,
endoskopik olarak G/MU veya DU tanist almis 231 hastanin % 75’i kadin ve % 95.6’s1
da erkek olmak iizere toplam % 87’sinde antrum ve korpus biyosi drneklerinden en az
birisinde H.pylori ureC genine ait hedef dizileri yani “H.pylori gastrik kolonizasyonu”
tespit ettik (Tablo 4.1) Bolgemizdeki farkli hasta gruplarinda H.pylori’nin gastrik
prevalansini tespite yonelik olarak yapilan bir ¢alismada, Sandik¢i ve arkadaslarr®®,
semptomatik ve asemptomatik gruplara ait antral biyopsi oOrneklerini kiiltiir ve

36

histopatolojik yontemlerle degerlendirmislerdir. Bu grup™ H.pylori kolonizasyon
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sikliginin asemptomatik gruplarda % 7, peptik iilserli hastalarda ise % 91 oldugunu
bildirmislerdir. Yine bolgemizde yapilan baska bir calismada, Erkisi M ve arkadaglarr’’
mide kanserli 203, peptik ulserli 61, gastritli 60 hasta ile asemptomatik 100 goniilliiden
aldiklar1 antral biyopsi Orneklerini histolojik yontemlerle degerlendirerek, olgu
gruplarinda sirasi ile % 58.1, % 54, % 63.3 ve %27 oraninda pozitiflik tespit ettiklerini
bildirmislerdir. Her iki grup’®’ da semptomatik gruplarda H.pylori’nin gastrik
kolonizasyonu ile gastroduodenal patoloji arasinda epidemiyolojik bir iligkinin varligina
dikkat ¢ekmislerdir. Diger taraftan Yetkin M'* 3 yil siiren ¢alismasinda, kiiltiir yontemi
ile degerlendirdigi 1941 kadin, 293’1 erkek hastalara ait olmak tizere toplam 487 antral
biyopsi drneginden, % 76.2°si kadin ve % 81.2’si de erkek hastalara ait olmak iizere %
79.2’sinde H.pylori varhgini tespit etmistir. Ulkemizde farkli cografi bolgelerde yapilan
calismalarda da benzer prevalans sonuglart bildirilmistir. Oguz D ve arkadaslarr® ile
Ozden A’, H pylori’nin semptomatik gruplardaki gastrik kolonizasyon oranmin farkli
gruplarda % 60-81 arasinda degistigini bildirerek, asemptomatik tasiyiciligin yiiksek
oranlarda olduguna dikkat ¢ekmislerdir. Kantargeken B ve arkadaglar'®, Malatya
bolgesinde MU’li hastalara ait antral biyopsi érneklerini kiiltiir ve PCR bazli yontemler
kullanarak degerlendirdikleri bir calismada; 142 biyopsi 6rneginden % 75.4’{inde en az
bir yontemle H.pylori kolonizasyonu tespit ettiklerini bildirmislerdir. Erzin Y ve

1 da, DU’li ve NUD’li 125 hastaya ait antrum ve korpus biopsi 6rneklerini

arkadaslari
kiiltiir, histolojik muayene ve HUT ile degerlendirdikleri bir calismada, en az bir
yontemle pozitif olgu oraninin % 95 oldugunu bildirmislerdir. Saribasak H ve
arkadaslar1®' ise, gastroduodenal patoloji tespit edilen 73 olguya ait antral biyopsi
orneklerini kiiltir, HUT ve PCR yontemleri ile degerlendirdikleri calismalarinda,
orneklerin % 89’unda H.pylori varhigini en az bir yoOntemle gosterdiklerini
bildirmislerdir. Yine, Bolek BK ve arkadaslari'> Istanbul’da yaptiklar1 bir ¢alismada;
PCR yontemi ile degerlendirdikleri biyopsi orneklerinden % 84.6’sinda H.pylori ureC
genine ait hedef fragmentin varhigini tespit etmislerdir. Bizim semptomatik hasta
gruplarina ait ortalama % 87’°lik oranimiz bogemizde yapilmis olan ¢aligsmalardan kiiltiir
ve/veya histolojik sonuglart kriter olarak alan Sandik¢i ve arkadaslarimin®® % 91°lik
oranindan daha diisiik, ancak Kiiltiirde izolasyon yontemini kullanan Yetkin M’nin'** %

79.2°lik, sadece histolojik incelemeyi kullanan Erkisi M ve arkadaslarnin® % 54.0-
63.3’liikk oranlarindan daha ytiksektir. Cok sayidaki caligmada kiiltiirde izolasyonun
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spesifitesinin % 100 olmasina karsilik, bakterinin iireme gili¢liigii sebebi ile yontemin

sensitivitesinin diigiik oldugu bildirilmistir'**"!

. Benzer celigkili sonuglar histolojik
incelemeler icin de gegerlidir. Moncayo JI ve ark.'* histolojik incelemenin
sensitivitesini % 94.5 olarak verirken, Casazza S ve ark.m, Mihsra KK ve ark.'! ve
Lage AP ve ark.'* histolik incelemenin sensitivitesinin PCR’dan ¢ok diisiik oldugunu
bildirmislerdir. Burada kullanilan boyanin tiirii, incelemeyi yapan kisinin tecriibesi ve
ornegin kalitesi sonuglarin sensitivite ve spesifitesini 6nemli Ol¢lide etkilemektedir.
Bizim Erkisi M?’ ve Yetkin M'*’den daha yiiksek olan prevalans oranmmz yéntem
farkliligindan ve bizim kullandigimiz ureC-PCR ydnteminin daha sensitif olmasindan
kaynaklanmaktadir. Benzer sebeplerle, bizim sonuglarimiz iilkemizde farkli bolgelerden
bildirilen, kiiltiir ve histopatolojik incelemelere dayali Erzin Y ve arkadaslarinin'® %
95°lik sonuglarindan daha diisik, Kantargeken B ve arkadaslarmin'®® kiiltiir bazli %
75.4°1ik prevalans sonuglarindan daha ytiksektir. Buna karsilik, NAAT lerini tan1 amaci
ile kullanmis olan Saribasak H ve arkadaslarinin™' % 89’luk ve Bolek BK ve
arkadaslarmin'>* % 84.6’lik oranlart bizim sonuglarimizla uyumludur. Bizim
bulgularimizla birlikte farkli bolgelerden bildirilen ve kii¢lik sapmalarla % 85 gibi bir
ortalama degere ulasan H.pylori prevalansi hastaligin epidemik seyrettigi tilkeler i¢in 6n
goriilen degerlerle ortiismektedir.

H.pylori’nin mide mukozasindaki kolonizasyonu ve gastroduodenal patolojinin
insidansinda konaga ait yas, beslenme aligkanligi, sosyal c¢evre ve genetik
polimorfizmin yani sira cinsiyetin de 6nemli bir faktdr oldugu epidemiyolojik ve
patofizyolojik bulgularla desteklenmistir. H.pylori patogenezinde proinflamatuvar
sitokinlerin asir1 ve siirekli uyarilmasma bagli olarak Thl popiilasyondaki artis ve
hiicresel immiiniteye bagli olarak gelisen doku hasar1 belirleyici rol oynamaktadir.
Dogurganlik yasindaki kadinlarda gebelik doneminde hiicresel immiinitenin
baskilanmasi doku hasari ile sonlanan biitiin hastaliklarda oldugu gibi H.pylori’ye bagh
doku hasarinin da sonlanmasina ve iilseratif lezyonlarin kendiliginden diizelmesine yol
acmaktadir. Bu sebeple kadinlarda {iilseratif hastaliklar puberte ile menopoz arasindaki
dénemde erkeklere gore daha diisiik insidansla seyretmektedir' >,

Chen TS ve ark.'”> Hpylori gastrik kolonizasyonu tespit ettikleri endoskopik
muayene ile normal mukozal goriiniime sahip 54 hasta ile DU tams1 almig 51 hastada

cagA prevalansi, cinsiyet ve sigara aligkanliginin klinik tabloya etkisini arastirdiklar
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caligmalarinda, erkeklerin ve sigara igenlerin kadinlara ve sigara igmeyenlere gore
anlaml1 derecede DU riskine sahip olduklarini gdstermislerdir.

Matsuhisa T ve ark.'*® da Cin, Tayland ve Vyetnam’li antrum ve korpus gastritli
H.pylori pozitif hastalar yas, cinsiyet ve endoskopik bulgularina gore Japon hastalarla
karsilastirdiklar1 bir ¢alismada; Japon’larda diger asyalilara gore korpus predominant
gastritin daha yiiksek oranda goriildiigiinii, erkeklerde H.pylori pozitifliginin kadinlara
gore 3 kat daha fazla oldugunu gostermislerdir.

Khan AR"’ Suudi Arabistan’da H.pylori prevalansi iizerine yas ve cinsiyetin
etkisini tespit amaci ile yaptigi bir calismada; biyopsi Orneklerini degerlendirdigi
erkeklerin % 69, kadin hastalarin % 63 H.pylori pozitifligi tespit etmistir.

Falsafi T ve ark.”® da HpSA testi ile yaptiklari bir ¢alismada; H.pylori
pozitifliginin kadinlarda % 46, erkeklerde ise % 48 oldugunu bildirmislerdir.

Ullrich A ve ark." Isvigre ve Almanya’da gastrik lenfomal hastalari {i¢ yil
boyunca izledikleri bir ¢calismada; yasin ve cinsiyetin insidans1 etkiledigini, erkeklerde
kadinlara gore insidansin daha yiiksek oldugunu belirtmislerdir.

Crespi M ve Citarda F'®, IARC’ye dayandirdiklar ve gastrik karsinomaya bagli
Olumler iizerine yas ve cinsiyetin onemini arastirdiklart bir metaanaliz ¢alismasinda
erkeklerin iilkeler arasinda farkliliklar gostermekle birlikte kadinlara gore daha yiiksek
mortalite hizina sahip olduklarin1 bildirmislerdir. Bu arastirmacilar, Belgika’da
erkelerde 14.4/100000 olan gastrik kanser mortalitesinin kadinlarda 7.5/100000
oldugunu, bu oranin Finlandiya’da sirast ile 17.2 ve 9.9, irlanda’da 25.5 ve 7.3,
Panama’da 12.3 ve 4.2, ABD’de 5.3 ve 2.7, Isve¢’te ise 11.6 ve 6.5 oldugunu
belirtmislerdir'®.

Bizim wureC geni pozitifligini kriter olarak aldigimiz ¢alismada; biyopsi
orneklerinden en az birisindeki H.pylori pozitiflik oranimiz, erkeklerde (% 95.6)
kadinlara gore (% 75) daha yiiksektir (Tablo 4.1). Bizim olgularimizin tamaminin
gastroduodenal patolojiye sahip olmalar1 ve bolgemizdeki asemptomatik gruplarda
H.pylori’nin gastrik kolonizasyon siklig1 ile cinsiyetin iliskisi hakkinda daha onceden
yapilmis bagka bir ¢alismaya rastlanmamasi sebebi ile bulgumuzun tartisilmasi miimkiin
olmamustir.

H.pylori’nin mide mukozasinda lokalize oldugu bolgeye bagli olarak sekillenen

farkl1 patofizyolojik olaylarin lezyonun prognozunu etkiledigi yapilan ¢ok sayidaki
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klinik caligmalarla ispatlanmlstlrlél'165 . Bu caligmalar sonunda antrum predominant
gastritin artmis asit sekresyonu ile DU’e, korpus predominant gastritin de aklorhidria ile
atrofik gastrit ve baglantili olarak gastrik karsinomaya yol acabildigi gosterilmistir. Bu
sebeple de, tanida endoskopik muayenenin, biyopsi materyali almanin diginda gerek
bakteri lokalizasyonu ve lezyonun siddetini, gerekse lokalizasyonun klinik prognoza

etkisini tespit igin Gnemli oldugu vurgulanmistir'®''®

. Biz bu c¢alismada, mide
mukozasinda H.pylori sikligt ve kolonize susun genotipinin yani sira, mukozal
lokalizasyonun prognoza etkisini de tespiti amagladik. Bizim endoskopik muayene
esnasinda antrum ve korpus biyopsi Orneklerini alarak c¢alismaya dahil ettigimiz
hastalarimizdan 158’i endoskopik muayenede G/MU, 73’ii ise DU 6n tamis1 almistir
(Tablo 3.1). Calismada her iki grupta yer alan hastalarimizdan 201 (% 87)’inde antrum
biyopsi orneklerini ureC-PCR yontemi ile H.pylori yoniinden pozitif olarak bulduk.
Buna karsilik, tamami antrum pozitif hastalar arasindan olmak tizere 154 (% 76.6)
hastanin korpus ornekleri de ayn1 yontemle H.pylori yoniinden pozitif olarak bulundu.
Yani, 47 (% 23.4) hastada korpus ornekleri negatif iken, antrum 6rnekleri pozitif olarak
bulundu (Tablo 4.2). H.pylori ureC geni pozitif olarak bulunan biyopsi 6rneklerinin
hasta gruplarina dagiliminda antrum ve korpus ornekleri arasinda oransal farkliliklar
goriildii. G/MU tanili hastalarimizin % 82.9’unda antrum biyopsi &rnekleri pozitif iken,
bu gruptaki hastalarimizin, % 71.5’inde korpus biyopsi Orneklerini de pozitif olarak
bulduk (Tablo 4.3). Buna karsilik, DU’li hastalarimizda antrum pozitifligi % 95.9 iken,
yine tamami antrum pozitif olan hastalara ait olmak iizere, korpus pozitifligi % 56.2
olarak kaydedildi (Tablo 4.4). Bu bulgular antrum kolonizasyonunun DU’li hastalarda
(% 95.9) G/MU’li hastalara (% 82.9), korpus tutulumunun ise, G/MU’li hastalarda (%
71.5) DU’li hastalara gore (% 56.2) daha yiiksek oldugunu ortaya koymaktadir. Diger
taraftan, her iki hasta grubundaki antrum pozitifliginin (% 82.9 ve % 95.9) korpus
pozitifligine (% 71.5 ve % 56.2) gore daha yiiksek oranlarda bulunmasi, H.pylori’nin
midedeki ilk yerlesiminin antrum mukozasi olusu ve oradan mide mukozasindaki diger
alanlara yayilarak yerlesmesi ile izah edilebilir. Bu sebeple, ¢alismalarin ¢ogunda
H.pylori’nin gastrik kolonizasyonunu gostermek i¢in sadece antrum biyopsi
rneklerinin pozitifligi dikkate alimmustir. Bolek BK ve ark.'”? H.pylori prevalansi ile
gastroduodenal patoloji arasindaki iligskiyi tespit amaci ile yaptiklar1 c¢aligmalarinda

DU’li hastalarin % 85.7’sinde, gastritli hastalarm % 100’{inde ve MU’li hastalarin da %
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70’inde antral biyopsi Orneklerinin pozitif oldugunu belirtmislerdir. Bolek BK ve
ark. nin'>* gastritli hastalarin antrum orneklerine ait % 100 lik sonuglari
mikroorganizmanin 6nce antrum mukozasina yerleserek gastriti baglattigini, % 85.7°lik
DU’li hastalara ait antrum pozitifli§i sonuclar1 da bakterilerin bir kismmin kronik
antrum lokalizasyonu ile DU’e yol a¢tigini1 ima etmektedir. Bu grubun gastritli ve MU’li
hastalara ait ortalama degerleri % 85.0°dir ve bu oran bizim G/MU’li hastalarimiza ait
antrum Orneklerindeki % 82.9’luk oranimizla benzerdir. Diger taraftan, Bolek BK ve
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ark.’nin

bulgularinda oldugu gibi biz de, en yiiksek antrum pozitifligini % 95.9 ile
DU’li hasta grubunda kaydettik. Baska bir calismada, yine sadece antrum biyopsi
6rneklerini degerlendiren Oguz D ve ark.”> H.pylori pozitifliginin; genel popiilasyonda
% 67, DU’li hastalarda % 96, MU’lilerde % 45, NUD’li hastalarda ise % 88 oldugunu
bildirmislerdir. Bu grubun DU’li hastalardan elde ettikleri % 96’lik pozitiflik oranlart
bizim oranimizla bire bir 6rtiismekteyken, MU’li hastalardaki % 45°lik oranlar1 oldukca
diisiiktiir. Bununla birlikte, bu grubun NUD’li hastalara ait % 88 olan pozitiflik oranlar
gerek bizim G/MU’li hastalara ait oranimiza benzer olmasi, gerekse gastrik patolojinin
baslangic1 sayilabilecek NUD’de bakterinin antral yerlesiminin predominant olusunu
gostermesi agisindan anlamlidir. Ancak, her iki ¢alismada®'>* da korpus biyopsi
orneklerinin degerlendirilmemis olmasi, H.pylori’nin gastrik lokalizasyonu ile klinik
patoloji arasindaki muhtemel iliskiyi gosterme yoniinden bu calismalarin en 6nemli
eksik yanini olusturmaktadir.

Diger taraftan bizim gibi, H.pylori gastrik kolonizasyonu ve gastroduodenal
patoloji arasindaki iligkiyi tespit i¢in antrum ve korpus biyopsi Orneklerini
degerlendiren Magalhaes AF ve ark.'®'; 48 NUD’li ve 13 DU’li hastaya ait antrum ve
korpus orneklerini HUT, gram yayma ve histopatolojik yontemlerle degerlendirdikleri
calismalarinda NUD’li hastalarin % 89.6 sinda antrum orneklerinde HUT ile pzitiflik
tespit ederlerken korpus orneklerinin % 81.2’sinin pozitif oldugunu bildirmislerdir.
Buna kasilik, DU’li hastalara ait antrum ve korpus drneklerinin tamaminin (% 100) iic
test ile de pozitif oldugunu bildirmislerdir. Bu grubun bulgular1 bizim DU’li
hastalarimiza ait % 95.9‘luk antrum bulgularimizla biiyiikk benzerlik gostermektedir.
Ancak bizim DU’li hastalardaki % 56.2°lik korpus pozitifligimiz bu grubun
bulgularmndan daha diisiiktiir. Bu grubun tamda kullandigt HUT ve gram yayma

preparasyonlarin sensitivite ve spesifitesi bizim kullandigimiz ureC-PCR’dan daha
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diisiiktiir. Biyopsi orneklerindeki eser miktardaki kan ve dokudan sizan bikarbonatin
HUT sonuglarini etkilemesi kac¢inilmazdir. Dokuda yamali bohga seklinde dagilim
gosteren H.pylori’nin tespiti, yayma preparatlarda ancak uzman gozii ile ve ¢ok alan
taranmas1 ile miimkiin olabilmektedir. Bizim H.pylori gastrik kolonizasayonunun
lokalizasyon ve sikligina ait bulgularimiz literatiirde belirtilen siklik oranlari ile
uyumludur ve artmis antrum lokalizasyonunun DU’ile, artnus  korpus
lokalizasyonununda G/MU ile muhtemel iliskisini destekler niteliktedir'®'"%,

Bizim G/MU’li erkek hastalarimiza ait antrum ve korpus biyopsi drneklerinde
ureC-PCR ile H.pylori pozitiflik oranlarimiz (% 95.5 ve % 86.5) kadin hastalarimiza ait
pozitiflik oranlarimizdan (% 66.7 ve % 52.2) daha yiiksektir (Tablo 4.3). Benzer
sekilde, DU’li erkek hastalarimiza ait % 63’liikk korpus pozitiflik oranlarimiz, kadin
hastalarimiza ait % 44.4’liikk orandan daha yiiksektir. Buna karsilik, bu gruptaki
kadinlarda % 96.3 olarak kaydedilen antrum pozitifligi, erkeklerde daha diisiik olmak
tizere % 95.7 olarak kaydedilmistir (Tablo 4.4). Literatiirde H.pylori’nin korpus ve
antrum kolonizasyonunun endoskopik bulgu ve cinsiyet ile iligskisini gosteren baska bir
calismaya rastlanamamustir. Altmis yas ve iizerindeki kadinlarda MU nin, erkeklerde ise
DU’in daha sik goriildiigii, klinik gozlemlere dayatilarak spekiile edilmis, ancak,
menapoz sonrasi degisen immunitenin hastaligin prognozuna olan etkisi ile klinik tablo
arasindaki muhtemel iliskiye atifta bulunulmamistir. Bizim hastalarimizin endoskopik
muayene sonucu aldiklar1 6n tam dikkate alindiginda, G/MU’li kadinlarm erkeklerden
daha yiiksek oranda olmalarina karsiik, DU 6n tanili erkeklerin kadimlardan daha
ylksek oranda olduklar1 goriilmektedir (Tablo 3.1). Yani, klinik taniya ait cinsiyet
dagilimlarimiz literatiirle uyum gostermektedir. Fakat biyopsi 6rneklerinde ureC-PCR
ile H.pylori kolonizasyonuna ait bulgularimiz klinik 6n tani ile dogrusal orantili
bulunmamustir. Biz DU’li kadin hastalarimizin antrum biyopsi Orneklerinde erkek
hastalara ait antrum 6rnekleri kadar yiiksek oranda H.pylori kolonizasyonu tespit ettik.
H.pylori’nin gastrik lokalizasyonunun prognoza etkisi dikkate alindiginda, bu bulguya
gore kadm hastalarda DU’in erkekler kadar yiiksek olmasi beklenirdi. Bu aykiri sonug
bolgesel farkliliklar ve ¢evre faktorlerinin klinik prognoz {izerine olan muhtemel etkisi
ile izah edilebilecegi gibi, yasa bagli olarak degisen hiicresel immunite ve inflamatuvar
cevabin kontrolii ile de iliskilidir. Bu iddianin ispati ise, kadin hastalarin yas gruplarinin

da bir parametre olarak degerlendirildigi caligmalarla miimkiindiir. Bizim hastalarimizin
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yas gruplarina goére dagilimi yapilmamistir. Bu, calismanin eksik tarafidir. Ancak
istatitiki onem arz edecek sayida vaka bulmanin gii¢cliigii sebebi ile literatiirde de kadin /
erkek, MU / DU ve yas parametrelerinin birlikte calisildigi hicbir calismaya

rastlanmamustir.

Bizim wureC-PCR ile H.pylori gastrik kolonizasyonu tespit ettigimiz
hastalarimizin klinik bulgu ve cinsiyet ayrimina bakilmaksizin tamaminda antrum
pozitifligi goriildii. Ozetle, antrum pozitifligi kriter olarak alindiginda, H.pylori
kolonizasyon oranmin DU’li olgularda (% 95.9) G/MU’li olgulara (% 82.9) gére daha
yiiksek oranda oldugu tespit edildi. Genel olarak da gastroduodenal yakinmasi olup
biyopsi endikasyonu alan hastalarimizin 201 (% 87)’inde H.pylori kolonizasyonu
bulduk (Tablo 4.5).

Blaser M'® H.pylori infeksiyonu sikligmm kronik aktif gastritli toplam 401
hastada arastirildigi 9 caligmanin sonuglarini incelemis ve bu hastalardaki H.pylori
pozitiflik oranlarinin % 64-95 arasinda degistigini, ortalama oranin ise % 88 oldugunu
bildirmistir. Yine, Blaser M'®, MU’li toplam 178 ve DU’li toplam 246 hastadaki
H.pylori pozitiflik oranlarinin arastirildigi ¢ogu biyopsi bazli 8 ¢aligmanin sonuglarini
degerlendirerek, H.pylori pozitifliginin MU’lilerde ortalama % 64 oldugunu (% 35-86),
DU’lilerde ise ortalama % 85 oldugunu (% 75-100) bildirmistir. Sobala GM ve ark.'?’,

Vaira D ve ark.’? ile Patel P ve ark.’nm'®®

serolojik yontemlerle yaptiklar {ic benzer
calismanin sonunda; H.pylori seropozitifliginin endoskopik olarak gastrit tanist alan
hastalarda % 53.5 (92/172), MU tanis1 alan hastalarda % 83.3 (25/30) ve DU tanis1 alan
hastalarda % 92.2 (59/64) oldugunu bildirmislerdir. Strauss ve ark.'® H.pylori
seropozitiflik oranlarinin DU’li hastalarda % 90’1n iizerinde, MU’li hastalarda ise %
70’in iizerinde seyrettigini bildirmislerdir.

Bizim gerek DU’li, gerekse G/MU’li hastalara ait biyopsi pozitiflik oranlarimiz
beslenme aligkanligi, sosyoekonomik seviye ve aile yapist gibi bolgesel faktorlerden
etkilenerek ozellik arz etmekle birlikte beklenti sinirlari igerisindedir.

H.pylori genotiplerinin gastrik kolonizasyona etkisi birgok aragtirmact
tarafindan genis vaka gruplar ile ¢alisilmis, cagd vacA™ Tip-I suslarm cagA™vacA™ Tip-
IT suslara gore daha virulan olduklari gé')sterilmistirl0’90’94'97’113 . 1leri ¢alismalarla, cagA

11-16,86,98-102
»00, B

ve vacA allellerinin de prognoza etkisi yogun olarak tartisiimistir u

calismada; wureC-PCR ile pozitif bulunan biyopsi orneklerinden ekstrakte edilen
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H.pylori DNA’sindan bakteriye ait muhtemel cagd ve vacA genleri ile vacA geninin
sla, slb, sic, s2 ve mla, mIb, m2 allellerinin belirlenmesi amaglandi. Ancak, cagA4
geninin 3’ ucunda yer alan EPIYA gen kasetlerinin prognoza etkisi ile ilgili iddialar
yeterince agik olmadigi ve bu bolgeleri tespite yonelik standardize edilmis molekiiler
metodlar olmadig1 icin cagAd gen varyantlar ¢alisilmadi. Bizim her iki hasta grubunda,
en az bir biyopsi 6rneginde ureC-PCR pozitifligini baz alarak H.pylori pozitif olarak
kabul ettigimiz 201 hastamiza ait biyopsi orneklerinden en az bir 6rnekte olmak iizere
toplam 169’unda (% 84.1) cagA genine ait, 199’unda (% 99) da vacA genine ait spesifik
fragmentlerin varligin1 PCR ile gosterdik. cagAd pozitif olgularin tamaminda vacA da
pozitif iken, vacA pozitif 30 Ornekte cagd negatif idi. Bu bulgular bizim biyopsi
orneklerinde H.pylori ureC geni tespit ettigimiz 201 hastamizdan 169’ unda vacA4 cagA”
suslarin, 30’unda vacAd cagA™ suslarin, 2’sinde de cagd ve vacA negatif suslarin
kolonize olduklarmi gostermektedir (Tablo 4.6). Burada cagdvacA™ suslarin da
siniflamada tip-II suglar arasinda sayilmasi dogru olacaktir. Bilindigi gibi, VacA toksini
CagA toksini iireten suglarda eksprese edilmekle birlikte, vac4 gen bolgesi aslinda
biitiin suslarda bulunmakta, ancak suslarin énemli bir kisminda defektli olduklar1 igin
toksin iiretememektedirler' ',

Bizim bolgemize ait gastrik kolonizasyon gosteren ve klinik yakinmaya sebep
olan muhtemel suslarimiza ait % 84.1°lik cagA pozitiflik oranimiz literatiirle son derece
uyumludur. Bu oran bolge, ililke ve hasta gruplarina gore degismektedir. Mesela
iilkemizde yapilan ¢esitli ¢alismalarda"'>* bu oran % 78-80 arasinda belirlenmistir.
Ancak farkli hasta gruplarindan olmak iizere cagd pozitiflik oranlar; Sili’de'™ % 38,
Sri-Lanka’da'”" % 48, Hollanda’da'™ % 67, ABD’de'” % 81, Hong Kong’da174 % 89,
Nijerya’da'” % 93, Brezilya’da'’® % 94 ve Kore’de'”” % 97 olarak bildirilmistir. Bizim
% 84.1'lik cagA pozitiflik oranimiz Sili, Sri-Lanka ve Hollanda’dan bildirilen
oranlardan (% 38-67) daha yiiksektir. Ancak {ilkemizden bildirilen % 78-80 oranindaki
cagA pozitiflik oram1 ile ABD ve Hong Kong’dan bildirilen % 81-89’luk oranlarla
biiyiik 6lciide benzerlik gostermektedir. Buna karsilik, Nijerya, Brezilya ve ozellikle
Kore’den bildirilen izolatlar arasindaki cagA pozitifklik oranlart (% 93-97) bizim
oranlarimizdan daha yiiksektir. Bu farkliliklar literatiirde de goriildiigii iizere tamamen
bolgesel farkliliklardan kaynaklanmaktadir. Bizim H.pylori pozitif olan hastalarimizin

% 99’unda kolonize suslarin vacA spesifik gen dizilerine sahip olduklar1 géz Oniine
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aliirsa, bolgemizde mide patolojisi olan hastalarimizdan en az % 84.1’inde Tip-I, kalan
% 15.9’unda da Tip-II suslarin kolonize olduklar1 goriilmektedir (Tablo 4.6).

Diger taraftan, H.pylori’nin mide mukozasinda kolonize oldugu bdlge, klinik ve
histopatolojik tablo ve kolonize susun cagd ve vacA profili arasindaki iligski bircok

170181183 Bj7 de, hastalarimizdaki bu muhtemel

aragtirict tarafindan vurgulanmigtir
iliskiye aciklik getirmek amaci ile hasta gruplarimizin antrum ve korpus biyopsi
orneklerinde kolonize olan suslarin vacA ve cagA profillerini inceledik. Bizim DU’li
hastalara ait korpus orneklerinde kolonize olan suslarin tamammin cagd vacA”
H.pylori suslari, yani Tip-I suslart oldugu goriilmiistiir. Ayn1 hasta grubunda antrumda
kolonize olan suslarin ise 66/70 (% 94.3)’sinin Tip-I suslar1 oldugu goriilmiistiir. Buna
karsilik, G/MU’li hastalara ait korpus drneklerinde kolonize olan 113 susun 102’sinin
(% 90.3), antrum Orneklerinde kolonize olan 131 susun da 103’iiniin (% 78.6) Tip-I
suslar1 olduklar1 gériildii. Bir baska ifade ile Tip-I suslarinin DU’li hastalardaki
prevalansi korpusta % 100, antrumda % 94.3, G/MU’li hasta grubunda ise sirasi ile %
90.3 ve % 78.6 dir (Tablo 4.7 ve 4.8).

Saribasak H ve ark."', 92 biyopsi 6rnegini degerlendirdikleri ¢alismalarinda 65
ornekte H.pylori kolonizasyonu tespit etmisler, bu suslarin da 51’inin (% 78) cagAd
pozitif oldugunu bildirmislerdir. Sadece antrum O6rneklerini degerlendiren bu
aragtirmacilar cagA’ suslarm prevalansmin gastritli gruptaki suslar arasinda % 55,
MU’li hastalara ait suslar arasinda % 100 ve DU’li hastalara ait suslar arasinda ise % 89
oldugunu belirtmislerdir. Bolek BK ve ark.'””” da, sadece antrum orneklerini
degerlendirdikleri ¢alismalarinda kolonize suslarin; DU’li hastalarda % 87, MU’li
hastalarda % 71, gastritli hastalarda ise % 57’sinin cagd pozitif oldugunu
bildirmislerdir. Aydin F ve ark.'” ise cagA” suslarin prevalansimn peptik ilserli
hastalarda % 72, NUD’li hastalarda ise % 44 oldugunu belirtmislerdir. Bu iic
calismada'"""**!'"® da beklendigi gibi patolojinin siddeti ile paralel olarak seyreden bir
cagA pozitifligi dikkat ¢ekmektedir. Ancak, bu gruplar sadece antrum orneklerini
degerlendirmisler ve MU ile gastriti klinik tanimlamada farkli skorlanuslardir. Bu
sebeple, bizim sonug¢larimizdan sadece anrtum bulgularimizin bu c¢alismalarla
karsilastirllmast  miimkiindiir. DU’li gruptaki % 94.3 oranindaki cagd® olan

prevalansimiz Saribasak H ve ark.’min"’' % 89, Bolek BK ve ark.’nm'>* % 87’lik

oranina yakin, ancak daha yiiksektir. G/MU’li hasta grubumuzun antrum &rneklerine ait
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% 78.6’1ik oranimi1z da Saribasak H ve ark.’nin"~" benzer hasta gruplarina ait %77.5’lik

ortalama oranina benzer iken, diger iki caligmadaki'™*'7®

ortalama degerlerden daha
yiiksektir. Bizim bulgularimizin  iilkemizdeki farkli bdlgelerden elde edilen
calismalardaki sonuglarla bire bir Ortligmemesi, kullanilan yontem, calismayi yapan
kisilerin tecriibesi gibi laboratuvarlar arasinda tdlere edilebilir teknik farkliliklar kadar,
bolgesel beslenme aliskanliklari, sosyoekonomik sartlar gibi hasta gruplarinin
cesitliliginden de kaynaklanabilir. Ancak bizim calismamiz, 6zellikle DU’li hastalarda
prognoza ait delil aranacaksa, drnegin antrumdan ¢ok korpustan alinmasinin daha dogru
olacagimi gostermistir. Yurt disindan yapilan c¢aligmalarda da klinik tablo ile cagA
pozitifligi arasindaki iliski tartisilir derecede ilgili bulunmustur. Mesela, Nijerya’da
DU’li hastalardan izole edilen H.pylori suslari arasinda % 95 olan cagA pozitifligi
NUD’li hastalarda % 91 olarak tespit edilmistir' °. Bu grubun DU’li hastalara ait
bulgular1 bizim ayn1 grup igin tespit ettigimiz % 94.3’liik oranimizla son derece benzer
olmasina karsilik, genel degerlendirmede cagA profilinin klinik tabloya etkisini tartigilir
hale getirmektedir. Hindistan’da DU ve kronik gastritli hasta gruplarindan olusan 116
hasta ile yapilmis olan bir ¢alismada'*', DU’li hasta grubu igin bildirilen % 90
oranindaki cagA " suslara ait prevalans yine bizim bulgumuza yakindir. Bu grup kronik
gastritli hastalardaki cagd’ suslarin prevalansmi da % 82 olarak bildirmistir. Bu
olgularda gastrit veya MU sekillenecegi varsayimindan hareket edilecek olursa, gastrit
ve MU icin elde ettikleri farz edilen % 82’lik oranlar1 bizim benzer gruptaki % 78.6’lik
oranimiza bityiik 6l¢iide benzerdir'*'.

Belcika’da'*? cagA pozitifliginin prognoza etkisini tespit amaci ile 104 hasta ile
yapilmis bir ¢calismada DU’li hastalarda % 92, kronik gastritli hastalarda % 73 olarak
179

bildirdikleri pozitiflik oranlari, benzer sekilde Ingiltere’de
DU’li hastalarda % 94, MU’lilerde % 58, NUD’lilerde ise % 56 olarak bildirilen cagA”

yapilmig bir ¢aligmada

sus prevalansi, Brezilya’da Ashour AAR ve arkadaslar'’® tarafindan yapilmis bir
calismanin sonunda, DU’li hastalarda % 88 olarak bildirilen oran ile ayni iilkede Brito
CAA ve arkadaslar1™* tarafindan yapilmis baska bir calismada DU’li hastalar igin
bildirilen % 91°’lik cagd™ sus prevalans oranlari bizim DU’li hastalarin antrum
orneklerindeki cagd® H.pylori suslarina ait % 94.3’liikk prevalans oranimizla biiyiik
olgiide benzerlik gostermektedir. Benzer sekilde, DU’li hastalara ait biyopsi

orneklerinden izole edilen suslar arasindaki cagd” H.pylori suslari prevalansi; ABD,
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Italya, Ingiltere, Hollanda, Avustralya ve Hong Kong’da % 80-100 oranlar1 arasinda
bildirilmistir'**'*. Bu sonuglar, tiim diinyada oldugu gibi bizim iilkemizde de cagd™
suslarla kolonizasyonun 6zellikle DU, gastrit ve MU igin risk olusturdugunu, ancak,
DU’li hastalarda korpus biyopsi orneklerinin antrum orneklerinden daha degerli
oldugunu gostermektedir.

H.pylori suslarinin  virulansina vac4 geninin katkis1 ile 1ilgili yapilan
calismalarda bolgesel olarak degisen sonuglar alinmistir. Bu calismalarda, daha 6nce de
belirtildigi gibi s//ml ve si/m2 allellerine sahip suslarin daha virulan oldugu, s2/m2
suglarinin daha hafif, kendini sinirlandiran klinik tablolara yol ac¢tig1 iddia
edilmistir' "1 Ayrica, s/c suslarmin Asya kokenli suslarda daha yogun
goriildiigii ve bu bolgede daha sik karsilagilan mide kanserleri ile iligkili olabilecegi ileri
stiriilmiigse de, tek basina s/c ile kanser olusumunun izah edilemeyecegi bu konudaki
celiskili sonuglar iireten calismalarla gosterilmistir'"'*"'*¢'*7 Biz, calismamiza dahil
ettigimiz hasta gruplarimizdaki vacA allellerinin prognoza etkisinin, allellerin cagA ile
iligkisinin ve bolgede hakim olan allel veya allellerin tespiti i¢in allel spesifik primerler
yardimi ile vacA pozitif 199 6rnegi degerlendirdik.

Bizim G/MU’li hasta grubumuza ait cagd”™ 103 susta en sik goriilen allelik
kombinasyonumuz 33 ornekteki s/c/mib idi. Bunu 26 6rnekle s/c/mla, 20’ser 6rnekle
sla/mla ve sla/mlb genotipleri izledi. Bu grupta s2/m2 genotipi hicbir Ornekte
gosterilemedi. Buna karsilik, ayni grupta cagdvacA™ olan 30 ornekte ise en sik
karsilagilan genotipler 8 drnekle s//m2 ve 5’er drnekle s/b/mlia, sIb/mlb ve s2/m2 idi
(Tablo 4.12).

DU’li hastalarimizdan cagd vacA” drneklerde en sik rastlanan vac4 genotipi 27
ornekle s/a/m1b idi. Bunu 19 6rnekle s/a/mla ve 12 6rnekle s/c/m1b kombinasyonlari
izledi. Yine bu grupta da 6rneklerin hig birisinde s2/m2 genotipi tespit edilemedi. cag4”
vacA" biyopsi orneklerinde ise; 3 ornekte s//m2 ve 1 &mekte de s/b/mla genotipi
goriildii (Tablo 4.12).

Bu bulgulardan hareketle, bizim G/MU’li hastalarimizda kolonize olan Tip-I
suslarimizda en sik karsilagilan “s™ allelinin 59 6rnekle s/c oldugu, bunu 40 6rnekle
ornekle s/a allelinin izledigi, “m” allelleri igerisinde ise en sik karsilagilan allelin 53
ornekle m1b oldugu, bunu 49 6rnekle mla’nm izledigi goriildii. Buna karsilik, DU’li

hastalara ait biyopsi O6rneklerinde ise en sik karsilagilan “s” allelinin 46 Ornekle s/a
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oldugu, bunu 20 6rnekle s/c’nin izledigi, “m” allelleri igerisinde ise en sik karsilasilan
allelin 39 &rnekle m b oldugu, bunu 27 drnekle mla nim izledigi goriildii. Yani G/MU’li
hastalarda egemen olan “s” allelinin s/c olmasina karsilik, DU’li hastalardaki egemen
olan “s” alleli s/a idi ve bu fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (P<0.001; Ki
kare Fisher exact testi). Egemen olan “m” allelinin ise her iki grupta da m/b oldugu
goriildii (Tablo 4.12 ve 4.13).

Genel bir degerlendirme yapildiginda ise, biitiin Tip-I suslarimizda en sik
karsilagilan vacA genotipinin 47 6rnekle s/a/mi1b oldugu, bunu 45 6rnekle slc/m1b’nin
izledigi gorilmistiir. Yine genelde, vacA allelleri tespit edilen 169 Tip-I susunun %
50.9’u sla iken, % 46.7’s1 slc olarak tanimlanmistir. Bu gruptaki suslarin % 2.4’i de
s1b alleline sahip idi.

vacA allellerinin hasta gruplarina dagilimu ile ilgili farkli kaynaklardan farkl
sonuglar bildirilmis, ancak s/a, sib ve mla allellerinin Avrupa ve Giiney Amerika
suslarinda, s/c ve mib allellerinin ise daha ¢ok Dogu Asya kokenli suslarda oldugu

R 16,86,101,134,174
ortak goriisiine varilmigtir > """

. Bizim tilkemizde vacA alleleri dagilimi ve klinik
bulgularin karsilastirildigi calisma yok denecek kadar azdir. Bolek BK ve ark.'’”
Istanbul bdlgesinde yaptiklar1 ve DU’li ve MU’li hastalara ait biyopsi drneklerini cagA
ve vacA yoniinden degerlendirdikleri galismalarinda, DU’li hastalarda kolonize olan
Tip-I suslardaki en sik tespit ettikleri vac4 genotipinin 6rneklerin % 81’inde s//mi, %
15’inde ise s1/m2 oldugunu bildirmislerdir. Bu arastirmacilar MU’li hastalarda da % 60
ile s1/m1 kombinasyonunun en sik karsilagilan genotip oldugunu, bunu % 40 ile s//m?2
genotipinin izledigini, ayrica, her iki hasta grubunda birer tane olmak {izere toplam 2
ornekte s2/m2 genotipi goriildiiglinii bildirmislerdir. Ancak, bu grup “s” ve “m”
allellerinin  subgruplarin1  aragtirmamigtir. Bizim ¢alismamizdaki Tip-I olarak
tanimladigimiz suslardan; G/MU’li hastalara ait 1’inde s//m2 genotipi goriilmiis iken,
DU’li hastalara ait olanlarinda s1/m2 genotipi goriilmedi. Buna karsilik, Tip-1I olarak
tanimlanan suslardan ise; G/MU’li hastalara ait 8’i ile DU’li hastalara ait 3 {inde s//m2
genotipi tespit edildi (Tablo 4.12). Bolek BK ve ark."* Tip-I suslarda s//m2 genotipini
% 15 ve % 40 gibi oldukga yiiksek oranlarda bildirmislerdir. Oysa s//m2 genotipi bizim
Tip-1I suslarimzda daha sik gériildii. Biz G/MU’li hastalarimizda kolonize olan Tip-II
H.pylori suglarindan 5’inin s2/m2 genotipine ait olduklarini gordiik. Oysa Bolek BK ve

ark."” bu genotipi Tip I suslarda ve 2 hastaya ait biyopsi rneginde tespit etmislerdir.
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Yurt disindan yapilan ¢ok sayidaki ¢alismada s2 alleline sahip genotiplerin ¢ok nadir
gorilldigii veya asemptomatik taginan suslarda oldugu gosterilmistir'®"**'**. Bu
baglamda, bizim sadece Tip II suslarinda gosterdigimiz s2 alleleri literatiir ile uyum
gostermektedir. Bolek BK ve ark.’nin'>* Tip II suslari ve vacd “s” ve “m” subtipleri ile
ilgili  bilgi vermemeleri, bizim bulgularimizi daha detayli kiyaslamamizi
engellemektedir. Ulkemizde yapilmis diger bir ¢calismada Saribasak H ve ark.", yine
Istanbul bolgesinde 73 hastaya ait biyopsi 6rneklerini degerlendirerek, bu drneklerin %
89’unda H.pylori kolonizasyonu tespit etmisler ve bu suslarin da % 78’inin Tip-I suslar
oldugunu belirtmislerdir. Bu arastirmacilar’®' Tip-I suslar icerisinde en sik goriilen vacA

151152 61de edilen sonuglart,

allelinin s/a/mla oldugunu bildirmislerdir. Bu iki ¢alismada
bizim sonuglarimizla karsilastirdigimizda; s/ allelinin her ii¢ ¢alismada da en sik tespit
edilen allel oldugu, Saribasak ve arkadaglarinin ¢alismalarinda goriilmeyen s/c allelinin,
demografik yapidaki bolgesel farkliliga bagli olarak, bizim izolatlarimizda yiiksek
oranda goriildiigii dikkat cekmektedir (Tablo 4.9) Benzer farklilklar yurt disindan
bildirilen oranlarda da goriilmektedir. Mesela, Smith SI ve ark.'” Nijerya’da DU’li ve
NUD’li olgularda yaptiklar vacA allel calismasinda, s1/m2 allelinin ¢ok yiiksek oranda
goriildiigiinii belirtmislerdir. Bu grubun sI/m2 allel oranlari, DU’li ve NUD’li
hastalarda siras1 ile % 73.7 ve % 72.7°dir. Buna karsilik, s//m1 alleli goriilme sikligini
da siras1 ile % 26.3 ve % 22.7 oraninda bulmuslar, s2/m2 allelinin ise sadece NUD’li bir
hastada goriildiigiinii bildirmislerdir. Bu grubun s2 alleli ile ilgili bulgular1 hem genel
literatiir, hem de bizim bulgumuzla uyusmaktadir. Buna karsilik, Ashour AAR ve ark.'”
da Brezilya’da yaptiklar1 bir ¢alismanin sonunda gastritli hastalardan izole ettikleri 18
susun 8’i ile DU’li hastalardan izole ettikleri 20 susun 2 sinde s2/m2 allelinin varhgini
bildirmiglerdir. Ancak bu ¢alismada cagA-vacA birlikteligi ile ilgili yani ¢aligmaya dahil
edilen suslarin tipi ile ilgili bilgi verilmemistir. Bu belirsizlik bulgularimizin
tarisilmasini engellemektedir. Yine de, DU’li hastalarda gastritli hastalara gore daha
dsiik orandaki s2/m2 prevalanslart bu allelik kombinasyona sahip suslarin daha diisiik
virulansa sahip olduklarin1 diisiindiirmektedir. Yine Brezilya’dan bildirilen baska bir
calismada ise, Martins LC ve ark.'™; gastritli, MU’li ve DU’li hastalardan izole ettikleri
Tip-I suslarinin % 82.9’unun s/bh/mli alleline sahip olduklarini, buna karsilik, ayni
gruplarda Tip-II suslarda en sik goriilen allelin % 76.9 orani ile s2/m2 oldugunu Tip I

[YP2] 13 2

suslarda bu allelin goriilmedigini bildirmislerdir. Bu ¢alismada'® bildirilen “s” ve “m
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alleleri ile ilgili sonuglar, iilkemizde yapilan calismalarda elde edilen sonuglardan
tamamen farkli olmakla birlikte, bu grubun s2/m2 sonuglari bizim sonuglarimizla
benzerlik gostermektedir. Bu grup, bizim gibi s2/m2 allelini sadece Tip II suslarda tespit
ettiklerini bildirmislerdir. Van doorn ve ark.'”* da Hollanda’da peptik iilserli hastalara
ait izolatlarla yaptiklar1 bir ¢alismada; vacA allelik kombinasyonlarinin prevalansini
sla/ml, sla/m2, slb/ml, s1b/m2 ve s2/m2 i¢in sirasi ile % 36.2, % 23.4, % 2.1, % 5.3
ve % 20.2 olarak bildirmisler, Tip I izolatlarda sl allellerinin yiiksek oranda
birlikteligine dikkat ¢ekmislerdir. Bu grubun, m1 suptiplerini belirtmemis olmasi tam
olarak bizim bulgularimizla kiyast engellemektedir. Bununla birlikte, bizim
calismamizda da s/a/mla ve sla/ml1b allellerimizin toplami % 50.9 ile en yiiksek orani
olusturmustur. Bu grubun s2/m2 orani bizim oranimizdan yiiksektir, ancak, bu allelik
kombinasyona sahip suslarin cagA4 - vacA statiileri belirtilmemistir.

Biz, bir olguya ait antrum biyopsi orneginde s/a/mla ve korpus biyopsi
orneginde de s2/m2 alleli ile kolonizasyon yani multiple kolonizasyon tespit ettik.
Literatiirde multiple kolonizasyon ile ilgili farkli sonuglar bildirilmistir. Mesela Van
Doorn LJ ve ark.'”?, calismalarinda % 10.6 oraninda multiple kolonizasyon tespit
ettiklerini bildirmisken, Wong BC ve ark.'”, bu oranmn kendi serilerinde % 8.3
oldugunu bildirmislerdir. Bu oranlar bizim oranimizdan oldukca yiiksektir. Buna
karsihk, Martins LC ve ark.', aragtirmalarinda hastalarm % 3.4’iinde multiple
kolonizasyon goriildiigiinii bildirmislerdir. Bu oran bizim oranimiza oldukga yakindir.

Sonug olarak, H.pylori ve genotipleri ile gastroduodenal hastaliklar arasindaki
iliskiyi tespite yonelik olarak yapilan ¢alismalarda, farkli iilkelerde veya bir iilkedeki
farkli bolgelerde calismaya dahil edilen hastalarin genetik 6zellikleri, beslenme
aliskanliklari, yas, sigara kullanim1 ve ailedeki niifus sayisi gibi sebeplere bagli olarak
farkli sonuglar elde edilmistir. Ancak bir genelleme olarak; biitiin diinyada Tip-I
suglarin prognozu olumsuz yonde etkiledigi, vacA allellerinden s/a ve sIb’nin Bati
toplumlarinda, s/c allellerinin de Asya kokenli toplumlarda daha sik gorildiigii
sOylenebilir. Bu genelleme disinda Tip-I ve Tip-II suslarmin farkli hasta gruplarindaki
prevalansi, cagA genotipleri ile vacA genotiplerinin dagilimi bolgesel 06zellik
gostermektedir. Bu sebeple de, 6zellikle ililkemiz gibi H.pylori infeksiyonlarinin yiiksek
insidans ve prevalansa sahip oldugu iilkelerde farkli hasta gruplarindaki allel ve

genotiplerin belirlenmesi hem genotip ve hastaligin prognozu arasinda kurulacak iliski
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ile prediktif bir veri saglamas1 agisindan hastaya, hem de iilkeye ve evrensel tibba katk1
saglayacaktir. Bu ¢alisma sonunda, bdlgemizde G/MU’li ve DU’li hastalarda Tip-I
suslarin sirast ile % 78.6 ve % 94.3 gibi yiiksek oranlarda goriildiigli, en sik goriilen
vacA genotipinin G/MU’li hastalarda s/c/mi1b ve DU’li hastalarda sla/mlb oldugu
goriilmiistiir. Bu sonuglar bolgemizdeki benzer hasta gruplarindan izole edilen suslarin

genotip tayini sonrasi kolonizasyonunun prognozu i¢in prediktif deger tasimaktadir.
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6. SONUCLAR

Gastrit, mide iilseri ve duodenal iilser ile H.pylori arasindaki muhtemel iligkiyi
ve H.pylori gastrik kolonizasyonun prognozunu etkileyen konaga ait cinsiyet ile
bakteriye ait en Onemli virulans faktorleri olan cagd ve vacA genotiplerinin etkisini

tespit amaci ile planlanan ¢aligma sonunda;

1. H.pylori gastrik kolonizasyonun erkek hastalarda (% 95.6) kadin hastalara gore
(% 75.0) daha yiiksek oranda oldugu,

2. H.pylori kolonizasyonu G/MU’li hasta grubunda 131 (% 82.9), DU’li hasta
grubunda 70 (% 95.9) olmak iizere toplam 201 (% 87.0) hastanin tamaminin
antrum mukozasinda tespit edilirken, bu hastalarin tamami antrum mukozasinda
da kolonize olmak iizere, 113’ii G/MU’li, 41’i de DU’li, toplam 154’iiniin
korpus mukozasinda goriildiigli, bu sebeple de, farkli hasta gruplarindaki
H.pylori gastrik kolonizasyonunu gosterebilmek i¢in tek basina antrum biyopsi
orneklerinin yeterli oldugu,

3. H.pylori Tip-1 suslarin prevalansinin DU’li hastalarda (% 94.3) G/MU’li
hastalardan (% 78.6) daha yiiksek oldugu,

4. DU’li hastalarin korpusunda kolonize olan suslarmin tamaminin Tip-I suslart
olmasma karsihk, G/MU’li hastalara ait korpus ©Orneklerindeki Tip-I
kolonizasyon prevalansinin (% 90.3) daha diisiik oldugu,

5. G/MU’li hastalarda en sik karsilasilan allelik kombinasyonun 33 6rnekle
slc/mlb oldugu, DU’li hastalarda ise 27 6rnekle s/a/milb’nin en sik gdriilen
kombinasyon oldugu,

6. G/MU’li hastalara ait suslarda sic allelinin goriilmesinin, bu allelin bolgemiz
icin 6nemini vurgulamakla birlikte, Dogu kokenli suslarda gastrik kanserler icin
onemli bir risk faktorii oldugu gosterilen bu suslarla meydana gelen gastrik

kolonizasyonun bolgemiz i¢in de bir risk faktorii oldugu gosterilmistir.
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Sonug olarak, bolgemizde gastroduodenal yakinmasi olan hastalarda endoskopik
muayene esnasinda tani amaci ile antrum biyopsi 6rneklerinin alinmasi ve bu 6rneklerde
sadece H.pylori kolonizasasyonunun gosterilmesi ile yetinilmeyip genotip ve allelik
kombinasyonun da tespit edilmesinin, gastrik kansere kadar ilerleme riski olan s/c
alleline sahip suslarla olusan infeksiyonlarin erken tanisi ve eradikasyonuna imkan

saglayacagi i¢in 6nemli oldugu goriilmiistiir.
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