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1. OZET

Helicobacter pylori ve Klaritromisin Direncinin Parafin Bloklarda Floresan In Situ

Hibridizasyon (FISH) Yontemi ile Belirlenmesi

Helicobacter pylori enfeksiyonunda klaritromisin direnci artis gostermekte ve
eradikasyon tedavisinde basarisizlik orani artmaktadir. 23S rRNA geninin 2142, 2143 ve
2144 pozisyonundaki nokta mutasyonlari ile olusan klaritromisin direncinin belirlenmesinde
fenotipik duyarlilik testlerinin yamsira molekiiler yontemler de kullanilmaktadir.
Calismamizda parafin bloklu mide biyopsi 6rneklerinde deparafinizasyon sonrast H. pylori
enfeksiyonu tanisi ve klaritromisin direncinin saptanmasi icin floresan in situ hibridizasyon
metodu (FISH) uyguland.

Mayis-Kasim 2003 tarihleri arasinda Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi
Gastroenteroloji Poliklinigi’ne dispeptik yakinmalari ile bagvuran ve endoskopi endikasyonu
konulan toplam 54 hasta (17 erkek, 37 kadin, yas ortalamas1 46.48+13.12; yas aralig1 21-78)
calismaya alindi. Herbir hastadan 2 antrum ve 2 korpus biyopsi 6rnegi alindi ve H. pylori
enfeksiyonu tanisi i¢in hizli tireaz testi ve histopatolojik inceleme altin standart yontemler
olarak uygulandi. H. pylori enfeksiyonu varligi hizl iireaz testi ve histopatoloji olumlulugu
ile, H. pylori enfeksiyonu yoklugu ise her iki testin olumsuzlugu ile belirlendi. Toplam 108
formalin ile tespit edilmis ve parafine gomiilmiis antrum ve korpus biyopsilerinden hazirlanan
histolojik kesitler deparafinize edildi ve FISH (seaFAST H. pylori Combi-Kit; SeaPro
Theranostics International bv, Lelystad, The Netherlands) metodu ile incelendi. Bu teknikte
H. pylori'nin spesifik identifikasyonu i¢in Hpyl ve H. pylori’nin klaritromisin direncine
neden olan nokta mutasyonlarini hedefleyen ClaR1 (A2143G), ClaR2 (A2144G) ve ClaR3
(A2143C) floresan isaretli oligoniikleotid problar kullanildi. Toplam 54 hastanin 45’1 (%83.3)
altin standart yontemler ve FISH metoduna gore H. pylori enfeksiyonu olumlu, 9’u (%16.7)
olumsuz bulundu. 45 hastanin 14’{inde (%31.1) klaritromisin duyarli H. pylori susu, 4’iinde
(%38.9) klaritromisin direngli H. pylori susu ve 27’sinde (%57.5) ise klaritromisin direncgli ve
klaritromisin duyarli H. pylori susu saptandi. Klaritromisin direngli suslar yiiksek oranda
saptandi, bu da bu hasta grubundaki olasi tedavi basarnisizligin1 gosterecektir. Duyarlilik
%95.6, secicilik %77.8, olumlu 6ngorii degeri %95.6, olumsuz 6ngorii degeri ise %77.8 olup,

altin standart yontemler ile istatistiksel anlamli fark gézlenmedi (p=1.00,kappa=0.73). Sonug



olarak, parafin bloklu dokularda FISH metodu H. pylori’nin saptanmasi ve es zamanli olarak
klaritromisin direncinin belirlenmesi i¢in altin standartlara gore olduk¢a hizli, 3 saat igerisinde
uygulanabilen, kiiltiirden bagimsiz, fiyat acisindan uygun ve giivenilir bir tekniktir. H.
pylori’nin basiller formu ve kokoid formunu saptayabilen FISH metodu, parafin bloklu
dokulara uygulanmasmin yani sira taze biyopsi orneklerine ve H. pylori kiiltiiriinden izole
edilen kolonilere de uygulanabilmektedir. Bu teknik klinik agidan 6nemi nedeniyle, bakteriyal
dansiteyi saptayabilme, tedavinin takibinde ve tedaviye baslanmadan ©nce tedavideki
basarisizligin onlenmesine olanak saglayacagi i¢in rutin uygulamalarda kullanilabilecegi

kanisina varildi.

Anahtar kelimeler: Helicobacter pylori, FISH metodu, klaritromisin direnci



2. SUMMARY

Detection of Helicobacter pylori and Clarithromycin Resistance from Formalin-
fixed, Paraffin-embedded Gastric Biopsy Specimens by Fluorescence In Situ

Hybridization

Helicobacter pylori is etiologically associated with gastritis, gastric and duodenal
ulcers, gastric adenocarcinoma and mucosa-associated lymphoid tissue (MALT) lymphoma.
H. pylori can be detected by noninvasive and invasive methods, the latter requiring
endoscopy. Recently, clarithromycin resistance in H. pylori strains is increasing and
eradication therapy of this bacterium is becoming more difficult. Molecular methods have
frequently been applied besides phenotypic methods for susceptibility testing to detect
clarithromycin resistance due to mutations in the 2143 and 2144 positions of 23S rRNA gene.
Fluorescence in situ hybridization (FISH) method can be used to detect H. pylori and
determine clarithromycin resistance simultaneously as a non culture method.

In this study, fifty four patients (17 males, 37 females; mean age, 46.48+13.12 years; age
range, 21 to 78 years) were studied for the detection of H. pylori and determine
clarithromycin resistance in paraffin embedded tissue sections retrospectively by FISH
method between May and November 2003. All patients had dyspeptic symptoms and were
referred to a diagnostic upper endoscopy. Two antrum and corpus biopsies were taken from
each patient. Rapid urease test and histopathology were applied to all patients as gold standard
methods for the diagnosis of H.pylori infection. A total of 108 paraffin embedded biopsy
specimens were deparaffinized and examined by FISH (seaFAST H. pylori Combi-Kit;
SeaPro Theranostics International bv, Lelystad, The Netherlands) method. This technique was
performed using the fluorescence-labeled oligonucleotide probes: Hpyl for the specific
identification of H. pylori and ClaR1 (A2143G), ClaR2 (A2144G) and ClaR3 (A2143C)
targeting to the point mutations for clarithromycin resistance. Forty five of 54 patients
(83.33%) were diagnosed as positive and 9 (16.67%) were negative for H. pylori infection by
gold standard methods and FISH method. Among the specimens from 45 patients infected
with H. pylori, FISH identified H. pylori infection in 43 (95.5%) deparaffinized biopsy
specimens. Among the 9 negative H. pylori infection, 7 (77.7%) were negative for H. pylori
infection by FISH with 2 false positive results. H. pylori negativity was confirmed by

histopathology showing no H. pylori on 2 consecutive tissue sections.



Fourteen (31.11%) positive biopsy samples exhibited clarithromycin-sensitive H.
pylori strains, 4 (8.89 %) were clarithromycin-resistant H. pylori strains and 27 (57.45%)
were both wild-type and clarithromycin resistant H. pylori strains. The sensitivity, specificity,
positive and negative predictive values for FISH method were 95.56%, 77.78%, 95.56% and
77.78%, respectively. The statistical difference was not found when compared to the gold
standard methods (p=1.00, kappa=0.73). In conclusion, FISH method in paraffin embedded
tissues is a rapid, accurate and cost-effective method for the detection of H. pylori infection
and to determine clarithromycin resistance within three hours according to the gold standards
as a non-culture method. This method can also be applied to fresh biopsy samples and to the
isolated colonies from a culture of H. pylori, also detecting both the culturable bacillary forms
as well as the coccoid forms of H. pylori besides the paraffin embedded tissue sections. This
technique will be helpful determining the bacterial density and the success of treatment where
clarithromycin has been widely used in populations to increase the efficacy of the treatment

and to clarify the treatment failure in vitro.

Key words: Helicobacter pylori, FISH method, clarithromycin resistance



3. GiRiS VE AMAC

Helicobacter pylori (H. pylori) hareketli, spiral yapida mikroaerofilik Gram negatif
bakteridir (1-7). H. pylori gastrit, gastrik ve duodenal iilserler, gastrik adenokarsinoma ve
mukoza-iligkili lenfoid doku (MALT) lenfoma da major patojen olarak bildirilmekte, ancak
fonksiyonel dispepside rolii tartisilmaktadir (8,9). H. pylori enfeksiyonu ile olusan
gastroduodenal hastaliklar gdzoniine alindiginda bakterinin halk sagligi acisindan dnemli bir
rolii bulunmaktadir (9). H. pylori gastrik mukozada kolonize olur ve gastrik epitel hiicreleri
hedef alir (10). Gelismekte olan iilkelerde H. pylori enfeksiyonu prevalanst %70-90, gelismis
iilkelerde %25-50’dir (6,11). Insandan insana bulas birincil bulas yoludur. Fekal-oral, oral-
oral gecis bildirilmektedir (12). Midenin kronik H. pylori enfeksiyonu gastroduedonal
hastaliklarin  gelisiminde temel bir risk faktorii olarak tanmimlanmaktadir. H. pylori
“International Agency for Cancer Research (IACR)” tarafindan Simif I karsinojen olarak
siniflandirilmistir (13).

Mide mukozasina kolonizasyonda yiiksek hareket 6zelligi, bol miktarda iireaz iiretimi,
yiizey lektinlerinin ekspresyonu gibi hiicresel karakteristikler rol oynar (10). H. pylori
enfeksiyonu tanisinda invaziv-noninvaziv testler gelistirilmistir. Non invaziv testler; idrar,
tiikiiriik ve feges gibi klinik 6rneklerin incelenmesi, seroloji, "*C iire nefes testi (UBT)’dir (6).
Diski antijen testleri ve diski PCR non invaziv yontemlerdir. invaziv testler (kiiltiir,
histopatolojik inceleme, hizl iireaz testi, biyopsi PCR) endoskopi gerektiren biyopsi temelli
yontemlerdir (2). Histoloji ve kiiltiir enfeksiyonunun saptanmasinda kolay ve pratik
uygulanamamasina ragmen duyarlilik ve 6zgiilliik agisindan altin standart yontemlerdir (1,2).
Enfeksiyonun eradikasyonunda klaritromisin ve amoksisilin ya da metronidazol ile PPI
temelli 7 ve 14 giinliikk ii¢lii tedavi protokolii uygulanmaktadir (3,7,14). Klaritromisin, H.
pylori eradikasyonu icin Onerilen bir¢ok tedavi protokolleri icinde dnemli bir role sahiptir
(15). Ancak giiniimiizde klaritromisine direncli suslar artmakta ve eradikasyon tedavisinin
basarisin1 azaltmaktadir (7). Klaritromisin direnci Amerika’da %5-14, Avrupa’da %10’un
tizerinde bildirilmektedir (7,16). Son yillarda tilkemizde bu direng orani, bir ¢calismada %16.8,
diger calismalarda ise %52-56 olarak bildirilmistir (17-19). H. pylori kiiltiirii ve antibiyogram
uygulamalarindaki teknik zorluklar ve zor iireyen bir bakteri olmasi nedeniyle direncin
belirlenmesi i¢in pratik, ucuz ve uygulanabilir yontemler gereklidir. Tedavi Oncesi direncin

varligimin saptanmasinin 6nemi bildirilmektedir (14,20). Klinik H. pylori izolatlarinda,



klaritromisin direnci 23S rRNAda baskin ii¢ ayr1 nokta mutasyonu aracilifr ile gerceklesir
(3,15,21). Adenin rezidiisiiniin 2143 ve 2144 pozisyonlarinda guaninle (A2143G ve A2144G)
ya da 2143 pozisyonunda sitozinle yer degistirdigi iic mutasyon 23S rRNAnin peptidil
transferaz bolgesinde lokalizedir (3,14,21,22). H. pylori rRNAsiin floresan in situ
hibridizasyon (FISH) metodu ile saptanmasi; kiiltiirden bagimsiz, gastrik doku kesitlerinde
patojenin ve klaritromisin direncinin belirlenmesinde spesifik bir yontem oldugu
bildirilmektedir (3,7). Olduk¢a duyarli ve gastrik biyopsi oOrneklerinde H. pylori’nin
saptanmasinda geleneksel olarak kiiltirden daha giivenilir ve daha pratik bir metod oldugu
diistiniilmektedir (21).

Bu ¢alismada, retrospektif olarak gastrik dokudan H. pylori’nin ve es zamanl olarak
rRNA hedefli floresansla isaretlenmis oligoniikleotit problar1 ile klaritromisin direng
genotipinin saptanmasinda FISH tekniginin uygulanmasi, klaritromisin ve benzer
antibiyotiklere  karsi  gelecekte iilkemizde olusabilecek direncin  saptanmasinda
uygulanabilirligi vede degerinin arastirilmasi amaglanmistir (4,21).

H. pylori enfeksiyonunun klinik Oneminin artmast cesitli tanisal metodlarin
gelistirilmesini ve rutinde uygulanabilirliklerinin arastirilmasimi gerekli kilmistir. H. pylori
enfeksiyonunun dogru tamisinda altin standart patojenin kiiltiirii oldugu kadar °C iire nefes
testi, hizli iireaz testi ve histopatolojik olarak pozitif bulunmasidir (21). Gastrik biyopsi
orneklerinden patojenin kiiltiirii ve makrolid direncinin saptanmasinda E-test ya da agar
diliisyon yontemi kullanilmaktadir. Her iki teknik, kiiltiiriin daha uzun siirede enkiibasyonunu
gerektirir ve susta varolan nokta mutasyonlarinin tipini tanimlayamaz (15).

FISH’in temel avantaji, hedef rRNA’nin floresanla isaretlenmis oligoniikleotid problari
makrolid duyarliliginin tanisinda kullanilabilir, boylece klinisyene dogru tedavi programi icin
onemli bilgi saglanmaktadir (21). E-test fenotipik olarak klaritromisin direncini saptamakta,
FISH ise klaritromisin diren¢li mutantlar ile klaritromisin duyarli wild tip arasinda ayrim
yapabilme ve H. pylori’nin saptanmasi icin kanitlanmis genotipik bir tekniktir (14). FISH
klaritromisin direncli H. pylori mutantlarinin saptanmasi i¢in hizli bir yontemdir ve sonuglar
endoskopiden sonra ii¢ saat icinde verilebilmektedir. Problar ticari olarak saglanabilir ve bu
yontem maliyet agisindan ¢ok uygundur, epifloresan mikroskobu disinda 6zel donanima gerek

duymaksizin laboratuvarlarda uygulanabilir (14,23).



4. GENEL BIiLGIiLER

4.1. Tarihce

H. pylori ve gastroduodenal hastaliklardaki roliiniin bulunmasi bakteriyoloji ve
gastroenteroloji i¢in son yirmi yilin en dnemli buluslarindan biridir (24).

Hayvan ve insanlardaki gastrik spiral yapidaki bakteriler 100 yildan fazla bir siiredir
biliniyordu. Hayvanlarda spiral bakteriler ilk kez Rappin tarafindan 1881'de ve Bizzozero
tarafindan 1893'te yayinland1 (25,26). 1896’da Salomon kedi, kopek ve sicanlarin midesinde
spiral bakterileri tesbit etti ve farelerden ge¢mis olabilecegini belirtti (24,25). 1899'da,
Jaworski insanlardan aldig1 gastrik yikama suyunun sedimentinde spiral mikroorganizmalari
tanimladi. Ancak bu bulusu sadece Polonya'da yaymlandigi i¢in fazla dikkat cekmedi (24).

20. yiizyilin baglarinda 1906’da Balfour maymun ve kopeklerin gastrik iilser
orneklerinde, Krienitz gastrik kanserli bir hastanin gastrik Orneklerinde spiral
mikroorganizmalar1 tanimladi (16). Luck ve Seth midedeki iireaz aktivitesini tanimladilar ve
antibiyotik tedavisi ile kayboldugunu bildirdiler, ancak gastrik mikroorganizmalar ile iliski
1984'e kadar kurulamadi. 1938 yilinda Doenges, otopsi orneklerinin %43’iiniin midesinde
spiral mikroorganizmalar1 saptadi. Ornekler postmortem toplanmis ve kontaminasyon riski
nedeniyle bu bulgular siipheyle karsiland1 (24,26,27). ki yil sonra mide iilserli ve kanserli
hastalarin cerrahi 6rneklerinde de spiroket tesbit edildi. Bu son ¢alisma, mikroorganizmanin
bir postmortem kontaminan olmadigini ve gastrik bir patojen oldugunu destekledi (24).

1940 yilinda Freedburg ve Barron midede kivrimli mikroorganizmalar oldugunu
bildirdi. Fitzgerald ve Murphy, 1950 yilinda peptik iilser hastalig1 ile mukoza ylizeyindeki
tireaz aktivitesi arasinda iliski oldugunu gosterdi (27). 1954’te Palmer, insan mide biyopsi
orneklerinde yaptigi incelemede bakteriye rastlamadigindan gastrik ortamdaki tiim
bakterilerin kontaminan oldugunu bildirdi. Salgilanan asit nedeniyle mide liimeninin steril
oldugu, mukozal lezyonlara gastrik asiditenin sebep oldugu diisiiniildii. 1910 yilinda
Schwartz'in “‘no acid no ulcer’’ kavrami kabul edildi (24).

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

kaynakl1 oldugunu saptadi (27).



1975°de Steer ve Colin-Jones, gastrik mukozada mukus salgilayan hiicrelerle iliskili, en
az bir flagellasi bulunan spiral bakterileri tanmimladilar Bu bakterilere yanit olarak da
polimorfoniikleer 16kositlerin (PNL) gastrik mukozaya gog ettiklerini 6ne siirdii. Endoskopik
biyopsi ornekleri kiiltiire alindi. Ancak kiiltiirde spiral bakteriler degil, sadece Pseudomonas
aeruginosa iretildi. Dort y1l sonra Fung ve arkadaslar kronik gastritli hastalarin gastrik
mukozalarinda histolojik ve yapisal olarak bakteriyi gosterdiler. Ancak mukozal lezyonlarla
iliskisi saptanamadi (24,27).

J. Robin Warren ise Campylobacter jejuni’ye benzeyen spiral bakterinin mide
hastaliklariyla iligkisini ve midenin steril olmadigimi bildirdi. Robin Warren ve Barry
Marshall biyopsi 6rneklerini Campylobacter ve nonselektif besiyerinde kirk sekiz saat inkube
ettiler. Fakat tireme saptanmadi. 1982°de bes giinliik tatilden dondiiklerinde Campylobacter’e
benzer bakterilerin iiredigini gordiiler. Morfolojik olarak Campylobacter’e benzediginden
“Campylobacter like organism” adi verildi (24,28,29).

1984’de Warren ve Marshall Campylobacter pyloridis olarak isimlendirdi (24,28,29).

1986°da massif tireaz salgiladigi kanitlandi (28).

1987’ de Campylobacter pylori adini ald1 (28).

1989°da Goodwin ve arkadaslar1 bakterinin Campylobacter ailesine ait olmadigini
gosterdiler ve Helicobacter pylori adim verdiler (24,27).

1994°de “National Institutes of Health” H. pylori'nin peptik iilserin birincil nedeni
oldugunu; “International Agency for Cancer Research” de sinif I karsinojen oldugunu bildirdi
(30,31).

2005’de Warren ve Marshall Helicobacter pylori bakterisini ve onun peptik iilser ve

gastritteki roliinii gosterdikleri i¢in Nobel tip 6diiliinii almaya hak kazandilar (32).

4.2. Helicobacter Ailesi

Helicobacter ailesi yap1 olarak diger Gram negatif kivrimli basillerden (6rnegin
Campylobacter) enzimatik aktiviteleri, yag asiti profilleri, tireme Ozellikleri, niikleik asit
hibridizasyon profilleri ve 16S rRNA sekans analizlerine gore ayrilir. Campylobacter jejuni
ve H. pylori genomlarinin sekanslanmasiyla da Campylobacter ve Helicobacter organizmalari

arasindaki farkliliklar kanitlanmustir (11,25,33).



Helicobacter ailesi 20 tiir igerir. Aile, 0.3-1.0 um en ve 1.5-10 pm boyda spiral veya
kiviimh basilleri igerir. Helicobacter tiirleri Gram-negatif, spor olusturmayan basillerdir,
uzamis kiiltiirlerde kiiresel veya kok sekline doniisiirler, hareketlidirler ve genellikle ¢ok
sayida bipolar kilifh flagellalar1 vardir (11,25). Diger Helicobacter tiirlerinden farkli olarak H.
pylori'nin ¢ok sayida, monopolar, kilifli flagella's1t vardir. Cesitli Helicobacter’ler (6rnegin
Helicobacter pullorum ve Helicobacter canadensis) Campylobacter’ler gibi kilifsiz flagella
icerir (11,25,27). Tum Helicobacter’ler oksidaz pozitiftir. Karsilastirmali genomik analizler,
H. pylori'de pentoz-fosfat yolu, Entner-Doudoroff yolu, glikoliz, Krebs reaksiyonunun siklik
olmayan sekli gibi onemli katabolik yollarin bulundugunu desteklemektedir. Helicobacter
tiirleri, memelilerin ve kuslarin gastrointestinal ve hepatobilier sistemlerinden izole edilmigtir
(11,25).

H. heilmannii (eski adi Gastrospirillum hominis); insan gastrik biyopsi Orneklerinde
tanimlanmus, kiiltirde tiretilmistir. Insanlarda gastritin sik olmayan bir sebebidir, nadir izole

edilir (5,11,25). H. pylori'ye gore daha uzun ve daha sik kivrimlari olan bir bakteridir (34).

4.3. H. pylori'nin Yapis1 ve Mikrobiyolojik Ozellikleri

4.3.1. Bakterinin Morfolojisi

H. pylori spiral seklinde, gastrik biyopsi orneklerinde uglar yuvarlak, mikroaerofilik,
Gram-negatif bakteridir. Kat1 besiyerindeki kiiltiirlerinde basile benzer yapida goriiliir, spiral
sekli nadir goriiliir veya hi¢ goriilmez. Kat1 veya sivi besiyerindeki uzamis kiiltiirlerinde ise
kok yapis1 daha fazla goriilir (11,16,27,35). Elektron mikroskobunda kok yapisinin U
seklinde basil oldugu ve iki kolunun da membranoz bir yapiyla baglandigr goriilmiistiir. Kok
formu metabolik olarak aktiftir ancak, in vitro Kkiiltiirde {iretilemez. Gastrik biyopsi
orneklerinde bakterinin uzunlugu 2.5-5.0 pm, genisligi 0.5-1.0 pm'dir. Unipolar yerlesimli 4-6
adet flajellas1 vardir (11).

i. Flajellanin Yapisi

Flajella bakterinin hareketini saglar (11,24). Her bir flajellum yaklagik 30 pm
uzunlugunda, 2.5 nm kalinligindadir. Ug kisimdan olusur (Sekil 1).



1. Bazal cisim: Flajellanin motor iinitesidir. Ortamin proton veya sodyum gradiyentine
gore hareketi diizenler

2. Flajellar ¢engel (kivrim): Bazal cisim ile eksternel flajellar filamenti baglar ve FIgE
proteinini igerir.

3. Flajellar filament: Uzun heliks yapisindadir, rotasyon ile bakteriyi ileriye dogru
hareket ettirir.

Flajellar kilif fosfolipid, lipopolisakkarit ve proteinden olusan, bakteriyel dis membrana
benzeyen tipik cift katli bir membrandir. Protein ve yag asiti yapilarinda fark vardir. Flajellar
kilifin gorevi flajellar filamenti mide asiditesinden korumak, diger bir muhtemel fonksiyonu
da flajelline kars1 olusan antikorlarin bakterinin hareketini engellemesini nlemektir (11,24).
Flajellar filament FlaA ve FlaB flajellin proteini icerir. flaA geninin transkripsiyonu i¢in
sigma faktor 28 (c*®), flaB geninin transkripsiyonu i¢in sigma faktor 54 (™ gereklidir. flaA
ve flaB genleri bakteri kromozomunun farkli bolgelerinde yerlesmistir ve regulasyonu da
farklidir. Bu iki proteinin konsantrasyonundaki degisikliklerin bakterinin enfeksiyon
olusturmas1 ile persistan kalmasi gibi farkli durumlara uyumunda etkili oldugu

diisiiniilmektedir (24,36).

A

B Membran kilif
2

Ug kisimdaki genigleme

Flajellanin gévdesi
(FlaA, FlaB)

Sekil 1: A. H. pylori’nin morfolojisi, B. H. pylori flajellasinin yapis1 *

* 36. kaynaktan alinmastir.
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1i. Hiicre Duvar Yapisi

Gram negatif hiicre duvar yapis1 goriiliir. D1s membran Gram negatif bakteri yiizeyinde
siireklilik gosteren yapisal bir elemandir. Asimetrik cift tabakalidir. I¢ tabakada fosfolipidler
ve iri glikolipidler olan lipopolisakkarit (LPS) bulunur. Dis membran, H. pylori gibi
bakteriyel patojenlerde konak koruyucu immunitesinin potansiyel hedefidir ve konak immun
yanitindan ka¢cmasimi saglar. Bu ylizden dis membran asilar1 mikroorganizmalara karsi
koruma yanmitinin uyarilmasinda kullanmilmistir (37,38). Molekiiler agirligi 31-80 kDa arasinda
degisen dis membran proteinleri (OMPs) tanimlanmstir. Ureaz ve 1s1 sok protein B (HspB)
bulunur (11). Dig membran proteinlerini 32 genden olusan bir “supergene” ailesi kodlar. Bu
dis membran proteinlerinden bakteriyal adhezin olan BabA2 insan kan grup antijeni olan
Lewis b'ye baglanir. Diger iki OMP, AlpA ve B, H. pylori' nin gastrik dokuya baglanmasinda
gereklidir; AlpA, B ve BabA?2 icin farkli reseptorler vardir (39). AIpAB bir operonda organize
olan HopB ve HopC, iki cesit kanal sekilli membran poruna sahiptir (40). HopA, HopB,
HopC, HopD olarak tanimlanan dort porin ailesi dis membranda yer alir, muhtemelen besin
up-take'inde etkilidirler ve bakterinin kolonizasyonu ve persistansinda 6nemli rol oynarlar
(41). HopE porin molekiilii de tamimlanmistir (11). HopZ vital adezin proteinidir. HopZ
primer olarak bakteri yiizeyinde yerlesir. HopZ geni belirgin olarak H. pylori yogunlugu ve
kolonizasyon yetenegi ile iligkilidir. HopH dis inflamatuvar proteini de tanimlanmistir (40).
H. pylori genomunun dizi analizinin yapilmasi ile 32 dis membranla iliskili protein (Hop
proteinleri) bulunmustur. Bunlar, en fazla bilinen H. pylori adhezinlerini kapsar (42).

H. pyloride LPS yapmin enfeksiyonun siirekliliginden sorumlu oldugu
disiiniilmektedir. H. pylori LPS'nin O zinciri yapisal olarak Lewis kan grup antijenlerine
benzer. Konak ve H. pylori arasindaki bu benzerlik bakterinin patogenezinde rol oynar

(11,24,43).

iii. Genom Yapisi

H. pylori genomu oldukga kiiciik, 1.6-1.73 Mb boyutlarindadir (36,44). H. pylori 26695
susu 1.667.867 baz ¢ifti (bp) bulunan 1.590 gen dizisi igerir (45). G+C icerigi % 34.1-37.5,
yaklasik % 35.2'moldiir. H. pylori suslarinin % 401 1.5-23.3 kb arasinda degisen biiyiikliikte
plazmid igerirler. Ancak bunlar virulans faktorii degildir (Sekil 2) (11). H. pylori kromozomu
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16S ve 23S rRNA genlerinden ii¢ kopya icerir. H. pylori genomu suslar arasinda degiskenlik
gosterir. Fakat H. pylori suslar arasinda fenotipik degisiklik azdir. Aynmi hastanin antrum,
fundus ve korpus'undan izole edilen suglar aym genomik yapiy1 gosterirler (44). H. pylori
genomunda degisik lokalizasyonlarda bulunan genlerce iireaz, flajellin, VacA (vakuol yapici
sitotoksin) ve CagA (cytotoxin-associated gene) proteinleri sentezlenir (11). H. pylori genom
dizisi TCA dongiisiindeki enzimler ve cesitli glukoz oksidize yolaklari enzimlerini kodlayan

genlerin dizilerini icerir (36).

1, B00,000

Sekil 2. H. pylori genomu *

*45. kaynaktan alinmistir

iv. Ureme Ozellikleri

H. pylori'yi kiiltirde {iretebilmek icin besinsel olarak zengin ortam, serum ve

mikroaerofilik sartlar gerekir. Secici olmayan agar bazli besiyerinde en iyi sartlar altinda
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kiigiik koloni yapilarinin goriilebilmesi i¢in 2-3 giin gerekir. Tam kan, serum, maya ekstresi,
parcalanmis insan eritrositleri, Iso Vitalex, hemin, siklodekstrin ve kolestrol gibi bazi katki
maddeleri H. pylorimin siv1 besiyerinde iiremesini artirirlar. Ancak bakterinin sivi besiyerinde
tiremesinde ekilen bakteri yogunlugunun ve sus farkliliklarinin da rolii vardir (46). Nemli
ortamda, 37 °C' de, % 5-10 karbondioksit, % 80-90 nitrojen ve % 5-10 oksijen iceren ortamda
en iyi tirer. Nemli atmosferde artan hidrojen igerigi H. pylori'nin tiremesini artirir. At kani, at
serumu veya koyun kami eklenmis beyin kalp infiizyon agar, brucella agar, Tryptone Soya
agar, Columbia agar veya Skirrow's agar kiiltiirde kullanilan besiyerlerindendir (25,27,33,47).
H. pylori oda 1s1sinda hizla yasayabilirligini kaybettigi i¢in, biyopsi ornekleri 2 saat i¢inde
petri kabina konmalidir. H. pylori ¢evresindeki atmosfer ve kurumaya duyarlidir ve bu
nedenle uygun transport ortami kullanilmalidir. Onerilen transport ortami %20 gliserollii
brucella broth, %20 gliserollii sistein ablimi broth ya da Stuart’s transport ortamim igerir.
Gastrik biyopsi orneklerinin kiiltiirde iiremesi i¢in en az 5 giin gereklidir (25,27). Bircok sus
3-5 giinde iirer, bu siire nadiren 7 giine kadar uzar (32-34). Besiyerine, diger
mikroorganizmalarin {iremesini engellemek icin H. pylori suslarinin bir¢cogunun dogal
direncli oldugu antibiyotiklerden vankomisin, trimetoprim, amfoterisin B, sefsulodin,

polimiksin B, nalidiksik asit eklenebilir (27,31,46,47).

4.3.2. Tamumlanmasi ve Biyokimyasal ozellikleri

Secici olmayan kan iceren besiyerinde kiiciik, 15181 geciren gri koloniler seklinde iirer.
Zay1f B hemoliz goriiliir. Gram boyama yapildiginda da kiigiik, kivriimli hafif tombul basiller
seklinde goriilir. Gram boyama o6zelligi, katalaz, oksidaz, iireaz pozitifligi H. pylori'nin
tanimlanmasinda kullanilir (31,34). Gram boyama ile genellikle soluk boyanir, karbol fuksin
ile zit boyama tanimlanmasina yardimci olabilir. Faz-kontrast mikroskobu ile bir¢ok
Helicobacter suslarimin hareketi goriiliir. H. pylori ve bir¢cok Helicobacter tiirii katalaz
pozitiftir. H. pylori suslan sitokrom oksidaz, katalaz ve iireaz aktivitesi gosterirler (25).
Ayrica H. pylorinin alkalen fosfataz, gamma glutamil aminopeptidaz, 16sin aminopeptidaz,
Deoksiriboniikleaz (DNase) aktiviteleri pozitif; hizli H,S, hippurat hidrolizi, nitrat indirgeme

reaksiyonlari, indoksil asetat aktivitesi negatiftir (48).
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4.3.3 Solunum ve Metabolizmasi

H. pylori'nin karbonhidratlar1 fermentatif veya oksidatif yolla parcalamadigi
gosterilmistir. Ancak bakterinin pentoz fosfat dongiisii icin tipik olan enzim aktivitesine sahip
oldugu ve hiicre membraninin glikoz kinaz aktivitesi tagidigi belirlenmistir. Boylece D-
glikozu pargalayabilir. H. pylori iire dongiisii de icerir. Bu sayede fazla nitrojeni bakteriden
atabilir (11). H. pylori'de Entner-Doudorof yolunun varlig1 gosterilmistir. Aminoasitleri
anaerop bakteriler gibi fermentatif yolla metabolize edebilir (11,49). H. pylori de solunum
zincirinin son halkasi olan sitokromlar gosterilmistir. in vitro iiremesi igin gerekli olan yiiksek
CO, seviyesi kismen asetil koenzim A karboksilaz enziminin aktivitesiyle
karsilanabilmektedir. H. pylori hiicreleri fosfat graniilleri icerir. Bakteri midede dejenere
olmus epitel tabakasindayken dis enerji kaynagi bulunmadiginda, yedek enerji kaynagi olarak

bunlar1 kullanabilir (11).

4.4. Epidemiyoloji ve Prevalans

H. pylori diinyada yaygin olarak goriilen enfeksiyonlardan biridir ve primer olarak 10
yasindan 6nce kazanildigi kabul edilmektedir (11,31,50,51). Enfeksiyonun prevalansi, iilkeler
arasinda ve aym iilkedeki populasyon gruplarn arasinda biiyiik farklilik gosterir (42,51).
Enfeksiyonun prevalansi sosyoekonomik diizeyle yakindan iliskilidir. Diisiik sosyoekonomik
sartlardaki etnik gruplarda yapilan calismalarda prevalans yiiksek bulunmustur (42,52,53).
Ayrica sosyoekonomik diizeyi diisiik ailelerin ¢ocuklarinda enfeksiyon genellikle hayatin
birinci yilinda alinmaktadir (54,55). Gelismekte olan iilkelerde prevalans % 70-90 iken,
gelismis tilkelerde % 25-50°dir (11,27,31). Gelismis iilkelerde yaklasik olarak populasyonun
ticte biri H. pylori ile enfekte oldugu bildirilmistir (31). Gelismis iilkelerde H. pylori ile
enfekte olma oraninin azalma gostermesi; yasam standardinin yiikselmesi, egitim diizeyinin
artmast ve hijyen sartlarindaki diizelmedir (16,42,51,56). Yas enfeksiyonun prevalansi ile
iligkili en onemli degiskendir. Enfeksiyon orant 1950’den oOnce dogan insanlarda daha
yiiksektir (16). Prevalans ¢ocuklarda ~%10, 50 yasindaki bireylerde ~%50 oraninda olup
yasla birlikte artis gosterir (29,31). Ancak yas ile birlikte H. pylori prevalansindaki artis

"dogumsal kohort etkisi", siirekli maruz kalma, diisilk diizeyde de olsa eriskin caginda
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kazanilan enfeksiyon ile aciklanabilir. Dogumsal kohort etkisi; s6z konusu erigkin
populasyonun cocuklukta enfekte oldugu zaman dilimindeki daha yiiksek bulas oranim
yansitmaktadir. Yasla birlikte artist en iyi bu goriis aciklamaktadir (16,31,42,51,56).
Gelismekte olan iilkelerde 20 yasina kadar enfekte olma oran1 % 80 iken; gelismis iilkelerde
ise bu oran % 10'dur. Vietnam, Tayland, Peru, Tiirkiye gibi iilkeler H. pylori prevalansi
acisindan gelismekte olan iilkeler grubundadir. ABD, Fransa, Finlandiya, Hollanda gibi
iilkeler ise gelismis iilkeler arasindadir (57). Izmir'de ilkokul 6grencileri ile yapilan bir
calismada H. pylori'nin seroprevalanst % 23.8 olarak bulunmus, bu oranin yasla birlikte arttig
goriilmiistiir (58).

Enfeksiyonun kadin ve erkeklerde aymi oranda goriildiigii, bazi caligmalarda ise
enfeksiyonun erkeklerde daha sik goriildiigii belirtilmistir (30).

H. pylori, bir insan patojenidir. H. pylori'ye benzer mikrorganizmalar maymun, domuz
ve kedilerden de soyutlanmis olmasina ragmen bu hayvanlarla temas enfeksiyonun yiiksek
prevalansim1 aciklayamamaktadir. Insandan insana bulas birincil bulas yoludur. Fekal-oral,
oral-oral bulas ileri siiriilmektedir (59).

Fekal-oral bulas en ©nemli bulas yoludur (11). Bakterinin mide sivisindan izole
edilmesi, Gambiya'li cocuklarin digkisindan yapilan kiiltiirde iiretilmesi ve Peru'da su
kaynaklarindan izole edilmesi besin kaynakli veya su kaynakli enfeksiyonu desteklemektedir
(27,59). Su kaynaklarindan da bulas yolu oldugu gosterilmistir. Helicobacter organizmalari
cevresel kaynaklardan asla kiiltire edilememesine ragmen, molekiiler ve immunolojik
metodlar yeralti sularinda ve sehir suyunda Helicobacter DNA’sinin saptanmasi icin
kullanilabilmektedir (60,61). Ancak bakteri dis ortam sartlarina son derece dayaniksizdir.
Enfeksiyonun prevalansi, fekal-oral yolla bulasan diger bir mikroorganizma olan hepatit A
virusu ile yakin bir paralellik gostermektedir (62,63).

Uzerinde durulan diger bir bulas yolu oral-oral (6pme, annenin ¢ocuga giday1 dnce
kendi agzindan ¢igneyip yumusatarak vermesi) bulas yoludur (16,62,64). H. pylori tiikkriikk ve
dental plakta da izole edilmistir (16,27,29,59,71).

Seksiiel gecis bildirilmemistir. Aile i¢i geciste enfekte anneden ¢ocuga gecis onemli rol
oynar. Annenin dgrenim durumu ile ¢ocugun enfekte olmasi arasinda ters iliski vardir. Aile i¢i
bulasta kalabalik aile yapisi risk faktoriidiir. Cocuk bakim iinitelerinde de ¢ocuklar arasi bulag
bildirilmistir. Belirtilen diger bir gecis yolu da uygun sterilizasyonu yapilmamis

endoskoplardan bulastir. Ev hayvanlarindan gecis gosterilememistir. Ancak, diinya
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populasyonunun yarisimin H. pylori ile enfekte olmasina ragmen gegis yolu kesinlik

kazanmamustir (11,65-67).

4.5. Helicobacter pylori Enfeksiyonu ve Patogenez

Gastrik mukoza bakteriyal enfeksiyonlara karsi iyi korunmus bir bolgedir. H. pylori, bu
ekolojik cevreye iyi uyum saglar (27,42). H. pylori disik pH’ya olduk¢a duyarhidir. Bu
sebepten dolay1, H. pylori mide liimenine kolonize olmaz fakat gastrik mukozay1 kaplayan
musin tabakasina kolonize olur. Siilfatlanmis polisakkaritlerden olusan mukus mide asidinden
protonlarin diflizyonuna karst koyar. Boylece, mukus mukozal yiizeyde alkali pH’'y1
siirdiirebilmek icin bir tampon olarak rol oynar ve aside duyarli olan mukozal hiicreleri korur.
H. pylori’ nin yasamini siirdiirebilmesi i¢in miisin tabakasina erisebilmesi gerekmektedir. H.
pylori’nin en 6nemli virulans faktorii hareket 6zelligine sahip olmasidir. H. pylori yalmzca
yiiksek hareket ozelligi degil aym1 zamanda kemotaksis gosterir. Ayrica H. pylori sahip
oldugu iireaz enzimi sayesinde miisin tabakasina erisebilmek i¢in midenin asit pH’inda
yeterince uzun yasayabilmektedir. Ureaz enzimine sahip olmayan bir mutantin hayvan
modellerinde kolonize olmadigi gosterilmis ve iireazin H. pylori kolonizasyonunun ilk
evresinde 6nemli oldugu kabul edilmistir (36).

Gastrik mukoza hiicreleri tarafindan mide igine karbonat ve iire salgilanir. Ureaz enzimi
amonyak ve CO, iiretmek i¢in gastrik hiicrelerden salgilanan iireyi hidrolize ederek H.
pylori’nin cevresinde mide asidini notralize eden amonyak tabakasi olusturur (74,76). Ureazin
hiicresel lokalizasyonu hakkinda hala belirsizlik vardir. H. pylori’nin iireyi alip, amonyagi
disan verdigi ya da pargalanan H. pylori’deki iireaz enziminin hayatta kalan H. pylori’nin
etrafin1 kapladig: diisiiniilmektedir (36)

Mukus siirekli olarak iiretilerek mide liimeni icine salinir. H. pylori, mukozal hiicreden
salgilanan ve sekillenen yeni miisin tabakasi icinde flajeli sayesinde kazarak
ilerleyebilmektedir. Enfekte birey ya da hayvandan alinan Orneklerde, bakterilerin ¢ogu
mukozal hiicrelerin tarafina degil miisin tabakasina yerlesir (36). H. pylori mide epiteli
yiizeyindeki mukus tabakasinda yasayarak gastrik asiditeden korunmakta, az bir kismi gastrik
epitele yapismaktadir. Doku icine invaze olmamaktadir (27). H. pylori siilfatlanmis miisin
sekerlerine ve epitel hiicreye baglanmasina izin veren adezinler iiretir. Epitel hiicrelerin

yiizeyinde bulunan bir karbohidrat antijeni olan Lewis b antijenini taniyan BabA en iyi
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karakterize edilmis bir adezin tipidir. Biitiin H. pylori suslarinda flajel ve iireazin bulunmasina
ragmen, BabA yalnizca bazi suslarda bulunur (36).

H. pylori midede uzun siireli yangiya neden olur, ancak kolonize oldugu kisilerin kiigiik
bir boliimiinde peptik iilser veya gastrik kanser gelisir. H. pylori suslan arasindaki fenotipik
ve genotipik farkliliklar konak yangisal cevabini ve klinik sonucu etkilemektedir (68). Ureaz
enziminin {ireyi parcalamasi sonucu olusan amonyak Okaryotik hiicreler i¢in toksiktir ve
enzim kendi kendine gastrik mukozada inflamatuvar bir etkiye sahiptir. Ulserli hastalarda, H.

pylori’nin sahip oldugu iireaz enzimine karsi serum antikorlar1 iiretilir (36).

4.5.1. Histopatolojik Degisiklikler

H. pylori, kronik yiizeyel gastrit nedenidir (11,47). Enfekte kisilerde siirekli bir gastrik
yangisal yanita sebep olmaktadir. Bu yangisal yanitta, epiteldeki hasarli bolgeye baslangicta
notrofillerin, bunu izleyen T ve B lenfosit, plazma hiicresi ve makrofajlarin go¢ii goriiliir (42).
Yanginin derecesi degiskendir. Lamina propriyanin az miktarda infiltrasyonu ve bozulmamis
gland yapisindan, yogun yangi hiicrelerinin goriildiigii mikro abselere ve reaktif epitelyal
atipiye kadar degisir. Sik goriilen degisiklikler olan yiizey epitel hiicrelerindeki musin
azalmasi, sitoplazmada vakuol olusumu, mukozal gland yapisindaki bozulma antimikrobiyal
eradikasyon tedavisi ile kisa siirede geriye doner. Ancak mononiikleer hiicreler aylarca kalir.
Cocuklardaki histolojik degisiklikler eriskinlerden farklidir. Graniiler veya noduler mukozal
yapt goriiliir, bunlar lenfonoduler hiperplazi alanlaridir. Nétrofil miktar1 da erigkinlerden

diisiiktiir (11).

4.5.2. Doku Hasarmmin Mekanizmasi

Iki grupta incelenebilir: Virulans faktorleri bakterinin patojenik etkisini, kolonizasyon
faktorleri ise bakterinin kolonizasyonunun devamim saglar. In vivo ortamda bu faktorler

birbirinden keskin sinirlarla ayrilamaz (11).
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4.5.2.1. Virilans Faktorleri

Tablo 1. H. pylori'nin genel 6zellikleri *

Gram negatif, sporsuz, Spiral sekilde,
Bir ucta 4-6 kirpik

Mukus icinde etkin hareketi saglar.

Oksidaz +

Katalaz + Midede ve fagositler icinde vakuollerde
yasayabilme

Ureaz + Midede pH'y1 alkalilestirerek asitten
korunma ve yasayabilme

Fosfolipaz + Mukusun sindirilmesi ve 1slakliginin artigt

Proteaz + Mukusun sindirilmesi ve eriyebilirligin
artmast

Hippurat hidrolizi — Campylobacter jejuni'den ayirim

TSI agarda H,S yapimi

Cesitli Campylobacter tiirlerinden ayirim

v Glutamil transpeptidaz

+ Diger Helicobacter tiirlerinden ayirim

Nitrat rediiksiyonu

— Campylobacter'lerden ayirim

Mikroaerofilik tireme

Termofilik Campylobacter'lerden ayirim

25°Cde -

37°Cde +

42° Cde -
% 1 Glisinde iireme -
Nalidiksik aside duyarlilik (30 g disk) R

Sefalotin'e duyarlilik (30 g disk)

S Campylobacter'lerden ayirim

VacA (Vakuol olusturucu sitotoksin)

Epitel hiicrede vakuol olusturan zararlanma

Cag A ( Sitotoksin ile iligkili gen A)

Sitotoksin olusumu ve mide iilseri ile iliskili

Porinler

Notrofil ve mononiikleer hiicreleri cekerek

reaktif bilesikleri ve interlokin salinmasi

Is1 sok proteinleri

Otoimmunitede rol oynar

*57. kaynaktan alinmistir

18



4.5.2.1.1. Midede Yanguun Indiiklenmesi

Gastrointestinal sistem epitel hiicrelerinden interlokin-8 (IL-8), ENA-78, GRO-a, MCP-
1 gibi dogal diren¢ mekanizmasini diizenleyen kemokinler salgilanir (24,27). Ayrica IL-6, IL-
7, IL-15, gibi antijene 0zgiin yantta diizenleyici rolii olan sitokinler de salgilanir. Epitel
hiicreleri bir¢ok sitokin i¢in reseptorler igerir. Bu yiizden, aktive olmus mukozal hiicrelerden
salinan sitokinler epitel fonksiyonunda degisiklikler yapabilir. Interferon-gamma epitel
hiicresinde MHC sinif II ekspresyonunu artirir (24).

H. pylori mide epiteli iizerinde, mukus tabakasi iizerinde bulunur; epitel hiicrelerinin
icine girmez. H. pylori ile enfekte kisilerin mide mukoza epitel hiicrelerinden proinflamatuar
sitokinler olan interlokin (IL) 1P, interlokin 2, interlokin 6, interlokin 8 ve timor nekrozis

faktor o (TNF o) salinimu artar (27,42,69).

i. Interlokin 8

Interlokin 8, notrofilleri aktive eden, kemokin ve yangida énemli rol oynayan kiigiik bir
peptiddir (70). cag-PAI (cag patojenite adasi) iceren H. pylori suslar icermeyenlere gore daha
kuvvetli IL-8 salgilanmasina neden olur (42,69). Cesitli cag genlerinin kodladig iiriinler, tip
IV sekresyon sistemlerinin komponentlerine benzerlik gosterir. Bu sebeple, bakteri epitel
hiicresine yapistiginda Src-bagiml tirozin fosforilasyonu ve bir dkaryotik fosfataz olan SHP-
2'nin aktivasyonuyla CagA epitel hiicresi igine girer. Bu da konak hiicre proteinlerinin
defosforilasyonuna ve hiicresel morfolojik degisikliklere yol acar (68). Ozellikle cag-PAI
iceren bakterinin mide epiteline yapismasi ile Niikleer faktor kappa B (NF-kB) ve erken-yanit
transkripsiyon faktor aktivator protein 1 (AP-1) aktive olur (27,42). Diger kemokinler olan
GRO-a ve ENA-78 de artar ve bunlar da IL-8 salinimin artirir. IL-8'in lamina propriyadaki
proteoglikanlara baglanmas1 sonucunda olusan gradiyent ile PNL’lerin epitele dogru
kemotaksisi goriiliir (24,27). Mide epitel hiicreleri tarafindan sentezlenen kemokinler,

proteoglikan iskelete baglanarak PNL’lerin toplandigi yere dogru yonelirler (27).
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ii. Notrofil Yapigmast

Notrofil CD 11b/CD 18 ekspresyonunu ve endotel hiicrelerine nétrofil yapigsmasini
artiran, H. pylori notrofil adherans faktor (HP-NAP) 150 kDa'luk bir proteindir (30). Notrofil
infiltrasyonu, H. pylori ile indiiklenen gastritin ayirtedici bir 6zelligidir. H. pylori ile endotel
hiicrelerinin stimulasyonu adhezyon molekiilleri olan VCAM-1, ICAM-1 ve E-selektin

yanisira IL-8'in de up-regulasyonu yoluyla nétrofillerin gociine katkida bulunur (68).

iii. Trombosit Aktive Edici Faktor (PAF)

Lyso-PAF saglikli kisilerde gastrine yanit olarak mide mukoza hiicrelerince iiretilir.
PAF ise iilserojenik etkisi olan bir fosfolipid mediatdrdiir. H. pylori iilserojenik olmayan
Lyso-PAF'1 PAF'a metabolize edebilir; boylece asit sekresyonunu artirarak direk ve indirek

mekanizmayla mukozal hasan artirir (70).

iv. Lipopolisakkarit

H. pylori LPS'1 musin ve mukozal reseptorleri arasindaki iliskiyi bozarak gastrik mukus
tabakasimi hasara ugratir, bazal membranindaki epitel hiicresi reseptorleri ile etkilesir ve
pepsin aktivasyonuna neden olur (24). H. pylori LPS'i enterobakterial LPS'e gore daha diisiik
diizeyde immunojenik aktiviteye sahiptir. Daha diisiik diizeyde konak yanitina neden olmasi
H. pylori enfeksiyonlarinin agresif patojenlere gore daha uzun siirme nedeni olabilir. Lewis
(Le) kan grup antijen sisteminde; tip 1 antijenler Le a ve Le b'dir. Tip 2 antijenler ise Le x ve
Le y dir ve bunlar ABO kan gruplariyla ilskilidir. H. pylori LPS O 6zgiin zincirinin kan grup
antijenlerinin 6zellikle tip 2 kan grup determinantlarin1 eksprese ettigi bulunmustur. Tip 1 ve
2 Le antijenleri eritrosit yiizeyinin yanisira gastrik mukozada da eksprese edilir (71).
Polimerik Le x, Le y veya her ikiside siklikla eksprese edilir. Fakat Le a, H tip I antijeni de
bulunabilir. Le antijenlerinin ekspresyonu olduk¢a korunmustur. Sadece birka¢ sus bu
epitoptan yoksundur. H. pylori genetik yapisi suslar arasinda farkliliklar gostermektedir. Bu
korunmus yap1 ve gastrik hiicrelerle benzerliginin bakterinin immun yanittan kagmasinda rolii
oldugu ve bu antijenlere karsi olusan antikorlarin otoimmun mekanizmada rolii oldugunu

destekleyen calismalar vardir (36,43,72). Ancak zit yonde de yaymnlar vardir. Farelerde
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yapilan bir caligmada Le antijenlerinin bakterinin kolonizasyonunda gerekli olmadigi
gosterilmistir (73). H. pylori Lewis x ve Lewis y iceren LPS O antijenini sentezlerken bir seri
enzime ihtiya¢ duyar. Bunlar; a-3 ve a-2 fukozil transferazlar, GlcNac transferazlar ve Gal

transferazlardir (72).

V. Ureaz

H. pylori'nin iirettigi 550 kDa agirliginda nikel i¢ceren multimerik bir enzim olan iireaz,
tirenin amonyak ve karbonik aside hidrolizi reaksiyonunu katalizler. Olusan amonyak mide
asidini notralize ederek bakterinin kolonizasyonuna yardimci olur (68,74-76). Ureaz operonu
H. pylori kromozomunun 34 kb kismina lokalizedir. Ure operonu, UreA ve UreB olan iki
yapisal alt iiniteyi, UreC ve UreD olan iki regiilator alt {initeyi kodlar. Ayrica Urel, UreE,
UreF, UreG, UreH olan bes yardimci proteini kodlar (24,68,74,77). Regiilator genler ureC ve
ureD bir mRNA transkriptinde, yapisal genler ureA ve ureB ikinci mRNA transkriptinde ve
yardimc1 genler urel, ureE, ureF, ureG ve ureH ligiincii mRNA transkriptinde gosterildigi
bildirilmektedir (Sekil 3) (74,77). H. pylori, gastrik mukozal tabakaya girer, iireaz
metalloenziminin bir araya gelmesi baslar. Sitozolik metalloenzim katalitik aktivite igin 6
aktif bolgenin her birinde 2 nikel iyonuna gereksinim duyar. Yardimci proteinler apoenzime
nikel iyonunun eklenmesinde gorevlidirler. NixA hiicre i¢ine nikel iyonlarinin transportunu
saglayan sitoplazmik membran proteinidir (24,68,78). Nikel birlesiminde ayn1 zamanda bir
baska protein NixA’da gerekir. ilk olarak nikel iyonlar1 hiicre icerisine transport edilir, onlar
NixA transporter’indan salinirlar ve ureE onlan biriktirir. UreE geni sonra nikel iyonlariyla
tireazin aktif bolgesine verilir. ureF ve ureG, ureE ile kompleksin etkilesimini kolaylastirarak
metallomerkez toplanma bolgesine karbondioksit gotiirdiigii hipotezi mevcuttur (74). urel H+
kapili iire kanalim1 kodlar (74,75,79). "ABC transporter”, "P-tip adenozin trifosfat (ATPase)",
"Hpn (histidine-rich protein)" ve HspA, nikel iyon transportunu etkileyebilen ve iireaz
aktivitesini artirabilen diger proteinlerdir (24,68,74). Bu proteinler NixA’nin degistigi
bolgelerde NixA icin yedek sistem gibi rol oynar (74). Indiiklenebilir nitrik oksit sentazin up-
regiilasyonu ve nitrik oksit salimiminin ure A ekspresyonuyla iligkili oldugunu ileri
siriilmiigtiir. Buna gore tiireazin sadece amonyum iiretiminde degil, yangida da rolii

olabilecegi diisiiniilmektedir (68).
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*77. kaynaktan alinmistir.

4.5.2.1.2. Mide Mukozal Bariverinin Bozulmast

i. Musinaz

Mukus tabakasinin yapisim1i ve akiskanligimi bozarak bakterinin epitel tabakasina

kolayca gecisini saglar (30).

ii. Fosfolipaz

Fosfolipaz A2 ve C, membran fosfolipidlerini pargalar, mide mukozasinin hidrofobik
ozelligini azaltir; mukus tabakasi incelir, depolimerizasyon ve desiilfasyon sonucu yapisi
degisir (27,62).

iii. Indiiklenebilir Nitrik Oksit Sentetaz (INOS)

INOS ekspresyonu yiiksek miktarda nitrik oksit (NO) sentezi ile sonuclanir. Bu da doku
hasarina ve immun aktivasyona neden olur. H. pylori’'nin, in vitro olarak makrofajlarda INOS
yapimini arttirdigi bildirilmistir (30).

iv. Antioksidan Aktivite

H. pylorimin konakta uzun siireli kolonize olabilmesinde etkili virulans faktorlerinden

biri de siiperoksit dismutaz (SOD) yoluyla olusan toksik oksijen tiirlerini etkisiz hale

getirebilmesidir. H. pylori oksijene bagimli radikallerin yanisira azot iceren reaktif tiirleri de
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detoksifiye edebilen proteine sahiptir. H. pylori'de alkil hidroperoksit rediiktaz (AhpC) enzimi

ve NapA antioksidan aktivitesi olan proteinlerdir (80,81).

v. Apopitoz

H. pylori enfeksiyonu mide epitel hiicrelerinde programlanmis hiicre 6liimiinii (apoptoz)
indiikler. H. pylori sitokrom c araciligiyla ve sirasiyla "caspase 9", "caspase 8", "caspase 6" ve
"caspase 3" aktivasyonuyla mide epitel hiicrelerindeki mitokondriyal apoptotik yolu aktive
eder. H. pylori enfeksiyonunda epitel hiicre apoptozunun proinflamatuar sitokinler TNF-a ve
IFN-y ile iliskisi in vitro ¢caligmalarda gosterilmistir. Ancak TNF-a ve IFN-y iiretimi gastritin
derecesiyle, bakteri yogunluguyla, Fas/Fas-ligand ekspresyonu ile de iligkilidir (68). VacA da

mitokondri membranin etkileyerek sitokrom c¢ salinimini arttirir ve apoptozu uyarir (27,42).

vi. Vakuol Olusturucu Sitotoksin

H. pylori suslarinin yaklasik %50'si tarafindan tiretilir. vacA geni tarafindan kodlanan
epitel hiicrelerinde intraselliiler vakuol olusturan bir toksindir. Ancak yapilan ¢alismalar vacA
geninin suslarin tamamina yakin bir boliimiinde bulundugunu gostermistir. Tox+ (Tip I)
suslarda VacA toksini iiretilir, Tox- suslarda ise iiretilmez. VacA toksini 140 kDa'luk onciil
protein olarak sentezlenir, hiicre disina c¢iktiginda 87 kDa'luk polipeptiddir. Toksin cicek
seklinde 6 veya 7 simetrik oligomerden olusur; difteri, antraks toksinleri gibi AB toksin
yapisinda oldugu diisiiniilmektedir. Asidik sartlarda vakuol olusturucu aktivitesi artar. vacA
geni yap1 olarak Haemophilus influenza ve Neisseria gonorrhoea'nin IgA proteazlarina benzer
(24,68). vacA toksini, kendisini epitelyal hiicre zar i¢cine sokar ve voltaj bagimli bir kanal
olusturur (27). Vakuoller H/ATPaz araciliiyla asitlendirilir. Vakuollerin igine katyon akist
vakuollerin sismesine neden olur (36).

vacA geni iki degisken bolge icerir. Sinyal peptid kodlayan s bolgesi s1 ve s2 allelik
tiplerini igerir. Tip 1 suslarinda 1a, 1b ve 1c alttipleri tanimlanmistir. m (orta) bolge m1 ve m2
allelik tiplerini icerir. cagA ve vacA sl arasinda yakin iliski vardir. Ciinkii bircok sl susu
cagA pozitiftir; klinik yansimas1 da daha siddetli olmaktadir (27,82,83). Gastrik epitel hasari
vacA ml susu ile enfekte olanlarda m?2 ile enfekte olanlara gore daha kuvvetlidir. Tox+ suslar

epitel hiicrelerine Tox- 'lerden daha fazla hasar verir. vacA sl ile enfeksiyonda yangi s2'den
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daha siddetlidir. Ayrica sla alleline sahip suslar slb'den daha fazla seviyede yangiya neden
olur (24).

vi. Sitotoksin Ile Iliskili Gen

Baz1 H. pylori suglart 31 geni olan 40 kbp'lik bir patojenite adas1 (cag PAI) igerir. cag
PAIL, Tip IV sekresyon sistemi Ozelligi gosterir (24,36). Bu sistem Bordetella pertussis
(pertussis toxin liberation genes) Agrobacterium tumefaciens (Ti plazmidindeki virB, D, E
bolgeleri), E. coli (tra genleri) ve H. pylori (cag PAI) genomlarinda bulunur (24). Hayvan
modellerinde cag patojenite adasina sahip olan suslarin olmayanlara gore daha virulan oldugu
gosterilmistir (36). Makromolekiillerin sekresyonunda konjugatif transfer agsamasinda hedef
hiicre (genellikle epitel hiicresi) ile temasta kullanilan bir mekanizmadir. Tip I suslarinda cag
PAI bulunur. Tip II'de bulunmaz. Kromozomal glutamat rasemaz (g/r) genine entegre
olmustur. Epitel hiicrelerinden IL-8 salimminin azaldigt cag geni icermeyen izogenik
mutantlarda gosterilmis, bu sebeple kronik yangida rolii oldugu ileri siiriilmiistiir. Ayrica cag
PAl iceren suslar ile temas sonrasi yalanci ayak olusumunun indiiklenmesi, konak proteinlerin
tirozin fosforilasyonu, hiicre iskeletinde olusan degisiklik in vitro olarak gosterilmistir (24).
cag PAI’de konaktaki sitokin iiretimine katkida bulunan picB, picC olarak isimlendirilen iki
gen bulunmustur. picB geni tasiyan suslarin, cagA genini de bulundurduklar1 bildirilmistir.
cagA ve picB genini beraber tagiyan suslarin, mide mukozasindan IL-8 iiretimini arttirdiklar
gosterilmistir (27). cagA, bakteriyel yapismay1 izleyerek Src-bagimli tirozin fosforilasyonu ve
aktive olmus bir Okaryotik fosfatazin (SHP-2) yol actigit konak hiicre proteinlerinde
degisiklikler yoluyla konak hiicre i¢ine girer (68). Bat1 iilkelerinde vacA sl ve cagA varliginin
peptik iilser hastaligi ile iligkili oldugu bildirilmistir. Ancak bu iligki Asya iilkelerinde
gosterilememistir. vacA sla ve s1b genotipleri bat1 iilkelerinde daha fazla, dogu Asya’da ise

slc genotipi daha sik goriilmektedir (83).
vii. Epitele yapismaya neden olan gen
iceA geni, iceAl ve iceA2 olarak iki tip igerir. iceAl geni, H. pylori’nin epitele temasi

ile uyarilir ve H. pylori’nin gastrik epitele yapigsmasin artirir. Peptik iilser hastaliginin bir

gostergesi oldugu diistiniilmektedir (9,27).
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4.5.2.1.3. Mide Fizyolojik Dengesinde Degisiklik

H. pylori enfeksiyonu mide asidini arttiran peptid yapili hormon gastrinin
ekspresyonunu artirir; asidi azaltan hormon olan somatostatinin ekspresyonunu baskilar. Bu

etkisi gastrik yang1 varliginda gériiliir (30,70).

4.5.2.2. Kolonizasyon Faktorleri

4.5.2.2.1. Hareket

Hayvan modelleri ile yapilan calismalarda H. pylori'nin mide mukozasina
kolonizasyonunda ve enfeksiyonun siirekliliginde hareketin ©nemli bir faktér oldugu
gosterilmistir. H. pylori 6zellikle viskozitesi yiiksek ortamlarda hareketlidir ve hareketi pH'a
bagimlidir. pH 4'iin altinda bakteri hareketsizdir (24). Bu sebeple H. pylori mide liimeninde
kolonize olamaz; ancak gastrik mukozay1 kaplayan musin tabakasinda oldukga iyi kolonize
olur. Mukus mide asidinden kaynaklanan protonlarin difiizyonuna diren¢ gosterir. Ciinkii
sulfatidile polisakkaritler nedeniyle negatif yiikliidiir. Mukus mukozal yiizeyi kaplayan alkali
bir tampon olarak gorev alir. Bu rolii ile aside duyarli olan mukozal hiicreleri korur. H. pylori

mukus tabakasinda yasayabilir ve hareketlidir ve kemotaksis 6zelligini gosterebilir (36).

4.5.2.2.2. Katalaz ve Siiperoksit Dismutaz

H. pylori enfeksiyonlarinda antral mukozadan alinan biyopsi 6rneklerinde toksik
oksijen radikallerinin (TORs) konsantrasyonunun arttigi goriilmiistiir. TORs miktar1 bakteri
yogunlugu ve notrofil yangi derecesiyle dogru orantilidir (24). H. pylori' nin siiperoksit
dismutaz ve katalaz enzimlerini kodlayan genlerinin hiicre i¢i patojen mikroorganizmalarla
benzerlik gostermesi, bu enzimlerin bakterinin PNL'ler tarafindan o6ldiiriilmesine direngte rol
oynadigimi diisiindiirmektedir (11,27). H. pylori katalaz ve superoksit dismutazin iiretimiyle

hiicre i¢i 6liimden ve fagositozdan korunur (35).
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4.5.2.2.3. Is1 Sok Protein Homologlari

"Chaperonin"ler diisiik diizeylerde eksprese edilen, tiim organizmalarda bulunan,
korunmus, tiim 1s1 diizeylerinde normal hiicre fonksiyonunun devamini saglayan proteinlerdir.
Bunlar daha sonra 1s1 sok proteinleri (Hsp) olarak adlandirilmistir. Diger bakteriler gibi H.
pylori'de de, bir GroEL benzeri protein (HspB); birincil "Chaperonin” ve GroES benzeri
protein (HspA) ikincil "Chaperonin" bulunur (24,84). H. pylori'de HspB'nin kodlandigi gen
bolgesi olduk¢a korunmus bir bolgedir. Yapisal benzerlige dayanarak HspB'nin iireaz icin
molekiiler "chaperon" olabilecegi ileri siiriilmiistir. H. pylori hspA geni, C terminal
bolgesinde nikel-baglayan boliim iceren bir gendir. Fonksiyonel iireaz molekiiliine nikel
baglanmasinda rolii oldugu ileri siiriilmiistiir (11). HspA ve HspB proteinlerinin, lireaz ile

beraber salinim1 deneysel olarak iireaz aktivitesini arttirdigi gosterilmistir (27).

4.6. H. pylori ile Tliskili Hastaliklar

H. pylori enfeksiyonunun klinik yansimasit degiskendir; mikrobiyal ve konak

faktorlerinden etkilenir (Tablo 2) (42).

Tablo 2. Ust gastrointestinal sistem ve H. pylori iliskisi *

Gastrointestinal sistem bulgusu | H. pylori ile iliski

Kronik histolojik gastrit Nedensel iligki kurulmug

Zollinger-Ellison sendromu ile ya da NSAID ile iliskili
Peptik iilser hastalig1 olmayan ilserler icin nedensel iligski kurulmus
Gastrik adenokarsinoma Nedensel iliski kurulmus, kofaktorler olasilikla nemli
Gastrik lenfoma Nedensel iliski kurulmus
Noniilser dispepsi Zayif

Gastroozofagal reflii (GORD) H. pylori koruyucu olabilir

Gastrodzofagal baglanti tiimorleri | H. pylori koruyucu olabilir

Kardiovaskiiler hastalik Zayif

*31. kaynaktan alinmistir.
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4.6.1. Akut Enfeksiyon

Akut H. pylori enfeksiyonu gastrointestinal huzursuzluk, mide bulantisi, iist abdominal
agr1, abdominal distansiyon, nadiren de kusma, atese sebep olabilir (27,31,51,85). Belirtiler 3
ile 14 giin arasinda kaybolur. Genellikle bir haftadan az siirer. Besin zehirlenmesi ile
karisabilir. Ozellikle ¢cocuklarda diyare de bulunabilir (51,85). Bircok kiside akut H. pylori
enfeksiyonu kisa siirelidir ve ¢ogu hastada enfeksiyonun klinik sekelleri gelismez (31).
Eriskin donemde enfekte olunursa akut enfeksiyon bulgularinin goriildiigii; ancak genellikle
enfeksiyonun cocukluk caginda kazanildigi yoniinde yayinlar ¢cogunluktadir. Enfeksiyonun
alimindan haftalar sonra siddetli gastrit ve hipoklorhidri gelisir, bir yildan fazla siirebilir. H.

pylori konakta yillarca kalabilir (51,85).

4.6.2. Kronik Aktif Gastrit

H. pylori ile enfekte bireylerde hayat boyu devam eden ve genellikle asemptomatik
seyreden kronik yiizeyel aktif bir gastrit olusmaktadir. Ancak bu kisilerin yaklasik %20’sinde
klinik bir hastalik gelismektedir. Kronik gastrit, mide kanserinin gelisiminde en iyi bilinen
risk faktoriidiir (27). Antral gastritte, duedonum iilseri gelisimi daha sik goriiliirken, korpus
gastritinde mide iilseri, mukozal atrofi ve intestinal metaplazi gelisme ihtimali daha yiiksektir
(25,27). Endoskopi ile tanimlanabilen gastritin erosiv ya da diger formlar1 birbirinden

ayrilamamaktadir (31).

4.6.3. Duodenal Ulser

Duodenal iilser; aspirin, steroid olmayan anti-inflamatuar ilag (NSAID) kullanim1 veya
Zollinger-Ellison Sendromu nedeniyle olusan {ilserlerin disinda, genellikle H. pylori
kolonizasyonuna baghdir (51,85). H. pylori enfeksiyonu ve duodenal iilser arasindaki iliski
gastrik iilserden daha giiclidiir (23). %90’dan fazla duodenal iilser hastasi H. pylori ile
enfektedir. H. pylori duodenumda aktif duodenit sonucu olusan gastrik metaplazi alanlarinda

kolonize olabilir. Bu da iilserasyonun 6nciil lezyonudur (51,85).
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4.6.4. Mide Ulseri

Benign gastrik iilserli hastalarin % 50-80’i H. pylori ile enfektedir. Gastrik iilser
patogenezinde aspirin veya NSAID kullanimi duodenal iilsere gore daha fazla goriiliir (51,85).
NSAID ile iligkili iilserler disindaki peptik iilserlerin >%80’1 H. pylori ile iliskilidir (16,31).
H. pylori ile iliskili ilserlerde, anti asit kullanimi ile yapilan tedaviler sonrasinda
enfeksiyonun siklikla tekrarladigi ancak antibiyotik tedavisi ile tekrarlama olasiliginin ender
goriildiigli bildirilmistir (31). H. pylori eradikasyonu ile H. pylori’nin sebep oldugu peptik
ilser oran1 belirgin sekilde diiser (42). H. pylori/ NSAID etkilesiminin uzun siire NSAID
kullanan tiim hastalarda H. pylori’nin test edilmesi ve enfeksiyon bulundugunda tedavi
verilmesi gerektigi Maastricht 2-2000 ve 3-2005 konsensus raporunda bildirilmistir
(16,86,87).

4.6.5. Mide Kanseri

H. pylori enfeksiyonunun arttirdigi doku yaniti “kronik gastrit” olarak adlandirilir.
Kronik gastritin mide kanseri gelisiminde o6nemli bir risk faktorii oldugu bilinmektedir.
Ayrica H. pylori enfeksiyonunda goriilen intestinal metaplazi ve atrofik gastrit de mide
kanseri gelisimine sebep olur. H. pylori ile enfekte olan bireylerde gastrik kanser gelisme riski
yaklagik olarak alt1 kat daha fazladir (31). H. pylori enfeksiyonunun prevalansinin yiiksek
oldugu iilkelerde mide kanseri orami da yiiksektir. Bu iliski mide antrum, korpus
adenokarsinomlarinin intestinal ve diffiiz tiplerinin her ikisinde de goriiliir. Adenokarsinom
gelisim mekanizmasinda kabul edilen goriis: H. pylori’nin indiikledigi doku yanitinin (yangi)
kroniklesmesi ile atrofik ve metaplastik histolojiye degisimdir. Konaga ve bakteriye ait

faktorler de kanser gelisiminde 6nemli rol oynar (29,51).

4.6.6. Mide Lenfomast

Mide lenfomas1 B lenfositlerden koken alir ve mukoza iliskili lenfoid doku lenfomasi
(MALT) olarak adlandirilir. Hastalarin >75’inde etkili H. pylori eradikasyonu ile timor

histolojisinde iyilesme olabilir (31). Kabul goren patogenez mekanizmasi, H. pylori’nin neden

oldugu kronik antijenik stimulasyonun poliklonal lenfoid yaniti indiikledigi ve bir klonun
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proliferasyonu sonucunda neoplastik transformasyona ugradigi seklindedir (51,85). Gastrik
adenokarsinoma gore mide lenfomasi daha az oranda goriilir (52). MALT lenfomali

hastalarin % 72-98° i H. pylori ile enfektedir (42).

4.6.7. Noniilser Dispepsi

Dispepsi gastrodzofagal reflii hastaligi, peptik iilser hastalifi ve ila¢ kullanimi gibi
nedenlerle olusabilir (16). Noniilser dispepsi varlif1 etiyolojisi ¢ok iyi bilinmediginden
tanimlanmasi yetersizdir. Bir¢ok randomize klinik denemelerde noniilser dispepside H. pylori
icin antibiyotiklerin etkisi degerlendirilmistir. Genel olarak, antibiyotik tedavisi ile hastalarin

%?20-25’inde semptomatik diizelme goriiliir (31).

4.6.8. Diger Hastaliklar ve Sendromlar

H. pylori enfeksiyonu bir¢ok ekstragastrik durumla iligkilidir (16). Romatolojik
hastaliklarda oldugu gibi, H. pylori ve kardiovaskiiler hastaliklar ile iliskili bir¢cok kayit
mevcuttur (31,88). Gida alerjisi, kisa boy, tiroid hastaligi, kronik iirtiker, bas agrisi, diabet ve
Raynaud’s fenomeni ile zayif iliskili oldugu diisiiniilmektedir. H. pylori ile pernisiyoz
aneminin iligkisi oldugu gosterilmistir. Gergek otoimmun pernisiydz anemi korpus atrofisi ile,
ancak H. pylori ile iliskili pernisiyoz anemi antrum ve korpus atrofisi ile iliskilendirilmigtir
(16). H. pylori’nin koroner arter hastalig1 gelisiminde; fibrinojen diizeyini, C-reaktif protein
ve vaskiiler hastalik riskini arttiran diger enflamasyon bulgularini arttirmasi ya da yol agtigi
kronik gastrit sonucu gelisen folat eksikligine bagli bazi kisilerde artan homosistein vaskiiler

endotele toksik etki gostermesi sonucu etkili oldugu ileri siiriilmektedir (27).
4.7. Helicobacter pylori Enfeksiyonu Tamisinda Kullamilan Yontemler
H. pylori tanisinda kullanilan yontemler; endoskopi gerektiren invaziv yontemler ve

ozafagogastroduodenoskopi gerektirmeyen invaziv olmayan yontemler olmak iizere iki biiyiik

grupta incelenir (89). Bu iki grupta cesitli avantaj ve dezavantajlara sahiptir (Tablo 3) (31).
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Tablo 3. H. pylori enfeksiyonu tan testleri *

Avantajlar Dezavantajlar
Invaziv olmayan
Serum ELISA Ucuz Takip icin kullanigh degil

Pahali, asit baskilayic1 tedavide hastalarda

Ure Nefes Testi Takip icin kullanigh yalanci negatif sonug verebilir.
Diski Antijen
Testi Ucuz, takip icin kullanigh | Uygun degil
Tam Kan testi Ucuz, hizhi Serum ELISA'dan daha az kesin
Invaziv
(endoskopik)
Histoloji Patolojinin goriilmesi Diisiik diizeyde enfeksiyonlan kacirabilir

Hizli iireaz

Hizli

Yanlis pozitif olabilir

Kiiltiir

Antibiyotik duyarlilik
bakilabilir

Maksimum duyarhilikta degildir; rutin i¢in
uygun degildir, 4-7 giine ihtiya¢ duyar

* 31. kaynaktan alinmistir.

4.7.1. Invaziv Yontemler

4.7.1.1. Biyopsi Ureaz Testi

Mide biyopsi orneklerinden H. pylori’nin dolaylh olarak saptanmasinda bakterinin fazla

miktarda iireaz salgilama yeteneginden yararlanilir. Ureaz temelli testlerin duyarlilig

midedeki bakteri yogunlugu ile iliskilidir (13). Ure iceren kati, yari-kat1 veya sivi ortamlar

mevcuttur. H. pylori tireaz1 ortamdaki tireyi amonyak ve bikarbonata parcalar. Amonyum ile

pH artar ve pH indikatorii ile ortamin rengi degisir (24,27,36). Ticari veya laboratuvarda

hazirlanan iireaz testleri bulunmaktadir. “CLO test”, “HUT test” ve “Hp fast” agar iceren

ticari kitlere ornektirler. Konsantre (% 10’luk) iire iceren laboratuvarda hazirlanan iireaz testi

15 dakikada, hizli sonug verir (24).
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4.7.1.2. Histopatolojik Inceleme

H. pylori varhiginda gastrik biyopsi Orneklerine uygulanan histolojik inceleme altin
standart yontemlerden biridir (9). Bakteri mukus icinde, ylizey epiteline tutunmus olarak,
siklikla da kriptin icine dogru derinlerde bulunur (11). H. pylori’nin ¢ok miktarda kolonize
oldugu 6rneklerde “smear” Gram boyama ile hizli tamida kullanilabilir. Rutinde kullanilan
hematoksilen-eozin boyama ile H. pylori gosterilebilir. Ancak duyarlilifi patologun
tecriibesine baghdir (9,90). Ayrica bakteri sayisi az oldugunda ve liimende doku artiklar
varsa hematoksilen-eozin boyama yanlis degerlendirmelere yol agabilir (11). Warthin-Starry
giimiis boyasi, modifiye Giemsa ve akridin oranj gibi 6zgiin boyalarla bakterinin histolojik
olarak tamimlanmasi daha kolaydir (11,24). Ancak patolojide rutin uygulamada, H. pylori’nin
histolojik tanisinda daha diisiik maliyetli olan Giemsa boyama Warthin-Starry boyamaya gore
daha cok tercih edilir (9).

H. pylori tanisinda histolojik inceleme ile gastroduodenal patolojinin diizeyi ve pre-
malign degisiklikler de saptanabilir. Histolojik incelemede yangisal yanit goriilmezse H.
pylori enfeksiyonu tanisindan uzaklasilir (9). Monoklonal veya poliklonal floresan anti-H.
pylori antikorlarinin kullanildigi immunohistokimyasal boyama da uygulanabilir. Bu
yontemin 0zgiilligi yiiksektir ve degerlendiren kisiye gore fazla degisiklik gostermez. Ancak

laboratuvar maliyetini artirir. (9,24).

4.7.1.3. Kiiltiir

H. pylori tanisinda Kiiltiir altin standart yontemlerden biridir. Iki 6nemli avantaji vardir:
Antimikrobiyal duyarlilik testlerine olanak saglar ve kiiltiirle elde edilen sus tiplendirme
yontemlerinde, ileri aragtirmalarda kullanilabilir (11,24). Ancak H. pylori’nin inkubasyon
periyodu uzundur (3-12 giin). Diger bakteriler gibi, kiiltiirde tireyebilmesi i¢in canli olmasi
gerekmektedir. Ornek toplama ve laboratuvara ulastirma da bakterinin kiiltiirde iireyebilmesi
icin 6nemli basamaklardir. Bakteri genelde antrumda kolonize oldugundan, biyopsi 6rnekleri
antrumdan almir. Diizensiz dagilimi nedeniyle alinan biyopsi Orneginde bakteriye
rastlanmayabilir. Kiiltiir i¢in iki biyopsi Orneginin alinmasi ve taze hazirlanmig besiyerine
ekilmesi tavsiye edilmektedir. H. pylori tedavisi bakterinin midedeki dagilimim degistirebilir.

Bu yiizden tedavi sonrasi kontrol biyopsisi alinacaksa veya hasta anti-sekretuar ilag
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kullanmigsa fundustan da biyopsi alinmahdir. Biyopsi Orne8i hizla laboratuvara
ulagtirilmalidir. En uygun transport 1s1s1 10°C’nin altidir, bakteri oksijene duyarhidir. 4°C’de
tuzlu su veya % 20’lik glikoz c¢ozeltisinde 4 saatten az saklanabilir. Daha uzun (24 saat)
saklanacaksa Stuart, Portagerm pylori (bioMérieux, France) gibi transport ortamlar
kullanilmal1 ve 4°C’de saklanmalidir. Biyopsi 6rnegi 24 saatten uzun siire saklanacaksa —70°C
veya s1vi nitrojen kullamilmalidir (24). H. pylori’yi kiiltiirde tiretebilmek i¢in cesitli segici ve
sec¢ici olmayan besiyerleri mevcuttur (11). At kani, at serumu veya koyun kani eklenmis beyin
kalp infiizyon agar, brucella agar, Tryptone Soya agar, Columbia agar veya Skirrow's agar
kiiltirde kullanilan besiyerleridir (25,27,33,47). Besiyerine, diger mikroorganizmalarin
tiremesini engellemek i¢in H. pylori suslarmin bircogunun dogal direncli oldugu
antibiyotiklerden vankomisin, trimetoprim, amfoterisin B, sefsulodin, polimiksin eklenebilir.
H. pylori suslariin cesitli antibiyotiklere direnci de degiskendir (27,46,47).

H. pylori i¢in rutin antimikrobiyal duyarlilik testi 6nerilmemektedir. Metranidazol ve
klaritromisin ile tedavi sonrasi diisiik eradikasyon oranlar1 antimikrobiyal direnc ile iligkilidir.
Antimikrobiyal duyarlilik testi farkli tekniklerle yapilabilir: disk difiizyon, E test, agar
diliisyon. H. pylori duyarlilik testlerinde CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute)

tarafindan agar diliisyon yontemi 6nerilmektedir (91).

4.7.1.4. Molekiiler Tan1 Yontemleri

4.7.1.4.1. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

Molekiiler yontemler, 6zellikle PCR H. pylori’nin mide biyopsi, tiikriik, dental plak,
diskr gibi klinik 6rneklerden tanisinda kullanilir (6,24,92,93). Molekiiler testlerin muhtemel
klinik kullanim alanlari; tedavi sonrasi niiksii, re-enfeksiyondan ayirma, bakteri sayisinin az
oldugu dental plak, diski gibi Orneklerden tanimlama ve klinik 6nemi olan DNA
mutasyonlarimi saptamadir. (94,95). Ayrica cagA, vacA, iceA gibi virulans faktorlerinin

saptanabilmesi ve canli bakteriye gereksinim duyulmamasi 6nemli avantajlaridir (91,96).
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4.7.1.4.2. Real Time Polimeraz Zincir Tepkimesi ( RT-PCR)

“Real-time” PCR yeni bir teknik olup TagMan yontemi gastrik mukozadaki bakteri
miktarin1 saptamada kullanilmistir. “Real-time PCR”mn diger bir kullanim alan1 da 23S
rRNA’nin peptidiltransferaz bolgesinde bulunan A2142C, A2142G ve A2143G nokta
mutasyonlariyla olusan klaritromisin direncinin direk olarak ve kisa siirede saptanmasidir

(91,97-99).

4.7.1.4.3. Floresan In Situ Hibridizasyon (FISH)

H. pylori rtibozomal RNA’sinin c¢oklu kopyalarn ile oligoniikleotidlerinin
tanimlanmasinin spesifik DNA-DNA hibridizasyonuna baghdir. Floresan boyalarla isaretli
oligoniikleotidler, bakteriyal hiicreye penetre olur ve hedef sekansa baglanir. Bu teknik ile H.
pylori, hayvan modellerinde ya da H. pylori ile enfekte bireylerin gastrik biyopsi 6rneklerinde

floresan mikroskobisi ile saptanabilmektedir (100,101).

4.7.1.4.4. DNA Enzim Immun Assay

DNA enzim immun assay; amplifiye orneklerin solid faz immobilizasyonu icin spesifik
biyotinlenmis problar1 kullanan bir tekniktir. Streptavidin-biotin bagli mikrotitre plate
kuyucuklarina kaplanmis olan iplikli DNA problariyla amplifiye edilmis DNA’nin
hibridizasyonunu saptar. Prob ve DNA arasindaki hibrit, anti-DNA Mouse monoklonal
antikorlart kullanilarak tespit edilir. Bu antikor sadece cift iplikli DNA ile reaksiyon verir.
Denature edilmis DNA 6rnekleri kuyucuklara dagitildiginda prob, varsa komplementer heliks
ile spesifik olarak baglamir ve hibrit olusur. Inkubasyon ve &rneklerin uzaklastirilmasindan

sonra anti-¢ift iplikli DNA antikoru, hibridizasyon olan bolgeyi karakterize eder (102).

4.7.1.5. Molekiiler Tiplendirme Yontemleri

Tibbi olarak ©nemli bircok bakteri tiirii gibi H. pylori de biyokimyasal testler
(biyotiplendirme), ylizey yapisal Ozellikleri (serotiplendirme) veya molekiiler parmakizi

analizlerine gore alt gruplara ayrilir (Tablo 4). H. pylori’nin tiplendirme yontemleri 6zellikle
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epidemiyolojik calismalarda kullanilmaktadir. Ayrica as1 calismalarinda da farkli cografik

bolgelerde bulunan H. pylori tiirlerinin 6zelliklerinin belirlenmesinde yararlanilmaktadir (24).

Tablo 4. H. pylori tiplendirme yontemleri *

Fenotipik Yontemler DNA-temelli Yontemler

Biyotiplendirme Restriksiyon endoniikleaz kesme
paternleri

Serotiplendirme - Geleneksel elektroforez

- “Pulsed field” jel elektroforez

Hemagliitinasyon Southern blot hibridizasyon

- Ribozomal RNA genleri
Lektin tiplendirme - Ureaz genleri

- Rastgele DNA pargalari
D1s membran protein profili PCR’a dayali RFLP analizi

- Ureaz geni
Immunoblotlama - Flajellin geni

- Tekrarlayan ekstrajenik sekanslar
SDS-PAGE! protein profili - Arbitrary primer profilleri

Plazmid profilleri

SDS-PAGE'; Sodium dodecyl sulphate-polyacrylamide gel electrophoresis.

*24. kaynaktan alinmistir.

4.7.2. Invaziv Olmayan Yontemler

4.7.2.1. Ure Nefes Testi (UBT)

UBT bir¢ok caligsmada altin standart yontemlerden biridir. Agiz yoluyla alinan Be veya
e isaretli iire, H. pylori ile enfekte kisilerde bakterinin iireaz enzimi ile parcalanir. Olusan
isaretli CO,’in solunum havasinda tespit edilmesi esasima dayanir. Duyarlilig1 ve ozgiilligi
olduk¢a yiiksek tam testi olmasinin yanisira; eradikasyon tedavisinin izleminde de

kullanilmaktadir. Diger bir gastrik Helicobacter olan H. heilmannii yalanci olumlu sonuclara

34



neden olabilir. Antibiyotik tedavisi, bizmut tuzlarimin kullanimi, veya proton pompa

inhibitorlerinin kullanimi ise yalanci olumsuz sonuglara neden olabilir (24,91).

4.7.2.2. Serolojik Yontemler

4.7.2.2.1. Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA)

H. pylori enfeksiyonu sistemik ve lokal antikor yanitina neden olur. Sistemik bagisik
yanitta; ozgiil IgM antikorlarindaki kisa siireli yiikselmeyi, tiim enfeksiyon sirasinda kalici
olan IgG ve IgA artis1 izler. Serum, tiikriikk ve idrardaki IgG ve IgA antikorlarini saptamaya
yonelik tanisal testler gelistirilmistir (33,35,103). Tedavi edilmeyen vakalarda antikor
seviyeleri uzun siire, bazen de hayat boyu yiiksek kalir. H. pylori eradikasyonu sonras1 IgG ve
IgA seviyeleri diismeye baslar, yaklasik alti ayda tedavi 6ncesi degerlerinin yaris1 gozlenir.
Diisiik seviyelerde IgG yanmiti eradikasyondan sonra bile aylarca tespit edilebilir. Serolojik
yanitin tanidaki 6nemini saptamaya yonelik calismalarin yanisira, kronik gastritli hastalarda
IgG ve IgA’min gastrit aktivitesini saptamadaki yerini agiklamak amaciyla da caligmalar
yapilmistir (70,104-106).

H. pylori’ye ozgiil antikorlarin tespitinde bir serolojik testin yararliligi kullanilan
antijenin icerigine baglhidir. Genelde ii¢ tip antijen kullamilmaktadir. Bunlar; tam hiicreler ve
tam hiicre parcalar1 gibi ham antijenler; glisin ekstraktlart ve 1s1 stabil antijenler gibi hiicre
parcaciklari; tireaz ve 120 kDa antijen gibi zenginlestirilmis antijenlerdir (11). cagA veya
vacA’ya kars1 antikor saptamaya yonelik yeni serolojik testler gelistirilmistir (94). Bu testler
cagA proteini gibi 6zgiin saflastirnlmis veya rekombinant antijenleri kullanir (107). Serolojik

yontemler cok sayida kisinin tarandig1 epidemiyolojik ¢aligmalarda tavsiye edilmektedir (70).
i. Hasta Bas: Testler
Klinik veya muayenehanelerde H. pylori enfeksiyonu hizli tamisinda kullanilan
testlerdir. Bir damla tam kan veya serum kullanilan tek basamakli uygulanmasi kolay

yontemlerdir. Ancak yapilan calismalarda duyarlilik ve oOzgiillitkkleri diisik bulunmustur

(94,108).
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4.7.2.2.2. Westernblot

H. pylori’ye karsi olusan sivisal bagisik yanit bakterinin cesitli boliimlerine karsi olusur
ve oldukca giicliidiir. “Immunoblotlama” teknikleri ile baslica hangi antijenlere kars1 antikor
yanit1 olustugu gosterilebilir. Bu antijenler CagA antijeni, iireaz alt iiniteleri olan UreA ve
UreB, 1s1-sok proteinleri HspA ve HspB, flagellin alt iiniteleri, katalaz, lipopolisakkarit,
“current infection marker” ve OMP gibi 6nemi heniiz bilinmeyen baz1 antijenlerdir; yiizeyde
sunulur veya bakterinin salgisal bilesenleridir. H. pylori suslart arasindaki farkliliklarin
yanisira bakteriyle enfekte kisilerdeki bagisik yanitta da farkliliklar goriiliic. H. pylori tam
hiicre lizatlarinin kullanildigi Westernblot, bakteriyal antijenlere kars1 olusan antikor profili

hakkinda daha detayl1 bilgi edinmemizi saglar (109).

4.7.2.3. Diski Orneklerinde Kullanilan Tan1 Yontemleri

4.7.2.3.1. Diski Kiiltiirii

H. pylori' yi saptamada en 0zgiin yontem klinik 6rneklerden kiiltiirdiir. Ancak ¢ok az
arastirmact H. pylori' yi diskidan izole edebilmistir. Cesitli bakterilerin digkida bulunmasi ve
H. pylori’nin zor iiremesi nedeniyle diski kiiltiirii zordur; bunun i¢in en iyi sartlar hala
bilinmemektedir. Bu yiizden H. pylori, E coli, Shigella spp, Salmonella spp veya V. cholerae
gibi diger kiiltiirde kolay {iretilebilen enterik bakterilerden farklidir (6,110). 1992'de Thomas
ve arkadaglar1 Gambiya'da malniitrisyonlu bebeklerin digkilarindan ve eriskinlerin diyareli
diskilarindan yaptiklar kiiltiirde H. pylori' yi iiretmeyi basardilar (111). Disk kiiltiiriinde H.
pylori' nin iiretilebilmesi bakterinin canli formunun diskida bulundugunu gostermistir. Insan
diskis1 yiiksek oranda safra asitleri icerir ve bu yiizden H. pylori' nin diskidan izolasyonu
giigtiir. Intestinal flora ve onun iiriinleri, barsaktan gegis zamani, digkinimn igerigi ve saklama
kosullart gibi diger faktorler de ©nemlidir. H. pylori'nin digkidaki formu ve canliligi
konusundaki bilgiler heniiz kesinlik kazanmamistir. Bakteri in vivo, spiral veya kivrimli basil
seklindedir. In vitro deneylerle safra asitlerinin bakterinin morfolojisini kiiresel sekle
dontistiirebildigi gosterilmistir. Duodenum ve kolondaki anaerobik ortam da H. pylori' nin

kiiresel veya kok yapisina donmesine neden olabilir. Eski kiiltiirlerde de bakteri kok yapisina
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donebilir ki bu formun da canli ve dinlenen form oldugu gosterilmistir. Kok yapisinin

patolojik 6nemi hakkinda celigkili aciklamalar mevcuttur (6,114).

4.7.2.3.2. Diski Antijen Testleri

H. pylori' yi diski Orneklerinden saptamaya yarayan ve ELISA esasina dayanan
testlerdir (108,113). Avrupa H. pylori Calisma Grubu (EHPSG) H. pylori enfeksiyonlarinin
tedavi Oncesi tanisinda digki antijen testleri veya UBT’yi tavsiye etmektedir. Eradikasyon
tedavisinin etkinliginin izleminde ise UBT’ye alternatiftir (86,87,91). Antimikrobiyal tedavi
tamamlandiktan sonraki 4 hafta i¢cinde uygulandiginda, eradikasyon tedavisinin kontroliiniin
yani sira kronik enfeksiyonun saptamasinda da duyarlii@i ve spesifikligi yiiksektir (31).
Poliklonal ve monoklonal anti-H. pylori digki antijen testleri kullanilmaktadir. Yeni
gelistirilen monoklonal antikorun kullanmildigi bazi diski antijen testlerinin (FemtoLab H.
pylori Connex) UBT’ye alternatif olabilecegi ileri siiriilmektedir. Ancak bu konuda yeterli

yayin bulunmamaktadir (6,114,115).

4.7.2.3.3. Diski PCR

Molekiiler testler H. pylori tamisinda klinik orneklerden niikleik asitlerin saptanmasi
esasina dayanir (6). H. pylori i¢in farkli genomik bolgelere yonelik PCR testleri
tanimlanmistir (116). Bakteri sayis1 azsa, yavas {iriiyorsa veya tamimlanmasi giicse PCR tani
icin uygundur. Yiiksek duyarliligina ragmen klinik 6rneklerdeki kontaminantlarin varligina
bagh inhibisyona duyarli bir tekniktir. Bu yiizden yalanci negatif sonuglar alinabilir (6). H.
pylori' yi digki Orneklerinden PCR ile saptamak icin yapilan bir¢ok calismada celigkili
sonuclar alinmistir. Bu sonuglar, DNA’ nin yapisinin bozulmasi ve/veya diskida PCR
inhibitorlerinin varligina baglidir. Ayrica intestinal bakteriyal patojenlerin canli formlarinin
diskida yiiksek konsantrasyonda bulunmasina ragmen H. pylori' nin diisiik konsantrasyonda
bulunmas1 ve parcalanmis formunun saptanmasi da diger olas1 nedenlerdir (117). Insan diskist
PCR inhibitorleri icermektedir. Bu inhibitérler hedef DNA amplifikasyonundan once
ornekten uzaklastirllmalidir. PCR inhibisyonunun digki siispansiyonunun diliisyonu ile
ortadan kaldirilabilecegi ileri siiriilmiistiir. Ancak bu yontemle testin duyarliligi azalmaktadir.

Ciinkii diliie 6rnekte daha az bakteri vardir. PCR amplifikasyonu icin diskidan DNA'y1
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saflagtirmada c¢esitli yontemler gelistirilmistir (6). Diskida H. pylori varligr kolay
uygulanabilen kisa siirede sonu¢ veren yeni bir noninvaziv yontem olan “basit digki PCR”

metodu ile saptanabilmektedir (118).

4.7.2.3.4. Diski Real Time PCR

Biprob teknolojisi kullanilarak digki drneklerinde H. pylori enfeksiyonunun saptanmasi
ve klaritromisin direncinin belirlenmesinde Real-time PCR teknigi kullanilabilir. Biproblar

florofor CyS5 ile isaretlenmis sekans spesifik problardir (97,119).

4.7.2.4. Diger Ornekler icin Kullanilan Tanm1 Yontemleri

4.7.2.4.1. Idrar Antikor Testleri

Idrarda H. pylori’ye kars1 antikorlarin saptanmasi icin kullanilan immunokromatagrafi
ve ELISA prensibine dayanan iki tip EIA testi vardir. idrarda H. pylori’ye karst 1gG
antikorlarim saptamak icin ELISA ve immunokromatografik testler kullanilmaktadir (16,
88,120-124). Idrar temelli EIA testleri non invaziv, 6rnek toplanmasinin basit, yiiksek
duyarlilik ve 6zgiilliige sahip olmasi nedeniyle avantajlidir (86,87). Idrar EIA testlerine direk
uygulanabilmekte ve 20 dakika kadar kisa bir siirede sonug verilebilmektedir. Idrar temelli
immunotestler tarama i¢in uygundur ve genis capli epidemiyolojik calismalar H. pylori

enfeksiyonunun prevalansin etkiler (120,125).

4.7.2.4.2 Tiikiiriik Antikor Testleri

Tiikiirtik testi Helisal Assay testi duyarlilik ve spesifikligi ¢ok diisiiktiir. Giivenilir bir
tilkiiriik testi gelistirilememistir (16,126). H. pylori’nin klinik tanist i¢in uygun bir test
olmamasina ragmen, noninvaziv, ucuz ve kolay uygulanabildigi i¢in epidemiyoloijk

calismalarda kullanilabilecek bir test oldugu diisiiniilmektedir (126).
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4.8. Helicobacter pylori Enfeksiyonunda Tedavi

20. yiizyilin basindan beri, peptik iilser patogenezinde “no acid, no ulcer” kavrami, H.
pylori’nin iilser patogenezinde Onemli yerinin tamimlanmasi ile gecerliligini yitirdi. Asit
varlig1 lilserde hala onemli olsada, H. pylori enfeksiyonunun sagaltimi iilser tedavisi icin
gereklidir (16).

H. pylori enfeksiyonu eradikasyonunda infeksiyonun tekrarlama orani ¢ok diistiktiir
(27). Bircok tedavi rejimi klinik olarak basit ve basarili olmasina ragmen, tedavi basarisizlig
gozlenebilmektedir. Bu nedenle H. pylori enfeksiyonunun kolaylikla eradike edilemedigi ve
coklu ila¢ tedavisine gereksinim duyuldugu bildirilmektedir (16).

Ideal tedavi; ucuz, yiiksek oranda basari, uygulama basitligi, iyi tolere edebilme ve ¢ok
az yan etki gozlenmesi gibi 6zelliklere sahip olmalidir. Tiim bu kriterlere sahip olan tedavi

rejimi olmamasina ragmen, tedavilerin ¢cogu iyi tolere edilebilir ve etkilidir (16).

4.8.1. Tedavide Kullanilan Ajanlar

H. pylori ile iligkili hastaliklarin tedavisinde temel olarak asit giderici, antisekretuvar
ajanlar ve antimikrobiyal ilaglar kullanilmaktadir. Asit gidericiler, H, reseptor antagonistler
kullanilmaya baslanincaya kadar peptik hastaliklarin tedavisinde temel ajan olarak kullanilirdi

(16).

4.8.1.1. Antisekretuvar Ajanlar

Antisekretuvar ajanlar etiyolojisine bakilmaksizin iilserin iyilesmesini hizlandirir. Asit
gidericiler gibi iilserle iliskili rahatsizliklar1 azaltir ve oldukca giivenilir ajanlardir (16).

H, reseptdor antagonistleri genis kullanimi olan antisekretuvar ajanlardir. Parietal
hiicrelerde H, reseptoriinde histaminin geri doniisiimli inhibitorleridir. H, reseptor
antagonistleri H. pylori’ye karsi antibakteriyal aktivite gostermezler (16).

Proton pompa inhibitorleri, gastrik parietal hiicrelerin luminalinde hidrojen potasyum
ATPaz pompasinda asit sekresyonunu bloke eder. Bu pompa, hidrojen iyonlariin gastrik
liimene salinmas1 ve gastrik salginin diisiik pH c¢evresel karakteristigini yaratarak parietal

hiicre mikrovillus membraninda karsilikli hidrojen ve potasyum degisimini saglar. PPIs
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baglanir ve intraluminal gastrik pH’y1 arttirarak ATPaz1 inhibe eder. PPIs, H, reseptor

antagonistlerinden daha iyi pH kontrolii yapabilen en etkili antisekretuvar ajanlardir (16).

4.8.1.2. Antimikrobiyal Ajanlar

H. pylori enfeksiyonu tedavisinin temelini bakterinin duyarli oldugu antimikrobiyal
ajanlar olusturur. Antibiyotiklerin etkinlikleri, mide asiditesi ile azaldigindan bunlarin asit
baskilayici bir ilagla birlikte verilmesi gerekmektedir. Iki ya da daha fazla antibiyotigin
birlikte kullanilmasi, eradikasyon basari oranimi arttirir ve direngli suslarin olusma riskini

azaltir (27).

i. Klaritromisin: Bakteriyal ribozomlara baglanarak protein sentezini bozan ve
bakteriyal hiicre 6liimiine neden olan, aside en dayanikli ve en diisiik minimal inhibisyon

konsantrasyonununa (MIC) sahip bir makroliddir (16).

ii. Amoksisilin: In vivo olarak baktesidal etkili asit dayanikli semisentetik penisilindir.
Amoksisilinin antimikrobiyal aktivitesi pH bagimlhidir, pH artarsa MIC azalir. Amoksisilin
konsantrasyonu antral mukozada en yiiksektir, korpus mukozasinda ve mukus tabakasinda

daha diisiik diizeyde bulunur (16).

iii. Metranidazol: Mikroaerofilik mikroorganizmalara secici olarak toksik etkili bir
nitroimidazoldiir. Metranidazol bir prodrugdir ve mikroorganizmanin yikimi ve sitotoksik
tiriinlerin iiretimine neden olan ilaglarin kimyasal olarak reaktif indirgenmis bir formudur.

Metranidazol aktivitesi pH bagimsizdir (16).

iv. Tetrasiklin: Tetrasiklin hidroklorid H. pylori’ye karsi tek etkili tedavi olarak kullanir.

Tetrasiklin aktivitesi gastrik asiditeden bagimsizdir (16).

v. Bizmut: H. pylori’ye kars1 direk olarak bakterisidal etkili topikal bir ajandir. Bizmut
organizmanin iireaz aktivitesi inhibe eder ve bakterinin gastrik epitelyal hiicrelerde hizla
yakalanmasina yol acabilir ve hizla bizmut tuzlan ile kaplanan bakterinin lizisine neden olur

(29,31). Bizmut tuzlarina kars1 herhangi bir direng gelisimi yoktur (23).
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4.8.2. Tedavi secimi
H. pylori enfeksiyonu tedavisi i¢in uygun rejimin se¢ilmesi icin fiyat, basitlik, etkinlik,
yan etkiler, toplumdaki antibiyotik direnci, doz, kullanim siiresi, pH bagimli olup olmadiginin

bilinmesi gereklidir (Tablo 5).

Tablo 5. H. pylori enfeksiyonunda tedavi *

Proton pompa inhibitor iiclii terapi
Giinde 2 tane iki ya da li¢ antibiyotikle ve standard dozda
proton pompa inhibitorii

¢ Amoksisilin 1er

e Klaritromisin  : 500 mg

e Metranidazol  :500 mg

Giinde 4 kere verilen geleneksel iiclii terapi

¢  Bizmut subsalisilat : 2 tablet

e  Metranidazol :250-500 mg
e  Tetrasiklin : 500 mg

e  Antisekretuvar ilaglar : Giinde 1 kere

Dortlii terapi
e Bizmut subsalisilat ya da sitrat: Giinde 4 kere 2

tablet
e  Metranidazol : Giinde 3 kere 500 mg
e  Tetrasiklin : Glinde 4 kez 500 mg

e  Giinde 2 kere proton pompa inhibitorii

* 16. kaynaktan alinmistir.

4.8.3. Tedavi Basarisizligi

H. pylori enfeksiyonunun tedavisi olduk¢a zordur. Tedavi basarisizliginin bazi nedenleri
hastanin tedaviye uyumsuzlugu, antibiyotige diren¢li H. pylori varligi, zayif etki ya da
antibiyotik konsantrasyonudur (31,36,49). Tedavi basarisizlig1 ve diger faktorler arasindaki
iliski tedavi rejimleri arasinda farklilik gosterebilir. Ornegin, PPI ve amoksisilini igeren ikili
tedavi sigara igmek gibi eksternal faktorlere cok duyarhidir. Antibiyotiklere karsi direng
gittikce diinya ¢apinda bir problem olarak tamimlanmaktadir. H. pylori’de antibiyotiklere kars
diren¢ kromozomal iliskilidir ve izolatlarin yarisinda plazmid bulunmasina ragmen, plazmid

aracili degildir (31).
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4.9. Antimikrobiyal Direng

4.9.1. Antimikrobiyal Direncin Prevalansi

H. pylori’de antibiyotik direnci tedavi basarisizliginin temel nedenidir ve antibiyotik
direncinin saptanmasi onemlidir. H. pylori’nin antibiyotik duyarliligl genellikle E-test, agar
diliisyon ve disk difiizyon gibi kiiltiir temelli metodlar ile antibiyotiklerin MIC diizeylerinin
saptanmasinda kullanilmaktadir. Ancak zaman alicidir ve sonuglar degiskenlik gosterir. Hiicre
gecirgenligi, inokiilasyon miktari, inkiibasyon sartlar1 ve biiyiime ortami gibi faktorler sonucu
etkileyebilir. Molekiiler temelli metodlar bu faktdrlerden bagimsizdir ve alternatif
yontemlerdir. Bu testler tekrarlanabilir sonuclar verir ve kolaylikla standardize edilir. Ayrica,
kiiltiir temelli testlerden daha hizhidir ve gastrik biyopsi 6rneklerine direk olarak uygulandigi
zaman, sonug¢ endoskopinin yapildigi giin elde edilebilir (127).

H. pylori’de antibiyotik direncinin prevalansi degiskendir. Suslarin yalmzca az bir
sayisin1 iceren tek merkezden orjinlenen cogu caligma, hastalarin sec¢imini siklikla
sinirlandirmakta ve antibiyotik duyarliliginin degerlendirilmesinde de farkli teknikler
kullanilmaktadir. H. pylori’de antibiyotik direng oranlari, prevalansin oldugundan daha fazla
ya da daha diisiik tahmin olasiligin1 azaltmak amaciyla standard metodlarin kullanmildigi ¢ok
merkezli tarama programlarindan saglanmalidir. Siirveyans programlari pahalidir ve yalnizca
uygulanan bolgelerde degil, daha siklikla arastirmacilarin oldugu birkag iilkede yapilmaktadir
(127).

H. pylori’de antibiyotik direnci olduk¢a yaygindir ve artis gostermektedir. Metranidazol
direnci (MIC > 8mg/L) H. pylori’de en yaygin antimikrobiyal direnctir. Gelismekte olan
ilkelerde H. pylori’de metranidazol diren¢ orami yiiksek olmasina karsin, endiistriyellesmis
ilkelerde H. pylori suslarinin yaklasik %35°1 metranidazol direnglidir ve bazi bolgelerde ise
cogu H. pylori suslart metranidazol direnglidir. Bu jinekolojik, dental ve paraziter
hastaliklarda nitroimidazol ve metranidazoliin yaygin kullanimiyla iliskilidir (127,128).

Metranidazol direnci ile karsilastinldiginda, H. pylori’de Kklaritromisin direncinin
prevalanst (MIC> 2 mg/L) ¢ok diisiiktiir. Endiistrilesmis {iilkelerde, H. pylori suslarinin
yaklasik %10’u klaritromisin direnclidir. Gelismekte olan iilkelerde, klaritromisine karsi
diren¢ oran1 daha yiiksektir ve %25-50 arasinda degismektedir (127). Klaritromisin direnci

Amerika’da %5-14, Avrupa’da %I10’un {izerinde bildirilmektedir (7,16). Son yillarda
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tilkemizde bu diren¢ oranmi, bir calismada %16.8, diger calismalarda ise %52-56 olarak
bildirilmistir (17-19,129).

H. pylori’de amoksisilin direnci (MIC>0.5 mg/L) ve tetrasiklin direncinin (MIC>4
mg/L) 20. yiizyilin sonlarina kadar olmadigi ya da ¢ok ender oldugu bildirilmistir. Bu
antibiyotiklere kars1i diren¢ diger bakterilerde ise yaygindir. H. pylori’de amoksisilin ve
tetrasiklin direncinin insidansinin 6zellikle bu antibiyotiklerin regetesiz elde edilebildigi belli
cografik bolgelerde arttig1 goriilmektedir. Cin’de H. pylori amoksisilin ve tetrasiklin direng

orani %72 ve %59 bildirilmistir (127).

4.9.2. Antimikrobiyal Direng ve Klinik Etki

Bir¢ok calisma, antimikrobiyal direncin anti-H. pylori tedavisinin bagarisin1 azalttigini
gostermektedir. H. pylori iliskili hastaliklarda antibiyotik direnci ile klinik iliski
arastirilmaktadir. H. pylori eradikasyonunu azaltan antibiyotik direnci, H. pylori suslarinda
direng diizeyi, tedavinin siiresi, antimikrobiyal ilaglarin dozu ve tedavide kullanilan bilesenler
gibi cesitli faktorlere baghdir. Birgok calismada, metranidazol direngli H. pylori susu ile
kolonizasyonda, metranidazol iceren PPI temelli iiclii tedavinin eradikasyon orami direngli
suglarda %71, metranidazol duyarh suslarda ise %93’ten %20’ye diistiigii gosterilmistir.
Metranidazol direnci, metranidazol iceren PPI temelli ii¢lii tedavi ile elde edilen eradikasyon
oranlarinda genis bir etkiye sahip oldugu, bu tedavilerle eradikasyon orani ise direncli suglar
icin %63, duyarli suslar icin %91 olarak belirtilmistir. PPI temelli bir tedaviye bizmut
bileseninin ilavesinde tedavinin etkinligi direngli suslar icin %77, metranidazol duyarl suslar
icin %91’den yiiksektir. Metranidazol direncine karsi ranitidin bizmut siilfat temelli iiclii
tedavi calismalarinin sinirli olmasina ragmen, eradikasyon oranlar1 dortlii tedavide direncli
suslar i¢cin %76, metranidazol duyarl suslar icin %99’dur (127,130).

H. pylori’de Kklaritromisin direncinin prevalanst diisiiktiir, ¢ogu ¢alismada da
klaritromisin direnci dramatik olarak biitiin klaritromisin iceren tedavilerin basarisini azalttig
goriilmektedir. Klaritromisin igeren ikili tedavinin (PPI ya da bizmut bileseni) eradikasyon
oran1 klaritromisin direncli suslar icin %28, klaritromisin duyarh suslar icin %67’den %40’a
azaldig bildirilmektedir. Klaritromisin igeren iiclii tedavide ise (PPI ve amoksisilin ya da
metranidazol) eradikasyon orani, klaritromisin duyarli suslar igcin artmasina (%90) karsin,

klaritromisin direngli suglar icin bu oramin azaldigi (%36) belirtilmistir. Tedavi
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basarisizliginin amoksisilin ve tetrasiklin direncli H. pylori suslarinin varligina bagh oldugu
bildirilmistir, ancak tedavi basarisinda bu direnglerin etkisinin saptanmasinda heniiz yeterli bir

veri yoktur (127,131).

4.9.3. Antimikrobiyal Direncin Molekiiler Mekanizmast

H. pylori’de antibiyotik diren¢ mekanizmalar1 molekiiler yontemlerle tanimlanmis olup,
cogu kromozomda lokalize olan nokta mutasyonlarina baglidir (Tablo 6). Diger bakterilerde
integronlarda  lokalize olan  antibiyotik  direng

plazmidler, transpozonlar ve

mekanizmalarindan farkhidir. H. pylori’de antibiyotik direncin temeli muhtemelen de nova
olmasina ragmen, direngli ve duyarh suslar arasinda in vivo horizontal gen transferi oldugu

belirtilmistir (127,131).

Tablo 6. H. pylori enfeksiyonu tedavisinde kullanilan antimikrobiyallerin prevalansi, etki

mekanizmasi ve direng

Antlml.k robiyal Etki sekli Diren¢ mekanizmasi Diren¢
ajan prevalansi
Nitrorediiktazlarla prodruglarin | rdxA ve frxA geninde
tiretilmesi, metranidazol ara mutasyona bagl
Metranidazol uruplerl ve nitro anyon metrar}ldazol'(v)lusumunun %20-95
radikalleri olusumuna ve yoklugu ve diger
sonrada DNA hasarina neden | rediiktazlarin
olur ekspresyonunun azalmasi
23S rRNA ribozomal alt
Klaritromisin tinitesine bgglgmr ve protein 23S rRNA'da nokta %5-30
sentezinin inhibisyonuyla mutasyonlari
sonuglanir
PBP-D (tolerans) ya da
Penisilin baglayan proteinlere | PBP1A (direnc)'e
Amoksisilin (PBPs) B- laktam amoksisilinin %1-2
antibiyotiklerinin baglanmas1 | baglanmasinin azalmasi,
ile hiicre boliinmesi inhibe olur | membran gegirgenliginin
azalmasi (direng)
oo Amlno acil tl}NA ile blrhkte. rrnA ve rrnB, 16S rRNA
Tetrasiklin ribozoma baglanma ve protein . <%l
. . geninde nokta mutasyonlari
sentezinin engellenmesi
Topoizomerazlar ve DNA . .
Florokinolonlar | girazlarin inhibisyonu, DNA gyrA, DNA giraz geninde < %1
. nokta mutasyonlari
replikasyonunu engeller
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RNA polimeraza baglanir,
Rifamisinler transkripsiyon inhibisyonuyla
sonugclanir

rpoB, RNA polimeraz

geninde nokta mutasyonlari <%l

Nitrorediiktazlarla prodruglarin
iretilmesi, nitro anyon
Nitrofuranlar radikalleri olusumuna ve Bilinmiyor < %0.1
sonrada DNA hasarina neden
olur

Protein, ATP ve hiicre
Bizmut membran sentezinin Bilinmiyor -
inhibisyonu

Tablo 6’nin devami

*127. ve 130. kaynaktan alinmustir.

4.9.3.1. Metranidazol Aktivitesi ve Direnc Mekanizmasi

Metranidazol gastrik siv1 igerisine aktif olarak salinan ve antimikrobiyal etkisini diisiik
pH’da gosterebilen ve H. pylori’ye karst oldukga etkili bir ilagtir (127). Metranidazole kars
diren¢ tam olarak bilinmemektedir, ancak cesitli olasiliklar s6z konusudur: (i) transport
eksikligi, (ii) ila¢ modifikasyonu ya da export, (iii) biyolojik hedefin kayb1 yada
modifikasyonu, (iv) DNA tamir enzimi aktivitesinde artis, ve (v) oksijen radikallerini bulma
yeteneginin artmasi. Metranidazol direnci, metranidazol aktivasyonunu engelleyerek
metranidazol indirgenme bolgesinden oksijen wuzaklastirilmasi ile iliskili olabilir.
Metranidazoliin ~ antimikrobiyal etkisi hedef hiicrenin redoks sistemi tarafindan
metranidazoliin indirgenme aktivasyonuna baghdir (132,133). Metranidazol bakteri
sitoplazmasina inaktif prodrug olarak girer, H. pylori oksijene duyarsiz nitrorediiktaz
enzimleri ile metranidazolii aktive eder. Metranidazol nitrorediiktazi kodladig1 diisiiniilen
oksijenden etkilenmeyen NADPH nitrorediiktaz geni rdxA ve metranidazol nitrorediiktaz
kodlayan gen NADPH flavin oksidorediiktaz gen frxA metranidazol direncinden sorumludur
(49,127,132,133). frxA geni metranidazolii DNA’y1 parcalayan aktif bir bilesene degistirmede
rol oynar. Yiiksek diizey metranidazol direncli biitiin H. pylori izolatlarinda anlamsiz ve/veya
frameshift mutasyonlariyla olusan rdxA ve frxA premature kesimi bulunur. Metranidazole
kars1 orta diizey direncgli izolatlar ya rdxA ya da frxA’nin tekli premature kesimini igerir.
Diisiik diizeyli metranidazol direncli izolatlar frxA geninde tek bir anlamsiz mutasyon icerir

fakat rdxA’da spesifik bir degisiklige neden olmaz. rdxA geninde nonsense ve/veya frameshift
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mutasyonlart1 metranidazol direngli izolatlarin %68-78’inde bulundugu bildirilmistir

(132,133).

4.9.3.2. Tetrasiklin Aktivitesi ve Diren¢ Mekanizmasi

Tetrasiklin 30S ribozomal alt iiniteye baglanan H. pylori’ye kars1 aktif bakteriostatik bir
antibiyotiktir. Ribozoma aminoagil tRNA’nin baglanmasinm1 engelleyerek, bakteri biiyiimesi
ve protein sentezini inhibe eder (127). Tetrasiklin direncinin, suslarin ¢cok az bir kisminda
goriildiigii bildirilmistir (49). Ilag baglanmasinin yetersizligi ve/veya ila¢ efflux’unda artis,
ribozomal koruyucu proteinlerin degisimi veya 16S rRNA tetrasiklin baglanma bolgesinde
mutasyonlar H. pylori’nin tetrasiklin direncinden sorumludur (127).

H. pylori’de tetrasiklin direnci i¢in en olasi mekanizma iic yakin 16S rRNA
rezidiisinde AGA ogy6928 TTC iiclii baz cifti degisikligine dayanmaktadir. Bu mutasyon
tetrasiklinin primer baglanma bolgesinde lokalizedir. Ilag-ribozom etkilesimi afinitesini
etkileyebilir ve bdylece translasyon inhibitorii olarak tetrasiklinin verimini azaltir. Uglii baz
cifti degisikliginin yam sira AgpsG, AgsT, AgsC, AG 926927 GT ve AgrsG/AgrsC gibi birgok
tekli ve ciftli baz degisiklikleri de H. pylori’de tetrasiklin direncine neden olmaktadir. Yiiksek
diizey tetrasiklin direnci yalmizca iiclii baz degisimi ile iliskilidir, tekli ve ciftli baz

degisiklikleri ise diisiik diizey tetrasiklin direnci ile iliskilidir (127).

4.9.3.3. Klaritromisin Aktivitesi ve Direng Mekanizmasi

Klaritromisin, 23S rRNA molekiilii V domaininin peptidil transferaz bolgesine baglanan
makrolid gruba ait olan bakteriostatik bir antibiyotiktir. Bu baglanma protein elongasyonunu
engeller ve boylece etkili olarak bakteriyal protein sentezini durdurur (Sekil 4) (127,134).
Klaritromisinin antibakteriyal aktivitesi diger makrolidlerle benzerdir, ancak klaritromisin
asidik gastrik mukus tabakasinda daha iyi absorbe olur ve bu nedenle H. pylori’ye kars1 daha

etkilidir (127).
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Sekil 4. Klaritromisinin peptidiltransferazi bloklayici aktivitesi

* 134, kaynaktan alinmistir.

H. pylori’de klaritromisin direnci 23S rRNA’nin peptidil transferaz bolgesinde 2142,
2143 ve 2144 pozisyonlarindaki adeninin guanin ile yer degistirdigi ve 2142 ve 2143
pozisyonlarindaki adeninin sitozinle yer degistirdigi nokta mutasyonlariyla olusur
(3,4,14,15,21,22,135,136). H. pylori’de bu yer degisiklikleri bircok makrolid igin
ribozomlarm afinitesinin azalmasina neden olur ve artan direncle sonuglanir. A2143G yer
degisikligi diisiik MIC (<64 mg/L)’li izolatlarda sik bulunurken, A2142G ve A2142C
ozellikle yiiksek klaritromisin MIC (>64 mg/L)’li izolatlarda daha cok goriilmektedir.
A2142G ve A2143G mutasyonlar1 ¢ok sik goriilirken, A2142C mutasyonu daha az
goriilmektedir (127,137). Ayn1 zamanda A2115G, G2141A ve T2717C gibi diger 23S rRNA
mutasyonlar1 da goOsterilmistir, ancak bu mutasyonlar c¢ok nadir gozlenmektedir
(4,99,131,138).

H. pylori iki 23S rRNA geni icerir ve mutasyonlar genellikle her iki kopyada da
bulunur. Heterojenite klaritromisin direnci ile sonu¢lanmasina ragmen, genellikle homojenik
izolatlarda bulunandan daha diisiik direng seviyesiyle iliskili goriilmektedir. H. pylori’de
heterojenitenin {izerinde homojenitenin daha yiiksek prevalansi bu organizmada DNA
rekombinasyonunun varligini yansitabilir. 23S rRNA’nin bir kopyasinda mutasyon, yiiksek
klaritromisin direncinin homolog DNA rekombinasyonuyla diger 23S rRNA genine kolayca
transfer olabildigi gosterilmistir (14,21,127).

Klaritromisin direnci diger makrolidlere karst direncle uyusur. A2143G mutasyonu

streptogramin ve klindamisine orta diizey diren¢ ve eritromisine yiiksek diizey direnc
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gosterirken, A2142G ve A2142C mutasyonlar biitiin makrolidlere yiiksek diizey c¢apraz
direng verdigi bildirilmistir (127).

4.9.3.4. Amoksisilin Aktivitesi ve Diren¢ Mekanizmasi

Amoksisilin penisilin grubuna ait bakterisidal bir antibiyotiktir. Amoksisilin penisilin
baglayan proteinlere (PBPs) baglanir ve bodylece bakteriyal hiicre duvar sentezini engeller,
bakteri lizisi ile sonuglanir. Penisilin baglayan proteinlerde yapisal degisiklik, membran

permeabilitesinde azalma ve aktif efflux potansiyel mekanizmalardir (26,127,131).

4.9.3.5. Florokinolon Aktivitesi ve Direng Mekanizmasi

Florokinolonlar, DNA giraz ve topoizomerazlar1 inhibe eden bakterisidal etkili
antibiyotiklerdir. DNA giraz 2A alt iinitesi ve 2B alt iinitesini iceren tetramer yapida bir
enzimdir. H. pylori’de florokinolonlara kars1 diren¢ DNA giraz A alt tinitesini kodlayan gyrA
geninde mutasyon gelisimine baglidir (26,127,131). Diren¢ gyrA geninin 87, 88, 91 ve 97
aminoasit pozisyonunda kinolon diren¢ belirleme bolgesindeki (QRDR) nokta mutasyonlarla

olusur (127).

4.9.3.6. Rifamisin Aktivitesi ve Diren¢c Mekanizmasi

Rifabutin ve diger rifampin tiirevleri DNA bagimli RNA polimerazin  alt iinitesine
baglanarak transkripsiyonun inhibisyonuna neden olan bakterisidal antibiyotiklerdir. Bu
kompleksin 3 alt tinitesi rpoB geni tarafindan kodlanir. H. pylori’de bu antibiyotiklere karsi

diren¢ rpoB genindeki nokta mutasyonlar ile ilisgkilidir (127).

4.9.4. Klaritromisin Direnci Saptanmasinda Kullanilan Yontemler

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

standart fenotipik yontemler ve genotipik yontemler olarak 2 grupta incelenir (138).

48



4.9.4.1. Fenotipik Yontemler

4.9.4.1.1. Agar Diliisyon

Agar diliisyon, diger test metodlarmin dogrulugunu degerendirmek icin kullamilan
referans bir tekniktir (137). H. pylori i¢in “Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI)’in onerdigi antimikrobiyal duyarlilik testi agar diliisyondur (49,138,139). %5 koyun
kanli Mueller-Hinton agar ortami kullanilarak 35°C’de 72 saat inkiibe edilir (25).
Klaritromisin duyarlilik testlerinin standardizasyonu; agarin tipi, biiyiime igerigi, inokulum
miktar1 ve inkiibasyon ile iligkilidir. <0.25 mg/l duyarli, 0.25-1 mg/l intermediate ve >1 mg/l
direncli olarak belirlenmistir (25,138).

4.9.4.1.2. Swi Diliisyon

H. pylori’nin sivida biiytimesinin zorlugu nedeniyle ¢ok sik kullanilmamaktadir (138).

4.9.4.1.3. Disk Difiizyon

Rutin duyarlilik testleri i¢in en sik kullanilan metottur. Ozellikle eritromisin diskinin
kullanildigr makrolidlere karsi direnci saptamak icin uygun oldugu saptanmistir (138). H.

pylori igin dnerilmeyen bir yontemdir (49).

4.9.4.1.4. Epsilometer Test (E-test)

E-test disk diflizyon metodunun kantitatif bir ¢esididir. Agar diliisyon metodu ile
korelasyonu klaritromisin antibiyotigi i¢in uyumludur (138). Pahali olmas1 bir dezavantajdir

(49).

4.9.4.2. Genotipik Yontemler

H. pylori’de klaritromisin direncinin saptanmast icin bir¢ok teknik gelistirilmistir

(Tablo 7). Klaritromisin direnci 23S rRNA geninin V domaininin peptidiltransferaz
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bolgesinde cesitli nokta mutasyonlarina baghdir. Molekiiler bazli metotlar bakterilerin

bilyiime orani ya da hiicre canliligina bagh degildir (127,140).

Tablo 7. Klaritromisin direncinin saptanmasinda molekiiler yontemler

Antibiyotik Molekiiler yontem

Klaritromisin PCR-RFLP
PCR-OLA
PCR-DEIA
PCR-LipA
PCR-PHFA
3M-PCR
Real-time PCR hibridizasyon testi
FISH

* 130. kaynaktan alinmistir.

4.9.4.2.1. PCR-RFLP

Amplikonlarin calisilmasinda kullanilan farkli metotlar PCR temelli yontemlerdir.
Restriksiyon fragment uzunluk polimorfizmi (RFLP) amplikon i¢inde restriksiyon bdlgesinin
bulunmasimi temel alan basit bir metottur. Bu test BceAl (A2142C), Bsal (A2143G) Bbsl
(A2142G) ve Mboll (A2142G) restriksiyon endoniikleazlarini kullanarak 6nceden tanimlanan
23S rRNA mutasyonlarinin saptanmasini saglar (127). Onceden A2142C mutasyonunu
saptayamayan bu yontem ic¢in sonradan A2142C mutasyonunun saptanmasina olanak taniyan

yeni bir restriksiyon enzimi tanimlanmistir (127,131,138).

50



4.9.4.2.2. PCR-OLA

PCR oligoniikleotid ligasyon testi (OLA), PCR’dan sonra ek bir hibridizasyon basamagi
icerir (62). PCR iiriinleri i¢in oldukga zorlu sartlar altinda isaretlenmis oligoniikleotit problari

kullanilir (127,138,141).

4.9.4.2.3. PCR-DEIA

PCR-DNA enzim immun testi (DEIA), PCR’dan sonra ek bir hibridizasyon basamagi
icerirler. Mikrotitre kuyucuklarda immobilize edilen, mutasyonlarin isaretlendigi problarla

ters hibridizasyon prensibine dayanmaktadir (127,142).

4.9.4.2.4. PCR-LIPA

Nokta mutasyonlarina uygun oligoniikleotid problar nitroseliiloz bir stripe uygulanir ve
amplifiye edilmis iirtinlerle ters hibridizasyon prensibine baghdir (138,142). Hibritler
streptavidin-alkalin fosfataz konjugat/substrat kolorimetrik sistem araciligiyla saptanir. PCR-
LIPA, genis sayida orneklerin test edilmesi icin oldukca uygundur ve yedi farkli direng

mutasyonunun saptanmasi i¢in uygun ve basit bir sistemdir (142).

4.9.4.2.5. PCR-PHFA

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

Biitiin midenin incelenmesine olanak tanir (138).

4.9.4.2.6. 3SM-PCR

3’ uygunsuz ters primer PCR (3’-mismatched reverse primer PCR; 3M-PCR) metodu

A2142C mutasyonunuda igeren tiim nokta mutasyonlart icin kullanilir (138).
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4.9.4.2.7. Real-Time PCR Hibridizasyon Testi

Bu yontemde, floresanla isaretlenmis mutasyonlu ya da sikica baglanan probun
varliginda bir 23S rDNA fragmenti amplifiye edilir. Bu problar PCR f{iriinleriyle hibridize
oldugu zaman, bir floresan sinyal olusur. PCR tamamlandiktan sonra, 1s1 mutasyon probunun
erime noktasini saptamak i¢in arttirilir. Floresan sinyalin olusturdugu 1s1, mutasyon probunun
ayrildigi noktada (erime noktasi) sinyal verir. Hedef sekansta uyumsuzluk oldugunda, daha
diisiik erime sicakligr hibrid birlesimi karsilagtirilarak elde edilir. Kiiltiire gereksinim
duymadan, direk gastrik dokuya uygulandiginda ii¢ saat icerisinde sonug¢ veren basit ve hizl

bir tekniktir (127,143,144).

4.9.4.2.8. Floresan In Situ Hibridizasyon (FISH)

In situ hibridizasyon, niikleik asit dizilerinin (DNA ve RNA) morfolojik olarak
korunmus kromozomlar, hiicreler veya doku kesitlerinde saptanarak gosterilmesini saglayan
ve temel olarak cift iplikli niikleik asit olusumu kinetigini kullanan 6zgiin bir yontemdir. /n
situ hibridizasyonun diger hibridizasyon yontemlerinden (Southern veya Northern blot) farki
niikleik asitlerin biyolojik ag¢idan morfolojisi korunmus hiicresel ortamlarinda taninarak
gosterilmesidir. Boylece hedef niikleik asit dizisinin biyolojik yapilardaki yeri belirlenmis
olur (145).

Son yillarda niikleik asitleri isaretlemek igin bir¢ok yontem gelistirilmistir. Biotin,
dioksigenin, dinitrofenil veya florokromlarla enzimatik olarak isaretleme genellikle tercih
edilmektedir. Piyasada cesitli prob isaretleme kitlerinin bulunmasi, bu islemleri oldukca
kolaylagtirmistir. Rekombinant DNA preparasyonlar ile saf prob elde edilebilmektedir. Prob
secimine bagli olarak, belirli genom ve kromozomlar, tekrarlayan DNA dizileri, tek kopyali
diziler, mRNA ve viral diziler gibi farkli hedefler saptanabilmektedir (145).

Bakteriyal FISH teknolojisi, bakteriyal bir tiirlin ribozomal RNA’sinin ¢oklu kopyalari
ile oligoniikleotidlerinin tanimlanmasinin spesifik DNA-DNA hibridizasyonuna baghdir (16S
rRNA, 23S rRNA). Floresan boyalarla isaretli oligoniikleotidler, bakteriyal hiicreye penetre
olur ve hedef sekansa baglanir. Bu teknik ile bakteri, hayvan modellerinde ya da enfekte
insanlarin gastrik mukoza 6rnekleri gibi dogal habitatlarda floresan mikroskobisi kullanilarak

saptanabilmektedir (100,101). Bu metotta H. pylori, floresanla isaretlenmis H. pylori spesifik
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16S ve 23S rRNA ile hibridize edilir. Isaretlenmis problarla in situ olarak hibridize edilmis
bakteriler floresan mikroskobisi ile incelenir. Bu test es zamanli olarak H. pylori ve
klaritromisin direncinin saptanmasina olanak verir ve direk olarak gastrik biyopsi orneklerine
uygulanabilir (3,4,127,138,142).

Floresan in situ hibridizasyon (FISH) yonteminde istenilen lokus (gen ya da gen
bolgesi) floresan molekiilleri kullanilarak gosterilebilir. Bu teknik, 6zellikle kromozomal
anomalilerin tanimlanmasi i¢in ve gen haritalamasi icin uygundur. FISH, inceleme ve boyama
icin aragtirmacinin istedigi DNA sekanslarina komplementer olan prob hazirlanmasini kapsar.
Bu problar hibridize olur ya da komplementer DNA’ya baglanir ve onlar floresan
isaretlendiginden DNA’nin bu sekanslarinin yerinin goriilmesini saglar. Prob sinyali bir
floresan mikroskobunda incelenir ve klinik 6rnekteki DNA sinyalinin varligi ya da yoklugu
ile degerlendirilir (Sekil 5). Diger tekniklerden farkli olarak, aktif olarak bdliinebilen
hiicrelerdeki okaryot kromozomlarla caligilabilmekte, ayn1 zamanda béliinmeyen hiicrelerde

de uygulanabilmektedir (146-149).

Floresan in situ hibridizasyon (FISH)

Floresan
.. boya
Ornek

Epifloresan
mikerobu

Fiksasyon H.l..-u....

Hedef (rRNA)
| —
® - .. —_
Hiicreler fikse edilir, / Hicrel
permeabilize edilir ucreler

hibridize edilir
Hibridizasyon Ribozcm ar) Yikama

Floresanla isaretlenmis—
oligoniikleotidler (problar)

Sekil 5. FISH metodu *
*101. ve 130. kaynaktan alinmistir.

H. pylori i¢in tiire spesifik saptama yesille isaretli 16S rRNA spesifik oligoniikleotid

Hpy-1 (5'-CACACCTGACTGACTATCCCG-3") ile yapilmaktadir. Es zamanli olarak tiir

icin genotipik antibiyotik direncin saptanmas1 miimkiindiir. H. pylori enfeksiyonuna karsi
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ticli tedavide kullanilan temel antibiyotik olan klaritromisine karsi diren¢ 23S rRNA’da
tanimlanan ii¢ nokta mutasyonuna dayanmaktadir. Bu nokta mutasyonlar1 kirmizi ile isaretli
ClaWT (5'-CGGGGTCTTTCCGTCTT-3'), ClaR1 (5'-CGGGGTCTTCCCGTCTT-3"), ClaR2
(5'-CGGGGTCTCTCCGTCTT-3') ve ClaR3 (5-CGGGGTCTTGCCGTCTT-3') problar ile
spesifik olarak hedeflenmistir (Sekil 6) (3,4,5,15,100).

< Tiire spesifik prob
o
17
©
ARG Direngli problar
@ ClaWwT Clas, < 8 ug/ml
2 GGGAAGA
[ c
% @ cCharRiCl 64 pg/mi
i I
& GGAGAGA i s Ha
c
GGCGAGA @ CiaR2 Cla, < 64 pg/ml
G
@ cCiaR3 Cla', < 64 pg/ml

Sekil 6. H. pylori spesifik oligoniikleotid problari

*100. ve 130. kaynaktan alinmistir.

Farkli uygulamalart olan ii¢ farkli FISH probu kullanilmaktadir. Lokus spesifik
problar kromozomun tam bir bolgesini hibridize eder. Bu problar, genin kiiciik bir kismin
izole etmek ve genin kromozoma yerlestigini saptamak amaciyla kullanilir. Alfoid ya da
sentromerik tekrar problar1 kromozomlarin sentromerlerinde bulunan tekrarlanmig
sekanslardan olusur. Her kromozom farkli florofor emisyonlar verebilir, bireyin dogru sayida
kromozomu olup olmadigint ya da bir kromozomun ekstra kopyasina sahip olup olmadigim
saptamak icin bu teknik kullanir. Biitiin kromozom problari aslinda her biri ayn1 kromozom
uzunluklar1 boyunca farkli bir sekansa hibridize olan daha kiigiik problarin toplanmasidir. Bu
prob kiitiiphanelerinin kullanilmasi ile biitiin bir kromozom boyanabilir ve hayalet karyotipler
olusturulabilir. Kromozomlarin bu ¢oklu florofor emisyonu, renklere bagli olarak geleneksel

karyotiplemedeki siyah ve beyaz goriinen koyu ya da agik bant paternli kromozomlar arasinda
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ayrim yapilmasim saglar. Biitin kromozom problari, dengesiz yapisal kromozom
anomalilerini, kriptik translokasyonlari ve marker kromozom identifikasyonunun
saptanmasinda oldukc¢a kullanmighdir (146,147).

FISH ile son zamanlarda pek ¢ok mikrodelesyon sendromu saptanabilmektedir (66).
Klinik mikrobiyolojide FISH’in uygulama alani ise kan kiiltiiriinden ve balgam orneklerinden
patojenin saptanmasi, bronkoalveolar lavajda Legionella pneumophila’nin ve biyopsi
orneklerinde ise H. pylori’nin saptanmasidir (150).

FISH floresan mikroskop kullanimi disinda baska ekipmana gereksinim olmadan hizli
sonu¢ saglama avantajina sahiptir. Geleneksel kromozom FISH metafaz dagilimda kullanilir
(metafaz FISH) ve pozitif hibridizasyon sinyalleri her iki kardes kromatidlerle hibridize olan
probla ilgili olarak c¢ift isaret olarak goriilir. Komplike goriintii olusturan aletlerin
kullanilmasi ve reporter baglayict molekiillerin farkli floroforlar tasimasi, es zamanli olarak
diizenli bircok DNA’nin klonlanmasi ve haritalama icin olanak saglamaktadir (151).

FISH yonteminde, orjini bilinmeyen ekstra materyalin identifiye edilmesi yada rutin
sitogenetigin rezoliisyonu oOtesinde spesifik mikrodelesyonlarin saptanmasi i¢in metafaz
hiicreleri kullanilabilir. Eger bir kromozom basit bir delesyona sahipse yada zor veya
kompleks bir yeniden diizenleme gerektiginde, rutin sitogenetik tanimlamanin zor oldugu
durumlarda yardimci olabilir. Metafaz FISH belirli kanserlerde goriilen spesifik kromozom
yeniden diizenlenmelerinin bazilarinmi saptayabilir (19). Son zamanlarda, yiiksek rezolusyonlu,
kromatin iplikleri ya da DNA’nin yapay gerilmesini i¢eren fiber-FISH gibi yeni varyasyonlar
gelistirilmistir. Belirli kanserlerde karakteristik bazi spesifik kromozom yeniden
diizenlenmelerini ve kromozomlarda bir yada daha fazla kromozom sayisi farkliligini
saptamada interfaz hiicreleri kullanilabilir. Interfaz FISH’in birincil avantaji hiicre
cogaltilmasina gerek duyulmadan 24 saat igerisinde uygulanabilmesidir. Rutin sitogenetik,
interfaz FISH ile saptanamayan anomalilerin saptanmasi yada sonuclarin dogrulanmasinda bir
anoploidi taramay1 kapsar (148). interfaz niikleusunda kromozomda FISH’de (interfaz FISH),
kromozomlar prometafaz ya da metafaz kromozomlarina kiyasla ¢ok uzatildigi i¢in yiliksek

rezoliisyon analizleri saglanabilir (151).
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5. GEREC VE YONTEM

5.1. Calisma Grubu

Mayis-Kasim 2003 tarihleri arasinda dispeptik yakinmalar nedeniyle Dokuz Eyliil
Universitesi Tip Fakiiltesi Gastroenteroloji Poliklinigi'ne basvuran ve endoskopi endikasyonu
konulan 54 hastanin (37 kadin, 17 erkek yas ortalamasi 46.48 + 13.12 SD; yas aralig1 21-78)
parafin bloklu mide biyopsi ornekleri retrospektif olarak calisildi. Yakin zamanda kan
tranfiizyonu alanlar, gastrik cerrahi operasyonu gegcirenler, ciddi karaciger hastaligi olanlar,
ozofagus varisleri bulunanlar, koagiilopatisi olanlar, gebelik veya laktasyonda olanlar, son 6
ay icinde H. pylori eradikasyon tedavisi alanlar, son bir ay icinde antibiyotik, antisekretuar
ilag, bizmut tuzlann ve sukralfat kullanan hastalar dislama kriterleri nedeniyle calismaya
alinmadi. Hastalardan alinan biyopsi orneklerine iireaz testi uygulandi ve histopatolojik

incelemeye alindi.

i. Etik Kurul Onay::

Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Klinik ve Laboratuvar Arastirmalar1 Etik
Kurulu 21 Aralik 2004 tarih ve 04/17/04 numarali toplantisinda, 587 protokol numaral
“Helicobacter pylori ve klaritromisin direncinin parafin bloklarda floresan in situ
hibridizasyon (FISH) yontemiyle belirlenmesi” isimli yiiksek lisans tezi arastirma projesinin
uygulanmasi onay1, 21.12.2004 tarih ve 183 sayili yaz1 ile Dokuz Eyliil Universitesi Saglik

Bilimleri Enstitiisii Miidiirliigii'ne bildirilmistir.

5.2. Biyopsi Orneklerinin Ahnmas:

25.10.2001 tarih ve 01/15/06 numarali toplantisinda, 67 protokol numarali etik kurul
onayl calismaya katilan hastalara, en az 8 saatlik acliktan sonra Olympus QX 240 veya
Olympus 2T 240 marka videoendoskopla iist GIS endoskopisi yapildi. Endoskopi Oncesi,
endoskopi sirasinda ve sonrasinda hastalara bizzat refakat edildi. Endoskopi Oncesinde %
10'luk Xylocain sprey ile farinkse lokal anestezi uygulandi. Endoskopi sirasinda mide antrum

ve korpusundan ikiser olmak iizere toplam dort biyopsi Ornegi alindi. Bir korpus ve bir
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antrum biyopsi Ornegine endoskopi sirasinda hizhi iireaz testi uygulandi. Diger korpus ve
antrum Ornegi ise histopatolojik agidan incelendi. Bu hastalarin parafin bloklu biyopsi

orneklerinden yeni kesitler alinarak calisildi.

5.2.1. Hizli Ureaz Testi

Bir gram iire 10 ml steril distile suda eritilerek hazirlanan karistmdan her test tiipiine
birer ml dagitildi. Korpus ve antrum ornekleri iire soliisyonu iceren birer test tiipiine konuldu
ve lizerlerine ikiser damla fenol kirmizis1 soliisyonu eklendi. Karisimin renginde saridan
pembeye degisimin goriilmesi pozitif, sar1 rengin degismemesi ise negatif olarak

degerlendirildi (24).

i. Endoskoplarin Temizligi

Endoskoplar dnce mekanik olarak temizlendi; su ile yikandi, fircalandi. Daha sonra en
az 15 dakika olmak {izere gluteraldehit iceren dezenfektan soliisyonda bekletildi. Su ile

durulanip kurutularak bir sonraki hasta icin hazirlandi (24).

5.2.2. Biyopsi Orneklerinin Histopatolojik Incelenmesi:

Her hastadan bir korpus ve bir antrumdan alinan, histopatolojik acidan incelenecek
biyopsi ornekleri hemen %10’luk tamponlanmis formalin soliisyonu igeren siselere alindi.
Ayri ayn siselerde alinan bolgeler belirtilerek rutin histopatolojik inceleme ve “Helicobacter-
like organisms” (HLO) incelenmesi istemi ile Patoloji Laboratuvarina ulastirildi.

Ellidort hastanin histopatolojik antrum ve korpus toplam 108 biopsi Ornegi
giincellestirilmis Sydney sistemine gore incelendi. Tamponlanmis formalin (%10) tespitindeki
biyopsiler parafin bloklarda 3-5 um kesilerek Hematoksilen-Eozin, Alcian blue ve Giemsa
boyalan ile boyanarak 151k mikroskobunda (Nikon E600), gastrointestinal patoloji ile ilgili
patoloji uzman tarafindan “Helicobacter-like organisms”(HLO) yoniinden morfolojik olarak

degerlendirildi. Bundan sonra metin icinde HLO, H. pylori olarak kullanildu.
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Alinan dort biyopsi 6rneginden bir korpus ve bir antruma uygulanan histopatolojik
inceleme ve/veya lireaz testlerinden en az biri pozitif olgular H. pylori ile enfekte; korpus,
antrum {ireaz ve histopatolojik incelemelerinin tiimii negatif olgular saglam kabul edildi.

Her hastaya bir numara verilerek "Hasta bilgilendirme ve riza formu", endoskopi raporu

ve patoloji raporlar1 bir dosyada toplandi.

5.2.3. Orneklerin Floresan In Situ Hibridizasyon Yontemi ile Incelenmesi

5.2.3.1. Orneklerin Floresan In Situ Hibridizasyon Yontemi Icin Hazirlanmasi

9%10’luk tamponlu formalinde tespit edilen korpus ve antrum biyopsi Orneklerinden
standart yontemle parafin bloklar elde edilmistir. Bu parafin bloklardan 4 pm kalinliginda

kesitler Poly-L-Lysine (Sigma-Aldrich, Cat. No: P§920) kaplh lamlara alindi.

5.2.3.2 Deparafinizasyon

Poly-L-Lysine kapli lamlara parafin bloklardan alinan 4 pm kesitlerden parafinin
uzaklastirllmast i¢in deparafinizasyon islemi uygulandi. Biyopsi kesitlerine 2x30 dakika
inkubasyon firiminda 55°C  1sida n-Hekzan (Riedel-de Haén, Sigma-Aldrich
Laborchemikalien) ve 2x30 dakika absolii etanol C;H¢O (molecular biology grade/ethyl
alcohol, AppliChem BioChemica) iceren salelerde (Sigma S5766) deparafinizasyon islemi
gerceklestirildi. Deparafinizasyonun her bir asamasinda taze soliisyon kullanildi. Bu islem

uygulandiktan sonra lamlar havada kurutuldu.

5.2.4. Kalite Kontrol Orneklerinin Floresan In Situ Hibridizasyon Yontemi ile

Incelenmesi

5.2.4.1. Kalite Kontrol Orneklerinin Floresan In Situ Hibridizasyon Yontemi Icin

Hazirlanmasi

FISH yonteminde pozitif kontrol olarak klaritromisin duyarli H. pylori ATCC 43504

susu, klaritromisin direngli H. pylori hasta biyopsi kesiti kullanildi. Bu suglar Julie Morris

58



ASCP (the American Society of Clinical Pathology) Arctic Investigations Program Centers
for Disease Control (CDC)-USA tarafindan protokol 1 (SeaFAST H. pylori Combi Kit)’e
gore hazirland1 ve fotograflandirilarak tarafimiza gonderildi. Firma kalite kontrol referans
suslarindan negatif kontrol olarak formalin ile fikse edilmis E. coli (seaPro cf0717),
Burkholderia cepacia (seaPro FF04) ve Pseudomonas aeruginosa (seaPro cf0737) kiiltiir
siispansiyonlar1 kullanildi. Bu kiiltiir siispansiyonlar ise protokol 2 (SeaFAST-PRE Kit)’ye
gore hazirlandi. Ayrica bilinen H. pylori enfeksiyonu pozitif ve negatif formalin ile tespit
edilmis parafin gdmiilmiis biyopsi kesitleri internal kalite kontrolii olarak kullanildi.
Protokol 1: Ureyen bakteri kolonisinden bir 6ze dolusu almarak 100 ul PBS
(BIOCHROM AG) iceren 1.5 ml steril eppendorf tiipiinde (Greiner bio-one) suspense
edildi ve karistirilldi. 10 pl %37’1lik formaldehit soliisyonu (Fluka Riedel-de Haén)
eklendi, karistirildi ve 15 dakika oda 1sisinda enkiibe edildi. 10 dakika 12000 rpm’de
santrifiijlendi. Supernatant atildiktan sonra kalan pellet 200 ul PBS ile yeniden suspanse
edildi ve ilk basamak tekrar uygulandi. Bu pellet 100 ul PBS i¢inde suspense edilerek
100 pl etanol eklenerek karistirildi. Elde edilen bakteri soliisyonundan 10 pl 8 bolmeli
mikroskobik lamlara (seaPro cF0508) alind1 ve havada kurutuldu. Alevde tespit edilerek
hibridizasyon agamasi i¢in hazirlandi.
Protokol 2: Mikroorganizmalar 250 ul de-iyonize steril su ile suspense edildi. Bu
siispansiyonlardan 10 pl 8 bolmeli mikroskobik lamlarin ayr kisimlarina alindi ve
havada kurutuldu. Alevde tespit edildikten sonra lam %50, %80 ve %96’lik etanol
serilerinde iicer dakika bekletilerek dehidrate edildi. Havada kurutularak hibridizasyon
asamasi icin hazirlandu.
seaFAST H. pylori Combi Kit referans suslar ile iiretici tarafindan kalite kontrole tabi

tutulmustur.

5.3. Floresan In Situ Hibridizasyon Yonteminin Uygulanmasi

5.3.1. Test Reaktiflerinin Hazirlanmasi

i. DNA prob karisinunin hazirlanmasi

Liyofilize DNA prob karigimi birkag saniye santrifiij edildi ve 110 pl DNA tamponu ile
rehidrate edildi, + 4 °C’de saklandi.
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ii. DNA hibridizasyon soliisyonunun hazirlanmasi

4 pl rehidrate DNA prob karisimi 1.5 ml mikrosantrifiij tiibiine (eppendorf, Greiner bio-
one) aktarildi ve 36 pl hibridizasyon tamponu eklendi. Kullanmadan Once tamamen

karistirildi.

iii. Nemli ortamin hazirlanmasi

Yesil kapakli hibridizasyon tiipiine (SeaPro Theranostics International, Lelystad, The
Netherlands) bir parca kagit havlu konuldu ve 2 ml hibridizasyon tamponu ile 1slatildi. Tiip
sikica kapatildu.

iv. Yikama tamponun hazirlanmasi

500 ml DNAaz RNAaz icermeyen steril de-iyonize su (Ultra pure water for HPLC
BIOCHROM AG), 10x yikama tamponuna eklenerek diliie edildi ve 48°C’de gerekli miktari

onceden 1s1t1ldi1.

5.3.2. Hibridizasyon

40ul DNA hibridizasyon soliisyonu deparafinize edilmis korpus ve antrum biyopsi
kesitlerini iceren poly-L-lysine’li lam iizerine eklendi. Hava kabarciklar1 uzaklastirilarak
poly-L-lysine’li lamin iizerine lamel (24x50mm, ISOLAB) kapatildi. Lamlar hazirlanan nemli
ortama konuldu ve 90 dakika 46°C’de enkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda lamel atildi. Lam
onceden 1sitilmig 1-2 ml yikama tamponu soliisyonu iceren 6zel salenin (SIGMA S5766)
icinde 15 dakika 48°C’de enkiibe edildi. Enkiibasyon sonunda PBS (BIOCHROM AG) ile
lam yikandi ve havada kurutuldu. 8 pl 4',6-Diamidino-2-Phenylindole (DAPI/Antifade- MC
Q-BIOgene) soliisyonu ile korpus ve antrum biyopsi kesitleri kaplandi, tizeri lamelle kapatildi

ve 5 dakika oda 1s1sinda enkiibe edildi.
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5.3.3. Goriintii Analizi ve Degerlendirme

Hibridizasyon asamasi tamamlandiktan sonra, antrum ve korpus biyopsi Orneklerinin
herbiri i¢in FISH preparasyonlart DAPI, FITC, rhodamine, c¢ift-bant (FITC ve rhodamine) ve
tic-bant (DAPI, FITC ve rhodamine) filtre donanim1 olan Nikon Eclipse E600 epifloresan
microskobu (Nikon Corp, Tokyo, Japan) ile incelendi. Gorsel analizlerde iki ve ii¢ bant
filtreler kullamildi. Her deney i¢in tek-renk goriintiller, Power Macintosh bilgisayar ile
entegre edilmis, yitksek duyarlilikli, monokrom CCD (“Charged Coupled Device”) kamera
aracilig1 ile bilgisayara aktarildi. Ozgiil olmayan artalan emisyonlar1 FISH icin tasarimlanmis
MacProbe 4.0.1 yazilim1 (PCI Scientific Systems, USA) ile goriintiiden ¢ikarildi. DAPI, FITC
ve rhodamine florokrom emisyonlarina ait, gri skala olarak bilgisayara aktarilmis her bir
goriintii kanalina yazilim tarafindan asillarina uygun yalanci-renkler verildi. Elde edilen her
bir florokrom emisyonuna ait (DAPI, FITC, rhodamine) yalanci renk verilmis goriintiiler iist

tiste cakistirildi.

Antrum ve korpus biyopsi kesitlerinin H. pylori varliginin saptanmasinda, klaritromisin
duyarli ve direncli H. pylori suslarinin degerlendirilmesinde DAPI filtreli 40x ve 100x oil
objektifte incelendi. Yesil floresan filtrede parlak yesil floresan veren bir bakteri morfolojisi
H. pylori olarak degerlendirildi. Kirmiz1 floresan filtrede kirmizi floresan veren bakteri
klaritromisin direngli H. pylori olarak degerlendirildi. Dual band filtre kullanilarak yesil ve
kirmizi floresan veren bakteri sar1 goriildii. Ayrica, H. pylori ile enfekte dokuda es zamanh
olarak duyarl ve direncli bakteri kolonizasyonu (karisik populasyon) ve H. pylori’nin kokoid

formuda saptandi. DAPI boyasi da kullanilarak degerlendirildi.

Tablo 8. FISH yonteminin epifloresan mikroskobunda degerlendirilmesi

Floresan Yorum
Yesil H. pylori identifikasyonu

Kirmizi Klaritromisin direncinin saptanmast
Sart* Klaritromisin direncli H. pylori

* cift-bant kullanildiginda
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5.4. istatistiksel Analizler
i. Gegerlilik

Uygulanan testlerin gecerliligi (tan1 degeri) i¢in dort gozli diizenek olusturuldu. Altin
standart yontemler olarak histopatoloji ve hizh iireaz testi kullanildi. Alinan dort biyopsi
orneginden bir korpus ve bir antruma uygulanan histopatolojik inceleme ve iireaz testlerinden
en az biri pozitif olgular H. pylori enfeksiyonu varligi; korpus, antrum iireaz ve histopatolojik

incelemelerinin tiimiiniin negatifligi H. pylori enfeksiyonu yoklugu olarak degerlendirildi.

a: Dogru olumlu
b: Yalanci olumlu
¢: Yalanci olumsuz

d: Dogru olumsuz

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

Tanisal Dogruluk: a+d/a+b+c+d

FISH metodu ile altin standart yontemlerin karsilastirilmasinda duyarlilik, secicilik,
olumlu ve olumsuz 6ngorii degeri ve tamisal dogruluk kullanildi. McNemar Ki-kare testi

uygulandi (SPSS Version 11.0 for Windows).

6. BULGULAR

6.1. Demografik bulgular

Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Gastroenteroloji Poliklinigi’ne Mayis-Kasim

2003 tarihleri arasinda basvuran ve endoskopi endikasyonu konulan dispeptik yakinmali 54
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olgu calismaya alindi. Calismaya alinan hastalar 21 ile 78 yas grubunda olup yas ortalamasi

46.48 + 13.12 SD bulundu.

Tablo 9. Hastalarin cinsiyete gore dagilimi

Cinsiyet Say1 Yiizde
Erkek 17 31,5
Kadin 37 68,5
Toplam 54 100

6.2. Endoskopik bulgular
Calismaya alinan hastalarin endoskopik bulgular1 incelendi. Hizhi iireaz testi ve
histopatoloji H. pylori enfeksiyonu agisindan altin standart yontemler olarak degerlendirildi

(24).

Tablo 10. Antrum korpus biyopsi drneklerinin hizli lireaz testi ve histopatoloji sonuglari

Hizli Ureaz testi Histopatoloji
Hasta No Degerlendirme
Antrum Korpus Antrum Korpus
1 - - + - +
2 - - - - -
3 + + + + +
4 - - + + +
5 - + + + +
6 + - + + +
7 - - - - -
8 + - + + +
9 - + - + +
10 + + + + +
11 + + + + +
12 - - - - -
13 - - - - -
14 + + + + +
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15 - - - - -
16 + - + + +
17 + + + + +
18 + - + + +
19 + + + + +
20 + - + + +
21 - - + - +
22 + + + + +
23 + + + + +
24 + - + + +
25 + - + - +
26 + + + + +
27 + + + + +
28 + - + - +
29 + - + + +
30 + + + + +
31 + - + - +
32 - - - - -
33 + - + - +
34 - - + - +
35 + + + + +
36 + - + + +
37 - - + + +
38 + + + + +
39 + + + + +
40 - - - - -
41 + + + + +
42 + + + + +
43 + + + + +
44 + + + + +
45 + + + + +
46 + + + + +
47 - - + + +
48 - - + + +
49 + + + + +
50 - + + + +
51 - - - - -
52 + + + + +
53 + + + + +
54 - - - - -

Tablo 10’un devam

Calismadaki 54 hastadan 35’inde antrum iireaz testi, 26’sinda korpus iireaz testi pozitif

bulundu.
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6.3. Giincellestirilmis Sydney Sistemine Gore Histopatolojik Bulgular

Ellidort hastanin histopatolojik antrum ve korpus toplam 108 biyopsi 6rnegi gastrik
aktivite acisindan; yok (grade 0), hafif (grade 1), orta (grade 2), ve siddetli (grade 3) olarak
giincellestirilmis Sydney sistemine gore incelendi. Toplam 108 biyopsi Orneginin 82’si
(%75.9) H. pylori enfeksiyonu olumlu, 26’s1 (%24.1) olumsuz saptandi. Histopatolojik
incelemede H. pylori enfeksiyonu yoniinden 44°#i (%53.7) antrum pozitif ve 38’si (%46.3)
korpus pozitif bulundu. Sonug¢ olarak 54 hastadan 45°i (%83.3) her iki altin standart yonteme
gore H. pylori enfeksiyonu olumlu, kalan dokuz (%16.7) hasta H. pylori enfeksiyonu olumsuz

olarak degerlendirildi (24).

6.4. FISH Bulgular:

Toplam 108 formalin ile tespit edilmis ve parafine gomiilmiis antrum ve korpus
biyopsilerinden hazirlanan histolojik kesitler deparafinize edildi ve FISH yontemi ile
degerlendirildi. Bu biyopsi kesitlerinin 79’u (%73.1) H. pylori enfeksiyonu olumlu, 29’u
(%26.9) olumsuz saptandi. H. pylori enfeksiyonu olumlu saptananlarin 41’inde (%51.9)
antrum ve 38’inde (%48.1) korpus olumlu bulundu. Antrum olumlu kesitlerden 2’sinde H.
pylori olumlulugunun yam sira dikkat ¢ekici olarak H. pylori kokoid formu gozlendi.

Klaritromisin direnci yoniinden, 79 pozitif biyopsi kesitinin 28’1 (%35.4) duyarli, 8’i
(%10.1) direncgli ve 43’ii (%54.4) duyarli/direngli olarak saptandi. 41 antrum pozitif kesitin
17°s1 (%41.5) duyarli, 21’1 (%51.2) duyarli/direncli ve 3’ii (%7.3) direncli bulundu. 38 korpus
pozitif kesitin 11’1 (%28.9) duyarli, 22’si (%57.9) duyarli/direncli ve 5’1 (%13.2) direngli
saptandi (Tablo 11) (Resim 1-5). EK 1’de farkli biyopsi ornekleri floresan mikroskobisi
goriintiileri bulunmaktadir.

54 hastanin 45’1 (%83.3) FISH metodu ile olumlu, 9’u (%16.7) olumsuz bulunmustur. 2
hastada histopatolojik inceleme ile H. pylori olumlu bulunurken, FISH yontemi ile H. pylori
olumsuz saptanmistir. Ayrica 2 hastada FISH ile H. pylori olumlu bulunurken, histopatoloji
ile H. pylori olumsuz bulunmustur. FISH metodunun duyarliligi %95.6, seciciligi %77.8,
olumlu 6ngorii degeri %95.6, olumsuz 6ngorii degeri %77.8 ve tami kesinligi %92.6 olup,

altin standart yontemler ile istatistiksel anlamli fark gézlenmedi (p=1.00,kappa=0.73).
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Tablo 11. H. pylori enfeksiyonunda antrum ve korpus histopatoloji ve FISH sonuclar

Histopatoloji FISH
Hasta No
Antrum Korpus Antrum Korpus

1 + - 1+ Duyarli 1+ Duyarl
2 - - - -
3 + + 1+ Duyarli/Direngli 2+ Duyarli/Direngli
4 + + 1+ Direncli -
5 +++ + 2+ Duyarlt 1+ Duyarh
6 ++ + 1+ Duyarlt 1+ Duyarli/Direncli
7 - - - -
8 + + 2+ Duyarli/Direncli 1+ Duyarli/Direncli
9 - + 2+ Direncli 1+ Direncli
10 +++ + 2+ Duyarli/Direngli 1+ Duyarli/Direngli
11 + ++ 3+ Duyarl 2+ Duyarli
12 - - 1+ Duyarlt -
13 - - 1+ Duyarli/Direncli -
14 +++ + 3+ Duyarli/Direngli -
15 - - - -
16 +++ + 3+ Duyarli/Direngli 2+ Duyarli/Direngli
17 + + 1+ Duyarli 1+ Duyarl
18 + + 2+ Duyarlt 1+ Duyarh
19 ++ + 3+ Duyarli/Direngli 1+ Duyarli/Direncli
20 +++ +++ 3+ Duyarl 3+ Duyarli
21 + - 1+ Duyarli 1+ Duyarli/Direngli
22 +++ ++ 2+ Duyarli/Direngli 3+ Duyarli/Direngli
23 +++ + 3+ Duyarli 2+ Direncli
24 ++ ++ 3+ Duyarli/Direngli 3+ Duyarli/Direngli
25 +++ - 3+ Duyarl 2+ Duyarli/Direncli
26 ++ ++ 2+ Duyarli/Direncli 1+ Duyarli/Direncli
27 + ++ - 2+ Direncli
28 ++ - 3+ Duyarli/Direngli -
29 + + 2+ Duyarli/Direncli 2+ Duyarli/Direngli
30 + + 2+ Duyarli -
31 ++ - 2+ Duyarli/Direncli 1+ Duyarli/Direncli
32 - - - -
33 + - 2+ Duyarlt 1+ Duyarh
34 ++ - 2+ Duyarli 1+ Duyarl
35 ++ + 3+ Direncli 2+ Duyarli/Direngli
36 ++ ++ 2+ Duyarli/Direncli 3+ Duyarli/Direngli
37 + + - -
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38 ++ ++ 2+ Duyarl 2+ Duyarli

39 +++ 4+ 3+ Duyarli 3+ Duyarli

40 - - - -

41 + + - 2+ Direncli

42 +++ +++ 2+ Duyarli/Direngli 2+ Duyarli/Direngli
43 + + 2+ Duyarli/Direngli 1+ Duyarli/Direncli
44 ++ +++ 2+ Duyarli/Direncli 2+ Duyarli/Direngli
45 + +++ 2+ Duyarli/Direncli 3+ Duyarli/Direncli
46 +++ +++ 2+ Duyarli/Direncli 2+ Duyarli/Direngli
47 + + - -

48 + + - 1+ Duyarli/Direncli
49 ++ ++ 2+ Duyarli/Direngli 2+ Duyarli/Direngli
50 + + 1+ Duyarh -

51 - - - -

52 +++ + - 2+ Duyarh

53 ++ +++ 3+ Duyarli/Direncli 3+ Direncli

54 - - - -

Tablo 11’in devam

Resim 1. Pozitif kontrol (klaritromisin duyarli H. pylori ATCC 43504)
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Resim 2. Pozitif kontrol (klaritromisin direngli H. pylori)

68



Resim 3. Antrum kesitinde klaritromisin duyarli H. pylori A. FITC 6zgii tek band filtre ile
(yesil floresan: H. pylori) B. Rhodamin 0zgiil tek band filtre ile (kirmiz1 floresan:
klaritromisin direnci negatif) C. FITC/Rhodamin/DAPI triple band filtre goriintiilenme (yesil
floresan: klaritromisin duyarli H. pylori, mavi floresan: DAPI) (objektif biiyiitme:100x)
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Resim 4. Antrum kesitinde klaritromisin diren¢li H. pylori A. FITC 6zgiil tek band filtre ile
(yesil floresan: H. pylori) B. Rhodamin 6zgiil tek band filtre ile goriintiilenme (kirmizi

floresan: klaritromisin direnci) (Objektif biiyiitme: 100x)
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Resim 5. Antrum kesitinde H. pylori’nin goriintiilenmesi (karisik populasyon) A. FITC 6zgiil
tek band filtre ile (yesil floresan: H. pylori) B. Rhodamin 6zgiil tek band filtre ile (kirmizi
floresan: klaritromisin direnci) C. FITC/Rhodamin/DAPI triple band filtre ile goriintiillenme
(san floresan: klaritromisin direncli H. pylori, yesil floresan: klaritromisin duyarlt H. pylori)

(objektif bityiitme: 100x)
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7. TARTISMA

H. pylori mide veya duodenumda iilser, gastrik kanser ve gastrik lenfomaya neden olan
kronik, persistan enfeksiyon etkenidir (96,152). Ulserin bulunmadig1 dispepsi (noniilser veya
fonksiyonal dispepsi) ve gastrointestinal sistem dis1 hematolojik (idiopatik trombositopenik
purpura); dermatolojik (rozasea); norolojik (migren) ve kardiyovaskiiler (aterom) sistem
hastaliklar1 ile de iligkili oldugu bildirilmektedir (27,31,88,107). H. pylori enfeksiyonu
tanisinda, tanisal testler arasinda tek bir altin standart yontem yoktur; tiim testlerin sinirlilig
nedeniyle dogru tan1 testi se¢iminde bir¢cok faktor gbz dniinde tutulmalidir (91,94).

Temel tam testi en az riskte, ekonomik kosullara uygun, yiiksek dogrulukta sonug
verebilecek yiiksek performansh ve kolay uygulanabilir olmalidir (153).

H. pylori'nin kolonizasyonunun saptanmasinda endoskopi gerektiren invaziv ve
endoskopinin gerekmedigi invaziv olmayan yontemler kullanilir (107).

Avrupa H. pylori Calisma Grubu’nun Maastricht 2-2000 Konsensus Bildirisi’nde;
gastroozofagal reflii hastaligi semptomlar1 baskin olmayan, NSAID kullanimi Oykiisii ve
alarm semptomlar1 bulunmayan 45 yas alti persistan dispepsili erigsken hastanin birinci
basamak tanisinda ‘test ve tedavi’ yaklasimi Onerilmistir. Ac¢iklanamayan kilo kaybi, disfalji,
yineleyen kusma, GIS kanamasi veya anemi, malabsorbsiyon gibi bulgular endoskopik
incelemeyi gerektiren alarm semptomlaridir (86). Bir tarama testi ile H. pylori kolonizasyonu
saptanmis hastanin tedavi edilmesi ve birinci basamak tanida invaziv olmayan yontemlerin
kullanilmasi dnerilmektedir (86,107). Helicobacter pylori enfeksiyonu tanisinda kullanilacak
en iyi yontem, hangi testlerin en giivenilir oldugu konusunda calismalar siirdiiriilmektedir
(154).

Avrupa H. pylori Calisma Grubu’nun Maastricht 3-2005 Konsensus Bildirisi’nde de;
GORD hastaligr olan, NSAID kullanan ve alarm semptomu olan kisilerin tedavi edilmesi
onerilmistir. UBT disindaki non-invaziv testler dnemli olup, kanamali iilser, gastrik atrofi,
MALToma ve yeni PPI ve antibiyotik kullaniminda tam testi olarak seroloji kullanilmalidir.
Ne hasta basi testlerde nede idrar ve tiikriikte H. pylori antikorlarinin saptanmasinin H. pylori
infeksiyonu kontroliinde rolii olmadigi bildirilmistir. ‘Test ve tedavi’ stratejisinde, H. pylori
tamsinda diski testi, UBT ile aym diizeyde kabul edilmektedir. Invaziv testler goz Oniine
alindiginda, tedavi Oncesi ya da noninvaziv testler uygulanmayan hastalarda endoskopi

sonras1 HUT porzitifligi tedaviyi baglatmak icin yeterlidir. Birinci basamak tedavide

72



klaritromisin temelli tedaviyi kullanmadan 6nce klaritromisin duyarlilik testi igin kiiltiiriin
onemi tartismalidir. Iki tedavi basarisizhig ve de cografik bolgede veya populasyonda %15-
20’den daha fazla primer klaritromisin direnci varsa, kiiltiir onerilmekte ve primer antibiyotik
direncinin farkl referans laboratuvarlarinda izlenmesi gerekmektedir (87). Simif I karsinojen
olarak kabul edilen H. pylori enfeksiyonunda tani ve diren¢ son derece Onemlidir. Ayni
zamanda segilen tanisal yontemin uygulamasi kolay, hasta uyumu agisindan ideal ve her yas
grubuna uygulanabilir olmalidir.

Calismamizda, retrospektif olarak gastrik dokudan H. pylori’nin ve es zamanl olarak
rRNA hedefli floresansla isaretlenmis oligoniikleotit problar1 ile klaritromisin direng
genotipinin saptanmasinda FISH teknigi uygulandi. Bu teknik Kkiiltiiriin yapilamadigi
durumlarda en uygun tan1 ve duyarlilik testinin uygulanabilirligini arastirmak amaci ile
invaziv bir test olan FISH’in duyarlilik, secicilik ve olabilirlik oranlar1 alinarak altin standard
kabul edilen invaziv yontemlerden iireaz testi ve histopatolojik inceleme ile karsilastirildi.
Calisma grubu olarak dispeptik yakinmalari nedeniyle 3 yil énce Dokuz Eyliil Universitesi
Tip Fakiiltesi Gastroenteroloji Poliklinigine bagvuran, H. pylori tedavisi almamis ve tiim
diglama kriterlerine gore degerlendirilen, endoskopi endikasyonu konulan eriskin hastalarin
mide biyopsi 6rnekleri retrospektif olarak caligmaya alindi.

Calismamizda 54 hastadan 45’1 (%83.3) H. pylori enfeksiyonu olumlu, dokuzu (%16.7)
olumsuz olarak saptandi. H. pylori enfeksiyonu olumlulugu HUT ve histopatoloji sonuglarinin
her ikisinin olumlulugu, H. pylori enfeksiyonu olumsuzlugu ise HUT ve histopatolojinin
olumsuzlugu ile degerlendirildi. Hizli iireaz testinin yalanci negatifligi ve deneyimli
gastrointestinal patoloji uzmanina gereksinim duyulmasi ve kiiltiiriin ge¢ sonuc vermesi, ayni
zamanda klaritromisinin ¢ocukluk ¢agi boyu ¢ok yaygin kullanimi ve direng gelisiminin kolay
saptanamamasi bazi dezavantajlaridir.

Gelismekte olan iilkelerde niifusun % 80 - 90’1 bu bakteri ile enfektedir ve % 80’1 20
yasina kadar enfekte olmaktadir (57). Tiirkiye’deki epidemiyolojik arastirmalarda da benzer
sonuglar bildirilmistir (50,57,59,65).

FISH formalinle fikse edilmis parafin bloklu doku biyopsi Orneklerinde H. pylori
enfeksiyonu tanisinda ve genotipik klaritromisin direncinin belirlenmesinde kullanilmaktadir
(3,4,7,15,139). Genotipik yontemlerden biri olan PCR tekniginden farkli olarak; FISH metodu
direk formalin fiske doku kesitlerine uygulanabilen, niikleik asit preparasyonu gerektirmeyen,

inhibisyona egilimli olmayan ve doku Ornegi icinde H. pylori'nin yarn Kkantitatif

73



goriintiilenmesini  saglayan bir tekniktir. Ayrica bu teknik PCR temelli sistemlerle
karsilastirildiginda karisik populasyon ve tek bir H. pylori susu dokuda gozlenebilir (4).

Calismamizda, H. pylori 16S rRNA spesifik oligoniikleotid Hpy-1 probu ile, 23S
rRNA’da tanimlanan ii¢ nokta mutasyonlar1 ile olusan klaritromisin direnci ClaR1, ClaR2 ve
ClaR3 problart ile saptandi.

Park ve arkadaslar1 formalinle fikse edilmis parafin bloklu 50 gastrik biyopsi 6rneginde
ISH metodunu uygulamislardir. Standart yontem olarak serolojik test ve histokimyasal
boyalar ile 40’1 H. pylori olumlu, ISH ile 38’1 H. pylori olumlu bulunmustur. H. pylori’yi
saptamak i¢in 5S rRNA ve 16S rRNA icin spesifik problar kullamilmis ve H. pylori’nin 16S
rRNA’ya komplementer probu iyi saptayabildigi ancak 5S rRNA’nin iyi bir hedef olmadig
saptanmistir. ISH duyarliliginin (%95) immunohistokimyadan daha yiiksek (%90) fakat
histokimyadan (%100) daha diisiik oldugu bildirilmistir. rRNA sekanslarin1 kullanan ISH
yonteminin rutin  histokimyasal boyalarla goriilebilen ancak kiiltire edilemeyen
organizmalarin saptanmasinda icin yararl olabilecegi bildirilmistir (1).

H. pylori enfeksiyonunda iiclii tedavide kullanilan temel antibiyotik klaritromisine kars1
direng, kiiltiiri yapilmis H. pylori’ye antimikrobiyal duyarlilik testleri uygulanarak
saptanabilmektedir. Ancak kiltiir cesitli dezavantajlara sahiptir. H. pylori Kkiiltiird,
uygulanabilmesi i¢in uygun laboratuvar olanaklarinin saglanmasini ve invaziv bir yontem
olan endoskopi uygulanmasim gerektirmektedir. Ancak H. pylori ge¢ ve gii¢ iireyen nazh bir
bakteri oldugundan kiiltiir zaman alicidir ve rutin uygulamada her zaman yaygin kullanim
alam1 bulunmamaktadir. Ayrica, H. pylori Kkiiltiriiniin duyarhlifn %100 degildir ve
antimikrobiyal duyarlilik testleri de uygulanamayabilir (155).

Riissmann ve arkadaslar dispeptik hastalardan elde edilen 201 gastrik biyopsi 6rneginde
kiiltir ile FISH teknigini karsilastirmislardir. FISH ile 63 biyopsi orneginde H. pylori
saptanirken, kiiltiirle bunlarin 49’unda H. pylori izole edilmis ve klaritromisin duyarlilig
incelenmistir. 37 biyopsi 6rnegi klaritromisin duyarli, 8’1 makrolid direngli, 4’ii ise duyarli ve
direncli saptanmistir. 14 biyopsi 6rnegi FISH olumlu kiiltiir olumsuz; 4 biyopsi 0rnegi ise
sadece kiiltiir ile olumlu bulunmustur. Bu uyumsuzluk kiiltiiriin laboratuvara gonderilme
sinirhiliklarindan  ve biyopsi materyalindeki H. pylori stabilitesinden kaynaklanabilir.
Genotipik  klaritromisin ~ diren¢  analizinin, fenotipik yoOntemlerden E-test ile

karsilastirildiginda %100 uyumlu oldugu bildirilmistir (3).
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H. pylori’de makrolid diren¢ gelismesi antibiyotik eradikasyon tedavisinin
basarisizliginin en Onemli nedenidir. Makrolidlere direncin mekanizmas1 6zellikle
klaritromisin direnci 23S rRNA’da ii¢ belirgin mutasyona dayanir ve antibiyotigin bakteriyal
ribozoma baglanmasindaki azalmayla sonuglanir (4). Ribozoma baglanan makrolid
aminoasitler arasinda peptit bagi olusumunu engeller ve bu sayede protein sentezini durdurur.
Direng gelisiminde antibiyotigin azalan baglanmasi s6z konusu oldugundan azda olsa bir
protein sentezi gerceklesebildigi bildirilmektedir. Buda bizim sonuglarimizdaki duyarli ve
direncli suslarin varligimi agiklayabilecegi kanisina varilmistir.

Trebesius ve arkadaslar gastrik dokuda Helicobacter pylori ve es zamanli olarak
klaritromisin diren¢ genotipini saptamada rRNA temelli tam hiicre hibridizasyon metodunu
gelistirmislerdir. 27 gastrik biyopsi 6rneginde 17 H. pylori infeksiyonunu histoloji ve FISH ile
saptanmis, bunlarin 5’inde klaritromisin direncli sus bulunmustur. 35 H. pylori izolati ise
ClaR1-3, ClaWT ve Hpy-1 kullanilarak arastinlmistir. 20 izolat E-test ile klaritromisin
direncli, 15 izolat ise duyarli bulunmustur. 6 izolat A2143G, 12 izolat A2144G ve 2 izolatta
A2143C nokta mutasyonu saptanmistir. 35 H. pylori izolatindan fenotipik ve genotipik
klaritromisin direncinin %100 uyumlu oldugu, tiire spesifik prob iceren oligoniikleotid
karisiminda diger Helicobacter tiirleri arasinda c¢apraz hibridizasyon gozlenmedigi
bildirilmistir (4).

Feydt-Schmidt ve arkadaslar1 cocuklarda gastrik biyopsi Orneklerinde klaritromisin
direncini saptamada FISH ve E-test yontemlerini karsilastirmislardir. 66 H. pylori olumsuz
biyopsi Orneklerinin tiimii kiiltiir ve FISH yontemleri ile olumsuz, 83 H. pylori ile enfekte
cocukta, kiiltiir ile 75’inde (%90), E-test ile 71’inde (%86) FISH ile 77 sinde (%93) H. pylori
saptanmistir. 11 ¢ocukta (%13) karisik populasyon gozlenerek uygulanan metotlar arasinda
farklilik bulunmustur. Onceden tedavi edilmeyen 73 cocugun 16’sinda klaritromisin direncli
izolatlar identifiye edilmistir. 83 c¢ocugun 58’inde E-test ve FISH klaritromisin duyarliligi
acisindan uyumlu bulunmus, 53 cocukta klaritromisin duyarli sus 5’inde ise klaritromisin
direncli sus saptanmistir. 3 hastada E-test ve FISH uyumsuzluguyla karisik populasyon varlig
gosterilmistir. Kiiltiir ve FISH yontemlerinin H. pylori enfeksiyonu varligini saptamada %
100 secicilikte oldugunu ve H. pylori ile enfekte hastalarda bakterinin identifikasyonunun
basar1 oraninin kiiltiirle %90, FISH ile %93 oldugunu bildirmislerdir (14).

Riissmann ve arkadaslan ise kiiltiire edilmis H. pylori’de genotipik klaritromisin

direncini saptamak icin FISH yontemini kullanmiglardir. 109 izolatin 75’1 ClaWT probu ile,
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34’1 ise ClaR1, ClaR2 ya da ClaR3 problariyla hibridize olmustur. 12 susta A2143G nokta
mutasyonu, 20 susta A2144G nokta mutasyonu ve 2 susta A2143C nokta mutasyonu
bulunmustur. FISH ile belirlenen 75 klaritromisin duyarli H. pylori izolatinin tiimii fenotipik
testlerden E-test ve disk difiizyon yontemleri kullanilarak makrolid duyarliligi gosterilmistir
(15).

H. pylori’nin basiller ve kokoid formunu saptayabilen FISH metodu, %10 formalin ile
fikse edilmemis direk biyopsi orneklerine, H. pylori kiiltiiriinden izole edilen kolonilere ve
parafin bloklu dokulara da uygulanabilmektedir (4).

Riissmann ve arkadaslar1 100 pediatrik hastanin parafin gomiilii ve sok dondurulmusg
gastrik biyopsi orneklerinde H. pylori’yi saptamak i¢in FISH metodunun duyarhiliginmi ve
spesifikligini retrospektif olarak degerlendirmislerdir. 54 hasta H. pylori olumlu 46 hasta
olumsuz olarak bulunmustur. 46 olumsuz hastanin tiimii FISH metodu ile uyumlu
bulunumustur. H. pylori ile enfekte 54 hastanin, sok dondurulmus biyopsi Orneklerinin
50’sinde (%93.1) ve deparafinize biyopsi ¢rneklerinin 51’inde (%94.7) FISH metodu ile H.
pylori saptanmistir. Her iki FISH uygulamasiyla 37 hastanin klaritromisin duyarh sus ile, 5
hastanin klaritromisin direngli sus ile ve 5’inin de klaritromisin direncli ve duyarl sus ile
enfekte oldugu bulunmustur. H. pylori’nin saptanmasi ve genotipik makrolid duyarliliginin
belirlenmesi i¢cin 4 yil ya da daha onceki deparafinize gastrik biyopsi ¢rneklerinde FISH
yonteminin uygulanmasinin, taze hazirlanmis ve sok dondurulmus biyopsi Orneklerine
uygulanmasi kadar duyarli oldugu bildirilmistir (21).

Can ve arkadaslar 117 dispeptik hastanin formalin fikse, parafin gomiilii antrum biyopsi
orneklerinde H. pylori enfeksiyonunu saptanmak ve klaritromisin direncini belirlemek i¢in
uyguladiklart FISH yontemini kiiltiir ve histopatoloji ile karsilagtirarak degerlendirmislerdir.
Histopatoloji ve FISH ile 70 hasta H. pylori olumlu, 47 hasta H. pylori olumsuz bulunmustur.
70 H. pylori olumlu hastanin 46’s1 kiiltiirle H. pylori olumlu, 24’ii H. pylori olumsuz, 47 H.
pylori olumsuz hastanin 1’1 kiiltiirle H. pylori olumlu saptandig: bildirilmistir. Histopatoloji
altin standard olarak degerlendirildiginde kiiltiir %65.71 ve FISH %100 duyarliiga sahip
oldugu saptanmistir. 11 hastanin klaritromisin direnc¢li H. pylori susu, 35 hastanin
klaritromisin duyarli H. pylori susu i¢erdigi bildirilmistir (156).

Biyopsiye dayali yontemlerden olan hizli iireaz testi, histopatolojik inceleme ve kiiltiir

H. pylori’nin mide mukozasinda yama tarzinda dagilimi nedeniyle diisiik saptama oranina
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sahip yontemlerdir (159). Calismamizda hastalardan hem antrum hem de korpus 6rneklerinin
alinmas1 H. pylori’nin saptanma oranin arttirmak icin 6nerilmektedir (160).

Calismamizda 54 hastanin 45’1 (%83.3) FISH metodu ile olumlu, 9’u (%16.7)
olumsuz bulunmustur. 2 hastada histopatolojik inceleme ile H. pylori olumlu bulunurken,
FISH yontemi ile H. pylori olumsuz saptanmistir. Ayrica 2 hastada FISH ile H. pylori olumlu
bulunurken, histopatoloji ile H. pylori olumsuz bulunmustur. H. pylori’nin yama tarzinda
dagilim1 nedeniyle test sonug¢larindaki bu farkliligin olabilecegi diisiiniildii.

Jiittner ve arkadaglar1 104 formalin fiske dokuda makrolid direncli H. pylori saptamak
icin “SeaFAST H. pylori Combi Kit” kullanarak FISH yoOntemini arastirmiglardir. 104
hastanin tiimii FISH ile olumlu ve 71’1 makrolid direncli olarak saptanmistir. Histopatolojik
olarak gastrit tanis1 almig 53 hastadan elde edilen gastrik biyopsi ¢rnekleri fenotipik direng
testleri ve FISH ile degerlendirilerek timii H. pylori olumlu saptanmis, 36 (%67.9) ornekte
klaritromisin direngli bakteri bildirilmis ve fenotipik direng testleri ile uyumun %92.4 oldugu
gosterilmistir. H. pylori’nin vejetatif formlar1 mavi floresan veren DAPI boyasi ile belirgin
hale getirilmektedir (7).

Morris ve arkadaslar parafin gomiilii biyopsi orneklerinde H. pylori saptanmasi ve
klaritromisine karsi direncin belirlenmesinde seaFAST H. pylori Combi Kit ile FISH
yontemini uygulamiglardir. 68 kiiltiir pozitif 6rnegin 66’s1 (%97) FISH ile H. pylori olumlu,
2’si olumsuz; 35 kiiltiir olumsuz biyopsinin 33’ii (%94.2) FISH ile olumsuz, 2’si olumlu
bulunmustur. Biyopsi 6rneklerinde H. pylori’nin saptanmasi i¢cin FISH’in duyarlilign %97 ve
seciciligi %94 olarak bulunmustur. Agar dilisyonla klaritromisine kars1 direncli 33 6rnegin
32’si FISH ile H. pylori olumlu ve bunlarin 31’1 ayn1 zamanda FISH ile klaritromisin direncli
bildirilmistir. Agar diliisyonla klaritromisine kars1 duyarli 35 6rnegin, 34’ii FISH ile H. pylori
olumlu ve 30’u FISH ile klaritromisin duyarli bulunmustur. Agar diliisyon ile FISH
karsilastirildiginda klaritromisin direncinin saptanmasinda %88 secicilik ve %97 duyarliliga
sahip oldugunu gostermiglerdir. 4 izolat, agar diliisyonla klaritromisin duyarli FISH ile
klaritromisin direngli saptanmistir. Bunlarin 2'si FISH metoduyla direngli ve duyarlt H. pylori
karisik populasyonunu igerdigi bulunmustur. Bir 6rnek agar diliisyon metoduyla H. pylori
direncli (MIC, 8.0 pug/ml) FISH ile duyarh bildirilmistir. Klaritromisin duyarli H. pylori’'nin
genis bir populasyonu icinde varolan az sayida klaritromisin direncli H. pylori’nin
baskilanabilecegini ve fenotipik metotlarla gosterilemedigi i¢cin FISH metodunun daha basarili

oldugunu belirtmislerdir (139).
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H. pylori ile enfekte hastalarda H. pylori’nin farkli suslan bir arada bulunabilmektedir
(157,158). Calismamizda klaritromisin direnci yoniinden, 45 hastanin 14’{iniin (%31.1)
klaritromisin duyarli, 4’iiniin (%8.9) klaritromisin direnc¢li sus icermesinin yanisira 27’sinde
(%57.5) klaritromisin direngli ve duyarh karisik populasyon saptanmistir. Duyarlilik %95.6,
secicilik %77.8, olumlu 6ngdrii degeri %95.6, olumsuz 6ngoril degeri %77.8 ve tan1 kesinligi
%92.6 saptand1 ve altin standart yontemler ile istatistiksel anlamh fark gézlenmedi (p=1.00,
kappa=0.73). Calismamizin duyarliligr literatiirle uyumlu, ancak FISH ve histopatolojik

inceleme sonuglar1 farkli olan 2 hasta nedeniyle seg¢iciligi diisitk bulunmustur.
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8. SONUCLAR VE ONERILER

H. pylori’nin karakteristik 6zelliklerinden dolay1 H. pylori tamisinda tek bir yontem
kullanilamamaktadir. Bu nedenle klinik ve tedaviye uygun yontemler arastirilmalidir.

H. pylori’nin saptanmasinda histopatolojik incelemenin yanisira eradikasyon tedavisi
basarisizliginda FISH yonteminin uygulanmasi Onerilmektedir. Endoskopi endikasyonu
konulan hastalardan alinan korpus ve antrum biyopsi 6rneklerinden hazirlanan bir preparatin
histopatolojik incelemeye alinmasi, bir preparatin ise FISH yontemiyle incelenmesi gerektigi
ve klaritromisin direncinin %20’den yiiksek oldugu ancak kiiltiir ve duyarlhilik testlerinin
yapilamadig1 durumlarda FISH yonteminin uygulanmasinin sagaltim icin yol gosterici olacagi
diisiiniilmistiir.

Formalin ile tespit edilmis parafine gOmiilmiis antrum ve korpus biyopsilerinden
hazirlanan histolojik kesitlerde FISH metodu H. pylori’nin saptanmasi ve es zamanl olarak
genotipik klaritromisin direncinin belirlenmesi i¢in altin standartlara gore oldukg¢a hizli, 3 saat
icerisinde uygulanabilen, kiiltiirden bagimsiz, fiyat agisindan uygun ve giivenilir bir tekniktir.
Arsiv materyalinde incelendiginde yillar sonra bile klaritromisin direnci hakinda bilgi
verebilmektedir. H. pylori’nin basiller formu ve kokoid formunu saptayabilen FISH metodu,
parafin bloklu dokulara uygulanmasinin yami sira taze biyopsi Orneklerine ve H. pylori
kiiltiiriinden izole edilen kolonilere de uygulanabilmektedir. Bu teknik klinik ag¢idan 6nemi
nedeniyle, bakteriyal dansiteyi saptayabilme, eradikasyon tedavisinin yonlendirilmesinde ve
ayrica eradikasyon tedavisine baslanmadan once tedavideki basarisizligin 6nlenmesine olanak

saglayabileceginden dolay1 rutin uygulamalarda da kullanilabilecegi kanisina varildi.
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