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OZET

SAGNAK, N. S. (2007). Istanbul yoresinde saglikli ve klinik belirti gosteren kopeklerde
Helicobacter pylori varliginin Kiiltiir, Polimerase Chain Reaction (PCR) ve Restriction
Fragment Length Polymorphism (RFLP) ile saptanmasi. Istanbul Universitesi Saglik
Bilimleri Enstitiisii, Mikrobiyoloji ABD. Doktora Tezi. Istanbul.

Bu calismada, gastrik klinik belirti gosteren ve gostermeyen kopeklerin digki
orneklerinde H. pylori varligi molekiiler ve bakteriyolojik yontemler kullanilarak
arastirldi. Bu amagla, Istanbul ilinde bulunan sahipli ve sahipsiz toplam 96 kopekten
diski1 Ornekleri toplandi. Diski Orneklerinin Helicobacter cins spesifik primerler
kullanilarak PCR ile incelenmesi sonucunda, 65 (% 67.7) ornekte 375 bp’ lik bantlar
gozlendi. Gastrik klinik belirti gosteren 36 kopekten 27 (% 75)° sinde, gastrik klinik
belirti gostermeyen 60 kopekten 38 (% 63.3)’ inde Helicobacter DNA’ s1 saptandi. 40
sahipli kopekten 15 (% 37.5)’ inde, 56 sahipsiz kopekten 50 (% 89.3)’ sinde 375 bp’lik
bantlar goriildii. Elli erkek kopekten 29 (% 58)’ unun, 46 disi kopekten 36 (% 78.3)°
sinin 375 bp’lik bantlar olusturdugu belirlendi. Bir yas ve altindaki 49 kopegin 38 (%
77.6)" inde ve 1 yas iistii 47 kopegin 27 (% 57.4)° sinde Helicobacter spp DNA’ s1
saptandi. PCR teknigi ile incelenen 96 kopege ait diski Orneklerinden elde edilen
bulgularin istatistiki analizi sonucunda, disi ve erkek kopekler arasindaki fark incelenen
tiim kopeklerde istatiksel olarak 6nemli (p=0.034) bulundu. Aym sekilde sahipli ve
sahipsiz kopekler arasindaki fark (p=0.01) ile, 1 yas ve altindaki ve 1 yas iizeri kdpekler
arasindaki fark da (p=0.035) Onemli bulundu. PCR teknigi ile Helicobacter oldugu
saptanan 65 DNA’ nin Hinfl enzimi ile kesimi sonucunda ise, 12 (% 18,46) DNA
ormeginde H. pylori saptandi. Gastrik klinik belirti gosteren 36 kopegin 5 (% 13.9)
inde, gastrik klinik belirti gdstermeyen 60 kopegin ise 7 (% 11.7)" sinde H. pylori
saptandi. 40 sahipli kopekten 3 (% 7.5)’ tinde, 56 sahipsiz kopekten 9 (% 16.1)’ unda H.
pylori goriildii. 50 erkek kopekten 6 (% 12)’ sinin 46 disi kdpekten 6 (% 13)’ sinda H.
pylori saptand1. 1 yas ve altindaki 49 kopege ait disk1 6rneklerinin 6 (% 12.2)’ sinda, 1
yas iistii 47 kopege ait diski 6rneklerinin 6 (% 12.8)’ sinda H. pylori DNA’ s1 saptandi.
RFLP teknigi ile elde edilen bulgularin istatistiki analizi sonucunda ise; gastrik klinik
belirti gosteren ve gostermeyenler arasindaki fark (p=0.750), disi ve erkek kopekler
arasindaki fark (p=0.877), sahipli ve sahipsiz kopekler arasindaki fark (p=0.439) ile 1
yas ve altindaki ve 1 yas iizeri kopekler arasindaki fark (p=0.938) 6nemsiz bulundu.
PCR sonrast yapilan RFLP sonucunda H. pylori DNA’ s1 saptanan 12 kopegin diski
orneklerinden yapilan bakteriyolojik inceleme sonucunda, Orneklerin hi¢birinden H.
pylori izole edilmedi.

Anahtar Kelimeler: kopek, Helicobacter spp., Helicobacter pylori, diski 6rnegi, PCR,
RFLP, Kiiltiir. Bu calisma Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi
tarafindan T- 563/02122004 no’lu proje olarak desteklemistir.
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ABSTRACT

SAGNAK, N. S. (2007). Detection of Helicobacter pylori in Healthy Dogs and Dogs
with the Clinical Semptoms by Culture, Polimerase Chain Reaction (PCR) and
Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP) in Istanbul District. Istanbul
University, Institute of Health Science, Department of Microbiology. Doctorate Thesis.
Istanbul.

The presence of H. pylori in stool specimens of healthy dogs and dogs with
gastrointestinal symptoms was investigated by using molecular and bacteriological
techniques. For this purpose stool specimens were collected from 96 pet and sheltered
dogs living in Istanbul province. As a result of PCR investigation with Helicobacter
genus specific primers, 375 bp bands were obtained from 65 (67.7 %) of the specimens.
Out of 36 dogs which had gastrointestinal symptoms 27 (75 %) and out of 60 healthy
dogs 38 (63.3 %) were found positive. Fifteen (37.5 %) of 40 pet dogs, and 50 (89.3 %)
of 56 sheltered dogs were found to be Helicobacter positive. From 29 (58 %) of 50 male
dogs and 36 (78.3 %) of 46 females were found positive. When the dogs were classified
by their ages, 38 (77.6 %) of 49 dogs one and less than one year old age and 27 (57.4
%) of 47 older dogs had Helicobacter spp. DNA. In all the examined groups, the rate of
Helicobacter spp. in female dogs were higher than male dogs and the difference was
found statistically significant (p=0,034). The positive results between sheltered dogs
and pet dogs were statistically significant (p=0.01).The percentage of positive samples
were also found to be significantly higher in the dogs that aged one and less compared
with the elders (p=0,035). Although no statistical significance was found between dogs
with gastrointestinal symptoms and healthy dogs, more positive results were obtained
from healthy dogs. As a result of restriction of 65 Helicobacter spp. DNA by HinfI, H.
pylori specific bands (196 bp, 119 bp, 60 bp) were observed from 12 (18.46 %) of DNA
samples. Out of 36, 5 (13.9 %) positive results were obtained from specimens of dogs
with gastrointestinal semptoms and out of 60, 7 (11.7 %) positive were obtained from
healthy dogs. Out of 40 pet dogs 3 (7.5 %) were found H. pylori positive while out of 56
sheltered dogs, 9 (16.1 %) found positive. From 6 (12 %) of 50 male dogs and from 6
(13 %) of 46 females were found to be positive. When the dogs were classified by their
ages, 6 (12.2 %) of 49 one and less than one year of age and 6 (12.8 %) of 47 older aged
dogs were detected positive. Those rates had no statistically importance in any of
classified groups. The H. pylori positive 12 stool specimens were also examined
bacteriologically and no positive result was obtained.

Key words: dog, Helicobacter spp., Helicobacter pylori, stool specimen, PCR, RFLP,
culture. This present work was supported by Research Fund of Istanbul University.
Project No T-563/02122004.



1. GIiRIS VE AMAC

Spiral sekilli bakteriler kopek mide mukozalarinda ilk olarak Rappin ve
arkadaslar1 tarafindan 19. yiizyilin sonlarinda gozlenmistir. Insanlarda Helicobacter
pylori’ nin saptanmasindan ve bu etkenin gastrit, peptik iilser ve gastrik neoplazilerle
olan iliskisi ortaya cikarildiktan sonra hem insanlarda hem de kedi ve kdpeklerde spiral
sekilli bakterilere karsi olan ilgi gittikce artmistir. Evcil hayvanlarin insanlar igin
infeksiyon kaynagi olabilecegi diisiiniilerek arastirmalar oncelikle bu konu iizerine
yogunlastirilmistir. Aym zamanda kedi ve kopeklerde infeksiyonun prevalansi, gastrik
Helicobacterler’ in klinik belirtileri ve insan hastaliklarina hayvan modelleri gelistirmek

icin de arastirmalara baslanmistir.

Helicobacterler ilk olarak Spirillum veya Spirochete, daha sonra Campylobacter
olarak  simiflandirilmislardir.  Karakteristik  morfolojileri, kilifli  flagellalari,
nonfermentatif metabolizmalari, 6zel {ireme gereksinimleri ve 16S rRNA dizileri ile
Campylobacterlerden ayirimlar1 yapilmistir. Helicobacterler Gram- negatif, virgiil, ‘S’
veya sarmal sekilli, flagellali, sporsuz, kapsiilsiiz, mikroaerobik ve aside direncli
olmayan mikroorganizmalar olarak tarif edilmislerdir. Hiicre yerlesimleri ekstraseliiler
olan Helicobacterler’ in tiirleri arasinda morfolojik farkliliklar bulunmustur.
Helicobacter cinsinin 28 tiir icerdigi ve tiirlerin gastrik, intestinal ve hepatik dagilimlar
oldugu gozlenmistir. Kopeklerde gastrik infeksiyonla iligkili Helicobacter tiirleri, H.
felis, H. bizzeroni, H. salomonis, H. heilmannii, Flexispira rappini ve H. bilis, intestinal
kolonizasyon gosteren Helicobacter tiirleri H. fennelliae, H. cinaedi, H. canis ve F.

rappini ve hepatik Helicobacter olarak ise H. canis bildirilmistir.

Gastrik Helicobacter infeksiyonlarinin prevalansimi saptamak amaciyla yapilan
arastirmalar, hem goriiniiste saglikli olan kopeklerde, hem de klinik olarak gastrik
hastalik belirtisi gosteren kopeklerde infeksiyonun yaygin oldugunu ortaya ¢ikarmistir.
Ancak dogal infekte kdpeklerde yukarida adi verilen Helicobacter tiirlerinden herhangi
birinin prevalanst bilinmedigi ciinkii giiniimiizde dahi cogu Helicobacter tiirlerinin
izolasyonunda giicliiklerle karsilasilmakta oldugu bildirilmistir. Kopeklerde miks
infeksiyonlar ¢ok yaygin olmasina karsin insanlarin predominant olarak H. pylori ile
infekte olduklar saptanmistir. H. pylori’ nin insan niifusunun % 50’ sine yakininda

kronik infeksiyon olusturdugu arastirmalarla ortaya konulmusken, kopeklerde gdzlenen



gastrointestinal Helicobacter infeksiyonlarimin klinik belirtileri ve etyolojisi iizerine

yeterli ¢calismalar yapilmamustir.

Sensitivitesi ve spesifitesi yiiksek bir teknik olan PCR ile infeksiyona neden olan
bakterinin varliginin ortaya konulmasi, sonrasinda bakteriye ait virulens faktorlerinin
saptanmasina dayali olarak infeksiyona neden olan tiiriin saptanmasi, hem patogeneze
yonelik sorularin yanitlanmasina hem de hizla tedaviye baglanmasina yardimei olacaktir.

Ayrica inceleme yapilacak 6rnegin kolay elde edilmesi de yarar saglayacaktir.

Bu arastirmada, H. pylori’ nin kopeklerde de insanlardakine benzer infeksiyona
neden olabilecegi diisiiniilerek ve heniiz rutin inceleme 6rnekleri arasina girmeyen diski
orneklerinin Polymerase Chain Reaction (PCR) ile incelenerek Helicobacter DNA’ s1
saptanan Orneklerde Restriction Fragmenth Length Polymorphism (RFLP) ile H. pylori’
de bulunan CagA geninin saptanmasi, H. pylori saptanan diski 6rneklerinden
bakteriyolojik  kiiltiir ~yapilarak molekiiler yontemler ile kiiltiir tekniginin
karsilastirilmas1 amaclanmistir. Bunlarla birlikte kopeklerde H. pylori sikliginin

belirlenmesi hedeflenmistir.



2. GENEL BiLGILER

Helicobacter tiirlerinin, insanlarda ve ¢esitli hayvan tiirlerinde 6zellikle sindirim
sistemine yerleserek, kronik aktif gastrit, peptik iilserler ve mide adenokarsinomuna
neden oldugu saptanmistir (2,4,95).

H. pylori’ nin insan ve hayvan midelerinden izolasyonu Oncesi mide
mukozasinda Spirillum ya da Spiroket (25) benzeri organizmalar gozlenmis, etken ilk
olarak kopek midelerinde 1881 yilinda Rappin tarafindan spiral kivrik ya da heliks
yapida, hareketli mikroorganizma olarak tamimlanmis, Spirillum rappini olarak
adlandinlmistir (68). Daha sonralarn kedi ve kopek midelerindeki spiral organizmalar
icin Spirillum stomachii, Spirochaete regaudi, Spirella canis, Spirella regaudi gibi
isimler de kullanilmistir (97). Bizzozero’ nun 1893 yilinda kopek midesinde spiral bir
mikroorganizma gozlemlemesinden sonra (53), 1906’da Krienitz’ 1 benzer bir
bakteriyi mide kanserli bir insan midesinden izole ettigi bildirilmis, yapilan Gram
boyama sonucunda etken, Gram negatif olarak tanimlanmig, ¢ogunlukla midede ve
ozellikle de fundus bolgesinde kolonize oldugu saptanmistir (66). Salomon ve ark., kedi
ve kopek midelerinde morfolojik yapilar1 farkli ii¢ spiral sekilli bakteri saptamislar,
ayrica bu bakterileri sican midelerinde de goézlemlediklerini bildirmislerdir (45).
Bundan sonra 1900’ lii yillarda kopek ve kedilerde gastrik spiral organizmalar iizerine
bir¢cok calisma yapilmistir. 1939 yilinda makak maymunlarinda ve insanlarda biiyiik,
hafif spiral gastrik bakteriler gozlenmis ancak bu ¢alisma cok uzun yillar boyunca
dikkatlerden ka¢cmistir (66). 1948 yilinda yaymlanmis olan Bergey' s Manual of
Determinative Bacteriology’ nin 6. c1 baskisinda Pseudomonacae ailesi i¢inde Spirillum
cinsinde ii¢ farkli gastrik Spirillum tiirii listelenmistir ancak bir sonraki baskisinda
hicbiri yer almamistir (68). Elektron mikroskobunun kesfinden sonra kopek gastrik
mukozasinda ii¢ farkli morfolojiye sahip spiral yapida bakteri tanimlanmistir (53).

Yukarida ad1 gegen bir¢ok ¢alismaya karsin mide 1982 yilina kadar asitli ortami1
nedeniyle steril kabul edilmistir (109). Ilk olarak 1983’ de Warren ve Marshall gastritli
insan midelerinden izole ettikleri spiral yapidaki mikroorganizmalari, Campylobacter
cinsi icine dahil ederek Campylobacter pyloridis olarak isimlendirmislerdir
(81,82,83,85,121). Marshall ve Goldwin (45), 1987 yilinda insan gastrik biyopsi

orneklerinden izole ettikleri mikroorganizmalar1t Campylobacter pylori olarak



adlandirmiglardir. 1989 yilinda Goodwin ve ark., bu mikroorganizmay1 Campylobacter
genusundan tamamen ayirmis; helikal yapisi ve siklikla midenin pilor bolgesinden izole
edildigi icin Helicobacter pylori adin1 vermislerdir (46).

Aym yil insan gastrik mukozalarinda daha 6nce evcil kopeklerde gozlenen H.
pylori diginda kiiltiire edilemeyen biiyiik, helikal yapida bakteriler bulunmusg, bu
organizmalar baslangigta “Gastrospirillum hominis” olarak adlandirilmiglardir (86).
Daha sonralar1 yapilan 16S rRNA dizi analizleri bu organizmalarin H. heilmannii”
olarak adlandirilmasina neden olmustur (45,59,96,97,114). Kedi ve kopeklerde biiyiik,
helikal yapida bakteriler ilk olarak 1988 yilinda Avustralya’ da gozlenmis ancak izole
edilememistir (71). Paster ve ark.(100), 1991 yilinda yapmis olduklari 16S rRNA dizi
analizleriyle bu bakterileri izole etmis ve Helicobacter cinsi icinde H. felis olarak
adlandirmiglardir. Gastrik kanser ve H. pylori infeksiyonu arasindaki iliski ilk kez 1991
yilinda dort calisma ile gosterilmistir (7,8,29,41). Diinya Saglik Orgiitii (WHO)’ niin bir
kolu olan Uluslararas1 Kanser Arastirma Enstitiisii (IARC), verileri yeniden godzden
gecirmis ve H. pylori insanlarda kanserojen olarak kabul edilmistir (3,93). H. pylori
infeksiyonunun gastrik Non Hodgkin Lenfoma (NHL), diger lenfoproliferatif hastaliklar
ve Mukozal Lenfoid Doku (MALT) lenfoma gelismesiyle de iligkisi bulunmustur (99).
Insanlarda H. pylori varligimn saptanmasindan sonra hayvan gastrik mukozalarinda
gozlenen spiral organizmalar {izerindeki ilgi artmistir. Yapilan aragtirmalar dort spesifik
noktada yogunlagsmistir. Bunlar kedi ve kopeklerde infeksiyonun prevalansi, insanlarda
gozlenen zoonotik Helicobacter’ lerin kaynagi olabilecek bu evcil hayvanlarin
arastirilmasi, kedi ve kopeklerde gozlenen gastrik Helicobacter’ lerin klinik belirtileri ve
insan hastaliklaria hayvan modelleri gelistirmek olarak tanimlanmistir (42,56,86).

Helicobacter cinsinin 28 tiir icerdigi ve bu tiirlerin gastrik, intestinal ve hepatik
dagilimlar oldugu bildirilmistir (24). Hayvanlarda en sik goriilen Helicobacter tiiriiniin
H. heilmannii, insanlarda ise H. pylori oldugu saptanmistir (59,96,119,123). Tablo 2.1’
de en sik gozlenen Helicobacter tiirlerine ait konak ve orijin dagilimlar1 gosterilmistir

(66).



Tablo 2.1: En sik gozlenen Helicobacter tiirleri ve izole edilen konaklara gore dagilim

Helicobacter Tiirleri Esas Konak Orijin
H. pylori Insan Gastrik
H. mustelae Yaban Gelincigi Gastrik
H. nemestrinne Makak maymunu Gastrik
H. acinonychis Kedi, kopek Gastrik
H. bizzozeronii Kopek Gastrik
H. salomonis Kopek Gastrik
H. heilmannii Insan, kedi, kopek, domuz Gastrik
H. cinaedi Insan, hamster Intestinal
H. fenneliae Insan, hamster Intestinal
H. muridarum Tavsan, fare Intestinal
H . canis Kopek Intestinal
H. pullorum Kanatlilar Intestinal
H. pametensis Deniz kirlangict Intestinal
H. hepaticus Fare Intestinal
H. bilis Fare Intestinal
H. cholecytus Hamster Intestinal
H. trogontum Tavsan Intestinal
H. rodentium Fare Intestinal

H. pylori, Gram negatif, 0.5-1 pm genisliginde 2,5-4 um uzunlugunda, spiral
veya kivrimli, hareketli bir bakteri olarak tanimlanmistir (68). Campylobacter’ lerin
tersine Helicobacter’ lerin flagellasimin = kilifli  oldugu ve wu¢ kisimlarinda
Campylobacter’ lerde goriilmeyen terminal yapilara ve disklere sahip oldugu
saptanmistir. Bu yapinin, bakterinin gastrik mukus gibi viskoz ortamlarda tirbison tarzi
hareketi icin gerekli oldugu belirtilmistir (2,45,68,123). H. pylori’ nin Campylobacter
genusundan farkli olan diger ozelliklerinin ise; kilifli polar demetler halinde 4-6
flagellasinin bulunmasi, aksial flamentinin olmamasi, optimal hareketini viskéz bir
ortamda gostermesi, hiicre duvarinin diizgiin olmasi, iireaz ve katalaz iiretmesi oldugu
belirlenmistir (84). H. pylori’ nin yasamasi icin gerekli olan enerjiyi aminoasit ve yag
metabolizmasindan sagladig diisiiniilmiistiir (29). Dis yiiziinde kalin bir glikokaliks
tabakasinin bulundugu, hiicre duvarinin 12-15 nm c¢apinda alt iinitelerden olustugu
bildirilmistir (45).

Helicobacterler sivi ve kati besiyerlerinde gii¢ iiredikleri icin, izolasyonda
selektif besiyerlerinin kullanilmasi dnerilmektedir. Izolasyon amaciyla % 5-10 koyun ya
da at kan1 katkil1 Brain Heart Infusion (BHI) agar, Triptic Soy agar, Colombia agar ya
da Brucella agar kullanmilmaktadir (51). Bu besiyerlerine diger bakterilerin ve

mantarlarin iiremesini onlemek i¢in de trimethoprim, vancomycin, polymyxin B ve



amphotericin B antibiyotiklerinin katilmas1 gerekliligi vurgulanmistir. H. pylori‘ nin
zenginlestirilmis besi yerlerinde, % 5 O, %7 CO,, % 8 H, ve % 80 N, iceren
mikroaerobik ortamda, 37°C de, optimal iireme gosterdikleri saptanmistir (2,68). Etken
ilk izolasyonda 5-7 giin, subkiiltiirlerde ise 3-5 giinliik inkubasyon siiresinden sonra, 1-2
mm c¢apinda seffaf, konveks, diizgiin kenarl1 S-tip koloniler olusturur (72). H. pylori’
nin identifikasyonu biyokimyasal o©zelliklerine gore yapilmaktadir (29,45). Bu
mikroorganizmalar genellikle hareket, oksidaz, katalaz ve iireaz pozitif, hippurat ve
nitrit reaksiyonlar1 negatiftir. Reaktif 0zellige sahip olmamalar1 nedeniyle
identifikasyonlarinda  karbonhidrat  fermentasyon testleri  kullamilmamaktadir.
Identifikasyonlar1 igin, indoksil asetat testi, alkalin fosfataz testi, nalidiksik asit ve
sefalotin duyarlilik testleri de yapilmaktadir (123).

H. pylori’ nin tiim genom dizi analizi Tomb ve ark. tarafindan 1997 yilinda
aciklanmistir (118). Arastiricilar H. pylori’ nin 26695 no’lu susunun G+C oran1 % 39
mol olan, 1,667,867 baz c¢iftine sahip tek bir sirkiiler yapida kromozom icerdigini ve
toplam gen sayisinin 1590 olup her birinin ortalama 1091 baz ¢ifti tasidigini belirtmis,
ayrica H. pylori susunun hareket, Fe™" iyonlarin1 yakalama ve gelismis bir DNA
restriksiyon enzim sistemine sahip oldugunu bildirmislerdir. Konu ile ilgili yapilan
diger calismalar, patojen H. pylori suslarinin biiyiikliigiiniin 1,681,73 mb arasinda
degisen ve G+C oram1 % 34,1-37,5 mol (ortalama % 35,2) olan bir genoma sahip
olduklarini gostermistir. 16S, 23S ve 5S ribozomal RNA (rRNA) genlerinin, DNA
replikasyonunda gorev alan GyrA, homolog DNA rekombinasyonundan sorumlu RecA
ve hiicre canliligl i¢in 6nemli FtsH genlerinin H. pylori i¢in 6nemli genler oldugu
belirlenmistir (47,79). Bir¢cok gen bolgesinin virulensle iliskili oldugu diisiiniilmektedir.
Bunlar arasinda dis membran proteinleri ve lipopolisakkarit molekiillerini kodlayan
genler, vakuolizasyon sitotoksin geni (VacA), sitotoksin ile iligkili gen (CagA), adhesin
geni (H.pyloriaA), flagellin genleri (FlaA ve FlaB) ve iireaz gen kiimesinin (yapisal alt
birimleri kodlayan UreA ve UreB geni, fonksiyonu bilinmeyen UreC ve UreD genleri
ile tireaz aktivitesi i¢in gerekli olan UreE, UreF, UreG, UreH ve Urel genleri)
bulundugu belirlenmistir (16,26,95). H. pylori suslarinin yaklasik % 50’ sinin
biiyiikliikleri 1,5-40 kb arasinda degisen plazmid icerdigi, ancak bu plazmidlerin
herhangi bir virulens faktorii tasiyip tasimadiklarinin heniiz belirlenmedigi bildirilmistir
(20). Bu plazmidlerin pasajlarla kaybolabildikleri saptanmistir (22). Yapilan

caligmalarda, antibiyotiklere direngli suslarin plazmid profillerinin diger suslardan farkl



olmadigt saptanmistir (5,6,13). H. pylori’ de antibiyotik diren¢ genlerinin
kromozomlarda lokalize oldugu bulunmustur (68). Gen haritasinda coklu genlerin
degisken lokalizasyonlar1 H. pylori genomunda etkin bir yeniden diizenlemenin gerekli
oldugunu gostermistir (38,47,79).

Insanlarda gozlenen H. pylori infeksiyonlarinin yaklasik % 60 mda saptanmus
87 Dalton Angstron (DA) agirliginda bir protein olan vakuolizasyon yapan sitotoksin
(VagA), elektron mikroskobi ile invivo olarak goriilebilmis, invitro sekli ise hiicre
kiiltiirlerinin inkubasyonu ile gosterilebilmistir (38). 128 kDA agirlifinda saptanmis
diger proteine ise gene bagh sifotoksinA (CagA) denilmistir. CagA proteini tasiyan
suslarin daha viriilent oldugu saptanmistir. (101,125). Gelecekte H. pylori genotiplerinin
bilinmesinin farkli hastalik gruplarinda risk altinda bulunan kisilerin saptanmasina
olanak saglayacagi belirtilmistir (17,91). Elektron mikroskobisi ile yapilan ¢alismalarda
bakterinin hiicreler arasi alana penetre olabildigi gézlenmistir (37,111,120).

H. pylori 6zellikle insanlarda infeksiyona neden olan bir patojendir, bilinen diger
dogal rezervuarlart ise primatlardir. Ayrica etkenin dogal mekanizmasinin anlagiimasi
ve hastaliga kars1 tedavi gelistirilmesi amaciyla hayvan modelleri iizerinde ¢ok sayida
calismalar yapilmistir (2,7,8,26,39,54). H. pylori’ nin dogal kaynagi heniiz
bulunamamistir. Veteriner Hekim ve mezbaha iscilerinde prevalansin yiiksek olmasi
nedeniyle Oncelikle zoonotik bir rezervuar olabilecegi diisiiniilmiistiir. Ancak evcil
hayvan besleyenlerde prevalans diisiik saptanmistir. Bazi hayvanlarda H. pylori’ den
farkli Helicobacter tiirleri saptanmis olmasina karsin (96,113,114), H. pylori i¢in dogal
hayvan rezervuar heniiz ortaya konulamamustir (36). infeksiyonun ¢ocukluk ¢aglarinda
olustugu ve uzun yillar devam ettigi saptanmistir (46). Giliniimiizde H. pylori’ ye bagh
gelisen infeksiyonun insanlarda en hizli yayilan infeksiyon oldugu belirtilmis, etkenin
diinya capinda bir yayilimla, diinya niifusunun neredeyse yarisini infekte etmekte olan
bir patojen olduguna dikkat cekilmistir (28,32). Infeksiyonun insidensi gelismekte olan
iilkelerde % 70-90, gelismis iilkelerde ise % 40-50 civarinda saptanmistir (20,48,108).

Helicobacter benzeri bakteriler caligmalar sirasinda inceleme yapilan kopek
midelerinde siklikla gozlenmis ancak bu mikroorganizmalarla gastrik patoloji
arasindaki iliski net olarak adlandirilamamis, bu nedenle de izole edilen farkl: tiirdeki
Helicobacter’ lerin dogal yolla infekte olmus kopeklerdeki spesifik prevalanslart da
saptanamamugstir (31,44). Yetiskin saglikli kedi ve kopeklerin gastrik mukozalarinda H.

felis, H. bizzozeronii ve H. salomonis basta olmak iizere spiral Helicobacter’ leri



tasidiklann  (52,55,71,72,73,75), ancak kopeklerde miks infeksiyonlar oldukca sik
gozlendiginden Helicobacter tiirlerinden hangisinin daha patojen oldugu acgikliga
kavugsmamistir (53,55,66). Kopeklerin insan H. pylori etkeni ile infekte olup
olamayacagi ilk olarak deneysel infeksiyon modeli ile arastirilmistir (103,107 ). Strauss-
Ayali ve ark. 1999 yilinda (116) yaptiklar ¢alismada elde ettikleri antijenik iiriinlerin H.
pylori antijenleri ile homologluk gosterdigini belirtmislerdir. Ardindan Buczolits ve ark.
(10) tarafindan yapilan calismada, kopeklerden alinan gastrik biyopsi Orneklerinden
yapilan PCR sonucu elde edilen iiriinlerin restriksiyon enzim analizleri ve DNA dizi
analizleri sonucu kopeklerde H. pylori saptandig bildirilmistir.

Bakterinin patojenik ozellikleri, konak¢ida yerlesmesini saglayan kolonizasyon
faktorleri, kolonizasyonun devamimi ve bakterinin yasamini saglayan siireklilik
faktorleri ve gastrik mukozada hasara yol acan hastalik olusturucu faktorler olarak
smiflandinlmistir (7,22). Etkenin spiral sekli ve flagellas1 ile mukusta hareketini,
spesifik fosfolipidlere baglanma yetenegi ile mide epiteline kolonizasyonunu sagladig
bildirilmistir (110). Ureaz enzimi ile midede yasam kosullarin1 uygun hale getirirken,
katalaz enzimi sayesinde mide mukozasinda ve fagosit vakuoliindeki H,O,” den
korundugu saptanmistir (63). Fosfolipaz ve proteaz salgilamasi ile mukus ve epitel
hiicre metabolizmasin1 bozarak, vakuolize eden sitotoksinleri ile de epitel hiicre
hasarina yol agtig1 ve liilmene madde gecisini kolaylastirdigi belirlenmistir (32,38). H.
pylori’ nin, midenin yanisira, 6zefagus, duodenum, meckel divertikiilii gibi metaplazik
yerlesimli mide epiteli bulunan herhangi bir yerde ve mukus tabakasinin altinda mide
epiteline bitisik konumda yerlesebildigi saptanmistir. Boylece notrale yakin bir ortamda
yasayarak bakterisidal nitelikte olan mide sivisindan korunduklar1 belirtilmistir
(32,54,111). Yine hiicre dis1 siiperoksit dismutaz ve katalazin nétrofillerin fagositoz
etkilerine karst mikroorganizmanin canlilifint  siirdiirmesine  yardim  ettigi
diisiiniilmiistiir (38,93). Esherichia coli’ ye benzeyen piluslar ve adezyon proteinleri ile
epitel hiicre zarina yapisabildigi ve bu yolla hiicre ayrismasina yol agan mekanik
etkisinin oldugu saptanmistir. Son yillarda mekanik etkiler ve salgilanan toksinlerden
cok, infeksiyon sirasinda ortaya ¢ikan yangi ve yangi mediatorlerinin hiicresel hasara
neden oldugu goriisii agirhk kazanmistir (40,93). H. pylori’ nin insanlarda farkli
fenotiplere sahip cesitli alt gruplarn tamimlanmistir. Suslar, aym patojenik ozellikleri

tasimamaktadir. Suslar arasindaki patojenik ozellikler ve konakgiya ait immunolojik



faktorler tasiyicilik ile hastalik arasindaki klinik sonucu belirlemekte kullanilmistir
(22,43,54,63,77).

H. pylori insanlarda gastrite, gastrik ve duodenal iilsere neden olan en 6nemli
etken olarak bildirilmis ve IARC tarafindan birinci smif Kkanser etkeni olarak
tanimlanmistir (3,93). Fiberoptik gastroskopi teknolojisinin gelismesi, bu yontemin
gastrit ve peptik iilserli hastalara kolaylikla uygulanabilmesi, giiniimiizde H. pylori’ nin
bu hastaliklarin etiyolojisinde % 30-50 oraninda rol oynadigimi gostermistir. Peptik
iilser etiyolojisinde genetik yatkinlik, cevresel ve stres faktorleri, asit sekresyonu,
mukozal diren¢ bozuklugu gibi zemin hazirlayici faktorlerin yani1 sira mide
mukozasinda H. pylori’nin varligi da onemli bir faktdr olarak sayilmistir. Ancak,
hastalar kadar asemptomatik bireylerin kanlarinda da anti-H. pylori antikorlarinin
bulunmasi, bu mikroorganizmanin varliginda her zaman peptik iilserin de
bulunabilecegi diisiincesine uymamistir (1,2). H. pylori’ nin iist gastrointestinal sistemle
ilgili pek cok patolojiden sorumlu tutulmasinin yaninda, demir eksikligi anemisi,
migren, koroner kalp ve damar hastaliklariyla da iliskisi oldugu yolunda ¢aligmalar
yogunluk kazanmistir (13, 14, 20,75). Kopeklerde klinik belirtilerin Helicobacter tiir ve
suslarinin  patojenitesi, konak¢r ve c¢evre faktorlerine baghh olarak sekillendigi
bildirilmistir (63,66). Etken oral-oral ya da fekal-oral yolla bulagsmaktadir (37,76,120).
Insanlarda H. pylori infeksiyonuna bagh sekillenen akut ya da kronik kusma, diare,
konstipasyon gibi gastrik klinik belirtilerinin kopeklerde de sekillendigi belirlenmistir
(53,70).

H. pylori infeksiyonunun gastroduodenal hastaliklar ile bazi baska hastaliklarda
gbdz Oniine alinmasi gereken temel konulardan biri oldugunun anlasilmasi, basit ve
dogru tan1 testlerine duyulan gereksinimi arttirmistir. Tani i¢in kullanilan testler invaziv
ve non-invaziv testler olarak iki grupta toplanmigstir. (65).

Invaziv testler, endoskopik olarak elde edilen biyopsi drneginin bakteriyoloji,
ireaz testi, histolojik testler ve molekiiler teknikler ile incelenmesine dayalidir (2,68).

Bakteriyolojik kiiltiir tanida “altin standard” olarak kabul edilmektedir. Kiiltiiriin
sensitivitesinin % 70-95, spesifitesinin % 100 oldugu bildirilmistir (51,89). Ancak
kopek ve kedilerde gastrik Helicobacter’ lerin Kkiiltiiriiniin giic ve yorucu oldugu
vurgulanmistir. Ayrica doku orneginde bakteri sayisinin az oldugu durumlarda iireme

olmayabildigine dikkat ¢ekilmistir (72).
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Bakterinin iireaz aktivitesini ortaya koymak amaciyla gelistirilen iireaz testi,
doku 6rneginin, icinde pH’ y1 gosteren bir belirte¢ bulunan kati veya siv1 bir besiyerine
konulmasi, iireaz enzimi ile tireden amonyak olusumu ve ¢evredeki hidrojen iyonlarinin
varhigr ile NH4" e doniiserek ortamin pH’ sin1 yiikseltmesi esasina dayandirilmistir.
Testin sensitivitesi % 90-98, spesifitesi % 97-100 olarak bildirilmistir (9,18,87,90).
Doku oOrneginde bakteri sayisinin azligina bagli olarak yalanci negatif sonuglar
alabilecegine dikkat cekilmis, ayrica antibiyotik ve anti asitlerin kullaniminin {iire
testlerinin sonuglarini etkiledigi ortaya konulmustur (87,104). Ureaz testleri genellikle
hizli incelemeler arasinda siniflandirilmasina karsin, sonuglarin erken okunmasi
durumunda duyarliliginin zayif oldugu gézlenmistir. Agar esash iireaz testlerinin tersine
strip esasli iireaz testlerinin daha duyarl oldugu bildirilmistir (2,87).

Histolojik inceleme, antrumdan alinan iki ya da daha fazla sayida biyopsi
orneginin Hemotoxilen-Eozin boyasi ile incelenmesine dayanan bir uygulamadir. Ancak
intestinal metaplazi ya da atrofi gibi tamy1 zorlastirici bir takim patolojik faktorlerin
varliginda Genta, Giemsa ve Warthin-Stany gibi 6zel boya teknikleri ile taniy1
kesinlestirmek gerektigi bildirilmistir (97). H. pylori’ nin, mide mukozasinda yaygin
olarak yerlesmesine karsin hazirlanan preparatlarda homojen bir dagilim gostermedigi
saptanmis, bu nedenle endoskopik biopsi Orneklerinin alindigi alanin ayrica 6neme
sahip olduguna dikkat cekilmistir (59). Son doénemde yapilan bazi c¢alismalarda
biopsilerin korpus ve antrumun ortalart ile bu iki alanin kiiciik ve biiyiik kurvatura yakin
boliimlerinden alinmasi gerekliligi tizerinde durulmustur (9). Bu yontemin sensitivitesi
ve spesifitesi % 98 bulunmustur (2,18,57,104,122).

Kopeklerde H. pylori’ nin saptanmasina yonelik molekiiler tiplendirme amaciyla
kullanilan teknikler arasinda yer alan PCR-RFLP, tekrarli uygulamalar sonrasinda elde
edilen sonuglardaki basarist nedeni ile belki de en yararlilarindan biri olarak
gosterilmistir (9,34,117). Bu teknigin kopeklerde gen dizi analizlerinin yetersizliginin
yamsira, H. pylori’ nin tiir spesifik primerlerinin ve amplifikasyonun olmayist nedeniyle
etkenin saptanabilmesi icin kullanilabilecek en giivenilir yontem oldugu belirtilmistir
(112,117). RFLP sonrasi olusan baz araliklarinin gézlenmesi amaciyla ¢ogunlukla dikey
elektroforetik  seperasyon tekniginden yararlanilmasina karsin (35), DNA
fragmanlarinin seperasyonu amaciyla yatay elektroforez sisteminin kullaniminin daha
kullanigh oldugu bildirilmistir (10,27). PCR’1n sensitivitesi ve spesifitesinin % 95’ in

tizerinde oldugu saptanmustir (14).
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Non-invaziv testler, H. pylori’ ye ait kanda bulunan antikorlarin arastirilmasi ya
da heniiz pratige girmemis diski 6rneklerinden etkenin incelenmesine yonelik olarak
gelistirilmistir (58).

Insanlarda H. pylori infeksiyonunun serolojik tanisina yonelik olarak
komplement fikzasyon, agliitinasyon, pasif hemaglutinasyon, indirekt immunflouresans,
enzim immunoassay (EIA), ve immunblot teknikleri kullanilmaktadir. (122).
Kopeklerde ise serolojik testler heniiz rutin kullanima girmemesine karsin infeksiyonun
indirekt tanis1 amaciyla ELISA testinin kullanilabilecegi saptanmistir (66). Ancak
kopek midelerinde 5 farkli gastrik Helicobacter tiirii gbzlemlenebilmesi ve kopeklerde
cogunlukla miks infeksiyonlarin sekillenmesi nedeniyle saglikli bir serolojik
degerlendirmenin yapilabilmesinin zor oldugu bildirilmistir (53).

Son yillarda biyopsi 6rnegine gore daha kolay elde edilmesi, testlerin daha hizl
sonug¢ vermesi ve ucuz olmasi nedeniyle H. pylori infeksiyonunun tanisinda digki 6rnegi
kullanilmaya baglanmigstir (34,62,80). Disk1 6rneklerinin taze veya dondurulmus olarak
kullanilabilecegi, orneklerin taginmast ve saklanmasi amaciyla 6zel bir ortama gerek
olmadigi saptanmistir (62). Alinan 6rnegin hemen incelenemeyecegi durumlarda, 2-8°C
de 3 giin ya da -20°C ya da -80°C de calisilincaya kadar saklanabilecegi, orneklerin en
fazla iki kez dondurulup ¢oziilebilecegi bildirilmistir (2,67).

Diskida H. pylori antijenlerinin ELISA yontemiyle aranmasi esasina dayali tani
yonteminin, pahali cihazlar ve uzman bir ekip gerektirmediginden laboratuvarda
kolayca uygulanabilecegi ve semptomatik hastalarda H. pylori infeksiyonunun tanisi ve
tedavi sonrast yamitin izlenmesi amaciyla kullanmilabilecegi saptanmistir (88,89,119).
Ancak tani kitleri veteriner hastalarinin kullanimina adapte edilmemistir (66).

Insanlarda diskidan H. pylori DNA’ sini saptayan PCR  yonteminin
sensitivitesinini ve spesifitesinin yiiksek oldugu bildirilmistir (67). Digki 6rneklerinin
PCR inhibitorleri icermesi nedeniyle, inhibitorlerin yok edilebilmesi icin cesitli PCR
teknikleri gelistirilmistir. Bu tekniklerin eradikasyon tedavisinin bitiminden 4 hafta
sonra kullanildiginda yalanci pozitif sonucglar elde edildigi, bu siire uzatildiginda ise
testin spesifitesinin arttig1 ¢alismalarla gosterilmistir (92).

Digskinin yiiksek oranda safra asitleri icermesi, aym1 zamanda anaerob ve
fakiiltatif anaerob bakterilerden olusan zengin bir normal floraya sahip- olmasi ve H.
pylori’ nin safraya duyarli bir bakteri olmasi nedeniyle diskidan H. pylori

izolasyonunun olduk¢a zor oldugu bildirilmistir (67).
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H. pylori’ nin neden oldugu infeksiyonun tedavisinde penisilin, ampisilin,
amoksisilin, eritromisin, gentamisin, sefalosporinler, tetrasiklin, klaritromisin,
florokinolonlar, imipenem ve metronidazol’ un etkili oldugu saptanmistir
(21,69,74,108). Kopek ve kedilerin tedavilerine yonelik c¢alismalar sonucunda,
insanlarda infeksiyonun tedavisi amaciyla kullanilan iki antibiyotik ve bir Hj reseptor
antagonistinden olugan {i¢lii kombinasyonun kullanimi 6nerilmis, bu amagla amoksisilin
(20 mg/kg BID), klaritromisin (30 mg/kg BID) ve famotidin (0.5 mg/kg BID) ya da
omeprazol (0.7 mg/kg SID) veya amoksisilin (20 mg/kg BID), metronidazol (15-30
mg/kg PO, BID) ve famotidin (0.5 mg/kg BID) ya da omeprazol (0.7 mg/kg SID) ii¢lii
kombinasyonunun 2-4 hafta siireyle kullanilabilecegi belirtilmistir (15,23,74,102).

Insanlarda H. pylori eradikasyonu i¢in gelecekte iizerinde en ¢ok durulacak konu
olan agimmin hayvan deneylerinin tamamlanmak iizere oldugu, cok yakin zamanda
kullanima sunulacag bildirilmistir (2,60,115). Koruyucu antijenler olarak HspA, VacA’
nin ag1 iiretimi i¢in kullanilmasi hedeflenmistir (49,50,109). Fare calismalari, iireaz ya
da iki alt biriminden (UreA ve UreB) birisi ile birlikte uygun bir mukozal adjuvant
kullanilarak  yapilan asilamanin H. pylori infeksiyonuna karst korunma
saglayabilecegini gOstermistir (26,60). Bu korumanin, hem enzimin dogal bi¢imde
verildigi, hem de katalitik yolla inaktive edilen rekombinant biciminde verildigi
durumlar icin gecerli olacag bildirilmistir (39,115). Ureaz preparatlarinin giivenlilik ve
etkinliliginin denenmesinde hayvan modelleri olarak tavsan, kedi ve maymunlarin
yararli olduklar1 gozlenmistir (49,50). Farelerde asilamadan sonra gelisen gastritin
zamanla iyilesip iyilesmediginin heniiz bilinmedigi bildirilmis, terapotik asilama
calismalarinda, UreB asilamasiyla iligkili gastrit belirtisi ya da belirgin yan etki
gdzlenmemistir (26). Hayvanlarda olusan infeksiyonun koruma ve kontroliine yonelik

yapilmis bir ¢alismanin bulunmadig: belirtilmistir (65).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. GEREC

3.1.1. Ornekler
Istanbul yoresinde barinan 40’ 1 sahipli, 56’ s1 sahipsiz toplam 96 kopekten
Ocak- Nisan 2007 tarihleri arasinda disk1 6rnekleri toplandi. Ornek sayis1 infeksiyonun
yurdumuzdaki prevalansinin heniiz saptanmamis olmasi nedeni ile % 95 giiven diizeyi

ve % 10 absolut kesinlige gore belirlendi.

Diski ornekleri ¢ift kat saklama posetleri icerisine alindiktan sonra soguk zincir
altinda Istanbul Universitesi Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali
laboratuvarina getirildi. PCR ve gerektiginde izolasyonda kullanilincaya kadar -20° C’

de sakland:.

Omek alan kopeklerin yas, cinsiyet, ik ve klinik bilgileri kaydedildi. 96
kopekten 36° s1 gastrik klinik belirti gostermekteydi. Kopeklerin 49’ u 1 yas ve alt1, 47’
si 1 yasin tizerindeydi. 46’ s1 disi, 50’ si erkek kopeklerdi (Tablo 3-1)



Tablo 3.1 Ornek alinan kopeklerin yas, cinsiyet, irk ve klinik bilgileri
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No Ornek alman Yas Cinsiyet Irk Klinik belirti
kaynak

1 Sahipli 3 aylik Disi Golden Retriever Diare
2 Sahipli 1 yas Disi Golden Retriever Diare
3 Sahipli 3 aylik Disi German Shepherds Diare
4 Sahipli 2 yas Erkek Melez Diare
5 Sahipli 2 yas Erkek Melez Diare
6 Sahipli 2 yas Erkek Rottweiler Diare
7 Sahipli 2 yas Disi Husky Diare
8 Sahipli 5 ayhik Erkek Kavaye Yok
9 Sahipli 3 ayhik Disi Amerikan Cocker Yok
10 Sahipli 3 aylik Disi Amerikan Cocker Yok
11 Sahipli 2 yas Erkek Samoyed Yok
12 Sahipli 5 aylik Erkek Amerikan Cocker Yok
13 Sahipli 2 yas Erkek Pug Yok
14 Sahipli 2 yas Disi Beagle Yok
15 Sahipli 2 yas Erkek Golden Retriever Diare
16 Sahipli 10 yas Erkek Terrier Konstipasyon
17 Sahipli 12 yas Disi Pekingese Yok
18 Sahipli 2 yas Disi Terrier Yok
19 Sahipli 2 yas Erkek German Shepherds Yok
20 Sahipli 11 yas Erkek Cocker Yok
21 Sahipli 1 yas Erkek Terrier Yok
22 Sahipli 1 yas Erkek Cocker Yok
23 Sahipli 2 yas Erkek Chihuahua Yok
24 Sahipli 3 yas Disi Terrier Yok
25 Sahipli 7 yas Erkek Terrier Yok
26 Sahipsiz 6 yas Erkek Sivas Kangal Yok
27 Sahipsiz 3 yas Erkek Sivas Kangal Yok
28 Sahipsiz 5 yas Erkek Sivas Kangal Kusma
29 Sahipsiz 4 yas Erkek Sivas Kangal Yok
30 Sahipsiz 4 yas Erkek Sivas Kangal Yok
31 Sahipsiz 5 yas Erkek Sivas Kangal Yok
32 Sahipsiz 1 yas Erkek Melez Diare
33 Sahipsiz 2 yas Erkek Melez Yok
34 Sahipsiz 2 yas Erkek Melez Yok
35 Sahipsiz 2 yas Erkek Kangal Melezi Yok
36 Sahipsiz 2 yas Erkek Melez Yok
37 Sahipsiz 2 yas Erkek Melez Kusma
38 Sahipsiz 2 yas Erkek Kangal Melezi Yok
39 Sahipli 6 aylik Erkek Labrador Diare-Kusma
40 Sahipli 6 aylik Erkek German Shepherds Diare
41 Sahipli 1 yas Erkek Cocker Diare
42 Sahipsiz 2 yas Erkek Dalmacyali Melezi Yok
43 Sahipsiz 2 yas Erkek Melez Yok
44 Sahipli 6 aylik Erkek Kangal Melezi Yok
45 Sahipsiz 4 ayhk Disi Melez Diare
46 Sahipli 14 yas Disi Pincher Yok
47 Sahipsiz 4 ayhk Erkek Melez Diare
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No Ornek alinan Yas Cinsiyet Irk Klinik belirti
kaynak

48 Sahipli 1 yas Erkek Chov Chov Yok
49 Sahipsiz 3 yas Erkek Melez Diare
50 Sahipli 12 yas Disi Terrier Yok
51 Sahipli 4 yas Erkek Cocker Yok
52 Sahipli 5 yas Disi German Shepherds Yok
53 Sahipsiz 4 ayhik Disi Melez Kusma
54 Sahipsiz 6 aylik Disi Melez Yok
55 Sahipsiz 1 yas Erkek Melez Yok
56 Sahipsiz 1 yas Disi Melez Yok
57 Sahipsiz 1 yas Disi Melez Yok
58 Sahipsiz 1 yas Disi Melez Yok
59 Sahipsiz 1 yas Disi Melez Yok
60 Sahipli 2 yas Disi Cocker Diare
61 Sahipli 8 aylik Disi Cocker Diare
62 Sahipli 8 aylik Erkek Terrier Diare
63 Sahipli 8 aylik Erkek Cocker Diare
64 Sahipsiz 3 yas Erkek Melez Diare
65 Sahipsiz 1 yas Disi Melez Diare
66 Sahipsiz 5 yas Disi Melez Diare
67 Sahipsiz 6 aylik Disi Melez Diare
68 Sahipsiz 6 aylik Erkek Melez Diare
69 Sahipsiz 6 aylik Disi Melez Diare
70 Sahipsiz 2 yas Disi Melez Diare
71 Sahipsiz 2 yas Disi Melez Diare
72 Sahipsiz 7 ayhik Erkek Melez Yok
73 Sahipsiz 7 ayhik Disi Melez Yok
74 Sahipsiz 7 ayhik Erkek Melez Yok
75 Sahipsiz 2 yas Erkek Melez Yok
76 Sahipsiz 1 yas Disi Melez Yok
77 Sahipsiz 6 aylik Erkek Melez Yok
78 Sahipsiz 6 aylik Disi Melez Yok
79 Sahipsiz 8 aylik Disi Melez Yok
80 Sahipsiz 7 aylik Erkek Melez Yok
81 Sahipsiz 8 aylik Disi Melez Diare-uyuz
82 Sahipsiz 1 yas Disi Melez Diare
83 Sahipsiz 1 yas Disi Melez Diare
84 Sahipsiz 1 yas Disi Melez Diare
85 Sahipsiz 1 yas Disi Melez Diare
86 Sahipsiz 9 aylik Disi Melez Yok
87 Sahipsiz 9 aylik Disi Melez Yok
88 Sahipsiz 5 aylik Disi Melez Yok
89 Sahipsiz 2 yas Disi Melez Yok
90 Sahipsiz 3 yas Disi German Shepherds Yok
91 Sahipsiz 1 yas Disi Melez Yok
92 Sahipsiz 1 yas Disi Melez Yok
93 Sahipsiz 8 aylik Disi Melez Yok
94 Sahipsiz 4 yas Erkek Melez Yok
95 Sahipli 8 yas Erkek Amerikan Cocker Yok
96 Sahipli 10 yas Disi Sivas Kangal Yok
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3.1.2. POLYMERASE CHAIN REACTION (PCR)

3.1.2.1. Ekstraksiyon Kiti
Diski orneklerinden Helicobacter cinsine ait total DNA’nin elde edilmesi

amaciyla QIAamp DNA Stool Mini Kit (Qiagen-51504) kullanildi.
QIAamp DNA Stool Mini Kitin igerigi:

® InhibitEX tabletleri
e ASL Buffer (stool lizis buffer)
e AL Buffer (lizis buffer)

e AWI1 Buffer (wash buffer I)

e AW?2 Buffer (wash buffer II)
e AE Buffer (elution buffer)

e Proteinaz K

e Toplama tiipleri

e Spin kolonlari

3.1.2.2. Amplifikasyonda kullanilan gerecler
¢ Primer FORWARD  (BioBasic Inc.)

CTA TGA CGG GTA TCC GGC
e Primer REVERSE  (BioBasic Inc.)
ATT CCA CCT ACCTCT CCC A
e Taq DNA Polymerase (Fermentas- EP0402)
e 10 X Taq buffer (NH4),SO4 (Fermentas - B33)
(750 mM Tris-HCI (pH 8.8 at 25°C), 200 mM (NH,),SOy, 0.1% (v/v) Tween 20)
e MgCl; (25 mM, Fermentas - R0971)
e dNTP Mix (Fermentas- R0O181)
e Bovine serum albumin (Sigma-A4503)

e Pozitif kontrol: insan gastrik 6rneginden izole edilmis H. pylori susu
dNTP Mix hazirlanmasi:

Dietilpirokarbonat (DEPC) ile islem gormiis distile su (Ambion-AM9920) ile 25
mM konsantrasyonda A, T, C, G dANTP igeren toplam 200 pl stok soliisyon hazirlandi.



Primer hazirlanmasi:
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DEPC’li distile su ile 20 pmol/ul konsantrasyonda stok soliisyonlar1 hazirlandi.

Master Miks hazirlanmasi:

10 X buffer Sul
MgCl, (25 mM) Sul
dNTP Mix (10 mM) 3ul
Primer FORWARD 2ul
Primer REVERSE 2ul
Taq DNA Polymerase (Su/p) 0.5 ul
dH,O 26.5ul
% 0.1 bovine serum albumin 1 ul
Hedef DNA Sul
TOPLAM 50ul
3.1.2.3. TBE buffer

Agaroz jelin hazirlanmasi, elektroforez, poliakrilamid jel elektroforez (PAGE),
ve DNA bantlarinin boyanmasi sirasinda sulandirici olarak 1X TBE buffer (89 mMTris-
HCI, 89 mM borik asit, 2 mM EDTA, pH 8.0) hazirlandi. Bu amagla bir hacim 10X
TBE buffer (SIGMA D30926), 9 hacim steril distile su ile karistirildi.

3.1.2.4. Agaroz jel
Amplifiye edilmis iiriinlerin elektroforezinde kullanilmak iizere % 1.8 oraninda
hazirlandi.
Agaroz (Sigma A 0576) 0.540 g
1X TBE buffer 30 ml

Belirtilen miktarda agaroz ve TBE buffer 1sitilarak c¢oziindiiriildii. Agaroz
50°C’ye kadar sogutularak jel kalibina dokiildii, tarak yerlestirildi. Jel formunu alincaya
kadar beklendi ve tarak c¢ikarildi. Agaroz jel tanka aktarilarak iizeri 1XTBE buffer ile
kaplandi.
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3.1.2.5. Yiikleme solusyonu
PCR iiriinlerinin agaroz jele yiiklenmesi i¢in kullanildi. Bu amacgla 2 pl 6X

yiikleme solusyonu (Fermentas- R0611), 10 ul PCR {iriinii ile karistirilarak kullanildi.

3.1.2.6. DNA Marker
Elektroforezde DNA’ larin agirliklarinin saptanmasi icin kullamildi. 1 ul DNA

Marker (Fermentas, QX174 DNA/BsuRI), 1ul yiikleme solusyonu, 4 ul deiyonize su
karistirilda.

3.1.2.7. Ethidium Bromide
Elektroforetik seperasyon sonrasi olusan DNA bantlarininin boyanmasi i¢in %
0.5 oraninda hazirlandi. Bu amagla 100 ml 1X TBE buffer icine 30 pl ethidyum
bromide (Sigma- E-8751) eklendi.

3.1.2.8. Diger Gerecler
* 9% 95’lik Ethanol (Riedel-deHaen 32221)
= Mineral yag (Sigma- M8410)
= 1.5 ml ve 2 ml kapakli mikrosantrifiij tiipleri
= (0.5 ml’lik ince ¢eperli DNAse, RNAse free PCR tiipleri
= Pipetler (0.5-10ul, 10-100u1,100-1000ul otomatik pipetler)
= 10 ul DNAse, RNAse free filtreli pipet uglart
= 100 ul DNAse, RNAse free filtreli pipet uclar
= 1000 ul DNAse, RNAse free filtreli pipet uglart
= Thermocycler (Biometra Uno-thermoblock)
= Mikrosantrifiij (Hettich- Mikro22)
=  Vorteks (Biosan- V1)

= Agaroz jel elektroforez tanki (Agagel Mini) ve giic kaynagi (Biometra-
Power pack P25)

= UV Transmilator (Biometra-TI 1)
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3.1.3. RESTRICTION FRAGMENT LENGTH POLYMORPHISM (RFLP)
Helicobacter cins spesifik primerlerle PCR sonucu pozitif saptanan DNA’ larin

H. pylori’ ye ait olup olmadiklarinin saptanmas1 amaciyla uygulandi.

3.1.3.1. Enzim
Hinfl (cag A) (Fermentas-ER0801) enzimi kullanild1

3.1.3.2. Reaksiyon buffer
Enzim aktivitesinin gerceklesmesi i¢in Buffer R (Fermentas- ER0801)
kullanildi.

3.1.3.3. Poliakrilamid Jel
Helicobacter DNA fragmanlarinin dikey elektroforetik seperasyonu amaciyla
kullanildi.

A- Poliakrilamid jel hazirlanmadan 6nce igeriginde yer alan c¢ozeltiler asagidaki sekilde
hazirlandi.

5X TBE buffer: Bir hacim 10X TBE buffer 4 hacim steril distile su ile karistirildi.
Akrilamid Cozeltisi: 30 g akrilamid (Merck-10784) ve 1g bisacrylamide (Merck-161-
0201) steril distile su ile 100 ml’ye tamamlandi. Manyetik karistirict ile ¢oziindiiriildii.
Filtre kagidindan siiziildii. Koyu renkli sisede kullanilincaya kadar + 4°C” de sakland.
APS cozeltisi :100 mg APS (Merck-01201) Iml steril distile suda ¢oziindiiriildii.
Kullanilincaya kadar —20°C’ de saklandi.

B- % 8’ lik Poliakrilamid jelin hazirlanist:

Deiyonize su 4,56 ml
5X TBE 2 ml
Akrilamid ¢ozeltisi 3.36 ml
% 10’luk amonyum persiilfat (APS) 90 ul

Tetramethylethylenediamine (TEMED) (Merck-10732) 12 ul

Karisim TEMED eklendikten hemen sonra, dikey jel elektroforez sistemindeki
iki cam arasina dokiildii, tarak yerlestirildi. Jel formunu alinca tarak ¢ikarildi, tanka

yerlestirildi ve iizeri 1X TBE buffer ile kaplandi.
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3.1.3.4. NuiSieve Agaroz Jel
Helicobacter DNA fragmanlarinin yatay elektroforetik seperasyonu amaciyla %

2 oraninda hazirlanda.

Agaroz (Sigma —A- 0576) 0,6 ¢g
NuiSieve (Prona-061416PR) 1.8 ¢
1X TBE buffer 30 ml

3.1.3.5. Diger gerecler
e Vertikal elektroforez tanki (BioRad- Mini-Protean 3)

* Gii¢ kaynag (BioRad-PowerPac Universal Power Supply)
e UV Transmilator (Biometra-TI 1)

Belirtilen miktarda agaroz ve TBE buffer 1sitilarak ¢oziindiiriildii. Agaroz 50°C’
ye kadar sogutularak jel kalibina dokiildi, tarak yerlestirildi. Jel formunu alincaya kadar
beklendi ve tarak c¢ikarilldi. Agaroz jel tanka aktarilarak iizeri 1XTBE buffer ile
kaplandi.

3.1.4. KULTUR

3.1.4.1. izolasyon
PCR ve RFLP sonucunda, H. pylori DNA’ s1 saptanan digski 6rneklerinden H.
pylori izolasyonu amaciyla % 5 at kam1 ve DENT Supplement (Oxoid-SR- 147E) katkili
Colombia Blood Agar (Fluka- 27688) kullanild .

Besiyerinin Icerigi ve Hazirlamgi

Colombia Blood Agar Base 44 ¢

At kani 50 ml
DENT Suplement 25 mg
Distile su 1000 ml

Colombia Blood Agar Base belirtilen miktarda tartildi ve 1000 ml distile suda
eritildi. 121°C de 15 dakika siireyle sterilize edildi. 50°C ye kadar sogutulduktan sonra
at ka1 ve DENT suplement (vancomycin, trimethoprim, cefsulodin ve amphotericin)
ilave edildi. Petri kutularina 25‘er ml olacak sekilde dagitild1 ve kullanilincaya kadar +
4°C de sakland..
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3.1.4.2. identifikasyon

Referans sus ve siipheli izolatlarin; tireaz aktivitesini saptamak igin iire agar,
nitrat1 rediikte etme 6zelliklerinin belirlenmesi i¢in nitrat agar, indoksil asetat1 hidrolize
etme Ozelliklerinin belirlenmesi i¢in indoksil asetat diskleri, sodyum hippurat1 hidrolize
etme Ozelliklerinin belirlenmesi icin sodyum hippurat ve ninhidrin ¢ozeltileri, sitokrom
oksidaz ozelliklerinin saptanmasi icin oksidaz cubuklan, katalaz olusturma
ozelliklerinin belirlenmesi icin % 3’ litkk H,O, cozeltisi kullanildi. Ayrica nalidiksik asit
ve sefalotine duyarliliklarinin saptanmasi amaciyla Nailidiksik asit ve Sefalotin diskleri

kullanmldi.

3.1.4.3. Referans Sus
Izolasyon ve identifikasyon yontemlerinin kontrolii amaciyla, insan gastrik
orneginden izole edilen ve Fatih Universitesi Fen Fakiiltesi Molekiiler Biyoloji Boliimii’

nden saglanan H. pylori susu kullanildi.

3.2. YONTEM
3.2.1. PCR

3.2.1.1. DNA Ekstraksiyonu

Diski orneklerinden DNA’larin ekstraksiyonu, kit iceriginde iiretici firma
tarafindan belirtilen yonteme gore yapildi. Digki 6rneklerinden 200’ er mg tartilarak 2
ml’lik santrifiij tiiplerine aktarildi1 ve tiipler buz kaliplan lizerine yerlestirildi. Her tiipe
1,4 ml Buffer ASL eklendi, homojenize olana kadar vortekslendi. Homojenatlar 70°C
lik su banyosunda 5 dakika bekletildi, 15 saniye vortekslenip 1 dakika siireyle 14000
rpm’ de santrifiijje edildi. Siipernatantlardan 1.2° ser ml alinarak 2 ml’lik tiiplere
aktarildi. Her tiipe birer adet InhibitEX tablet atildi, siispansiyon sekilleninceye kadar
vortekslendi, 1 dakika oda 1sisinda inkube edildi, 14000 rpm’de 3 dakika santrifiije
edildi. Siipernatantlar 1.5 ml’ lik santrifiij tiiplerine aktarildi, tekrar 14000 rpm’de 3
dakika santrifiije edildi. Stipernatantlardan 200’ er pl alinarak 15’er ul Proteinaz K
soliisyonu eklenmis 1.5 ml’ lik santrifiij tiiplerine aktarildi. Uzerlerine 200” er ul AL
buffer eklenerek 15 saniye vortekslendi. 70° C lik su banyosunda 10 dakika bekletildi.
Lizatlara 200’ er ul etanol eklendi ve vortekslendi. 2’ ser ml’ lik toplama tiipleri iizerine

spin kolonlar yerlestirildikten sonra lizatlar mikropipetler ile kolonlara aktarildi. 1
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dakika stireyle 14000 rpm’ de santrifiije edildi. Filtratlar1 iceren tiipler atildi. Kolonlar
yeni 2 ml’lik toplama tiiplerine yerlestirildi. Kolonlara 500’ er ul AW1 buffer eklendi
ve 1 dakika siireyle 14000 rpm’ de santrifiije edildi. Filtratlar1 iceren tiipler atildi.
Kolonlar 2* ser ml’lik yeni toplama tiiplerine yerlestirildi. Kolonlara 500’ er ul AW?2
buffer eklendi ve 14000 rpm’de 3 dakika santrifiije edildi. Filtrat1 iceren tiipler
bosaltildi. Kolonlar 1,5’ ser ml’ lik mikrosantrifiij tiiplerine aktarildi. 200° er pl AE
buffer eklendi, 1 dakika oda 1sisinda bekletildi, 14000 rpm’ de 1 dakika santrifiije
edildi. Elde edilen DNA’ lar kullanilincaya kadar —20° C de saklandi. Pozitif kontrol

amaciyla kullanilan H. pylori susunun DNA’ s1 da aym yontemle ekstrakte edildi.

3.2.1.2. DNA Amplifikasyonu
Shinozaki. ve ark. (112) tarafindan bildirilen yonteme gore uygulandi. 45 er pl
master mix ve 5’ er ul DNA ekstraktlari, 0.5 ml’ lik PCR tiiplerine konuldu, hafifce
vortekslendi, 5 saniye siireyle santrifiije edildi, lizerleri 50’ ser ul mineral yag ile
kapatildi. Pozitif kontrol olarak 5 pl Helicobacter susu ekstrakti, negatif kontrol olarak 5

ul DEPC’li su 45’ er ul master mix ile karistirilarak kullanildi.

PCR tiipleri thermocycler’a yerlestirildi. 94°C de 3 dakika 6n denatiirasyonun
ardindan, toplam 30 siklusluk 95°C de 30 saniye denaturasyon, 58°C de 30 saniye
primer baglanmasi, 72°C de 30 saniye sentez asamalar1 gerceklestirildi. 72°C de 7
dakika final sentez asamasindan sonra + 4°C ye kadar sogutularak elektroforetik

seperasyon yapilincaya kadar termocycler’ da bekletildi .

3.2.1.3. Elektroforetik seperasyon ve DNA’ nin saptanmasi
Amplifiye edilmis PCR iiriinlerinden 10’ ar pl alinarak iizerlerine 2’ ser ul
yiikleme solusyonu eklendi. Bu karigimlardan 10” ar pl agaroz jeldeki kuyucuklara
yiiklendi. ilk siraya 6 ul DNA marker, ikinci siraya 10 pl negatif kontrol, iiciincii siraya
10 ul pozitif kontrol, diger siralara amplifiye edilmis PCR iiriinleri konuldu.
Elektroforez islemi 100 voltta bir saat siireyle gergeklestirildi. Bu siirenin sonunda
agaroz jel ethidium bromide soliisyonunda 45 dakika siireyle bekletildi. DNA

bantlarinin olusumu UV transmilator {izerinde gozlendi (112).

3.2.1.4. Sonuc¢larmm Yorumlanmasi
375 bp molekiller agirliginda bant olusumu pozitif, herhangi bir bant

gozlenmemesi negatif olarak degerlendirildi (112).
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3.2.2. RFLP

3.2.2.1. Enzim kesimi
1U Hinfl enzimi, 1 pl reaksiyon buffer ve PCR sonucu Helicobacter’ e ait
oldugu belirlenen DNA 6rneklerinden 15° er pl alinarak tiiplere aktarildi, 37°C’ lik su
banyosunda 1 saat bekletilerek enzim kesimi gerceklestirildi. Enzim kesim asamasi

tiiplere 2’ ser ul miktarlarinda 6X yiikleme soliisyonu katilarak durduruldu (112,117).

3.2.2.2. Poliakrilamid jel elektroforez (PAGE)

Spesifik Helicobacter DNA fragmanlarim1 iceren enzim kesim iiriinleri
poliakrilamid jeldeki kuyucuklara yiiklendi. Ilk siraya 6 ul DNA marker, ikinci siraya
20 ul negatif kontrol, {i¢iincii siraya 20 pl pozitif kontrol, diger siralara enzim kesim
iiriinlerinden 20’ ser pl konuldu. Elektroforez islemi 100 voltta iki saat siireyle
gerceklestirildi. Bu siirenin sonunda agaroz jel ethidium bromide soliisyonunda 45
dakika bekletildi. DNA fragman bantlarinin olusumu UV transmilator tizerinde gézlendi

(112).

3.2.2.3. NuiSieve agaroz jel elektroforetik seperasyonu

Kesim sonras1 olusan DNA fragmanlarinin seperasyonu icin PAGE tekniginin
yani sira NuiSieve Agaroz jel elektroforez teknigi de kullanildi.

Enzim kesim iiriinleri NuiSieve agaroz jeldeki kuyucuklara yiiklendi. ilk siraya
6 ul DNA marker, ikinci siraya 20 pl negatif kontrol, iiclincii siraya 20 ul pozitif
kontrol, diger siralara Helicobacter DNA’ larindan 20’ ser ul konuldu. Elektroforez
islemi 100 voltta bir saat siireyle gerceklestirildi. Bu siirenin sonunda agaroz jel
ethidium bromide soliisyonunda 45 dakika bekletildi. DNA fragman bantlarinin

olusumu UV transmilator iizerinde gozlendi (10,27)

3.2.2.4. Sonuclarin Yorumlanmasi
Hem PAGE hem de NuiSieve agaroz jel elektroforetik seperasyonu sonucunda
196,119 ve 60 bp molekiiler agirliginda ii¢ bant olusumu pozitif olarak degerlendirildi
(112,117).
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3.2.3. KULTUR

3.2.3.1. izolasyon
PCR ve RFLP sonucunda, H. pylori DNA’ s1 saptanan diski 6rnekleri 1 ml PBS
ile sulandirildi. Homojenatlar 0.45 pm’ lik membran filtrelerden gecirildi. Elde edilen
filtratlardan, % 5 at kam1 ve DENT Supplement katkili Colombia Blood Agara ekimler
yapildi. Besiyerleri % 7.5 CO,* li ortamda 37°C de 10 giin siireyle inkube edildi, 3., 5.,

7. ve 10. giinlerde iireme yoniinden kontrolleri yapildi.

3.2.3.2. identifikasyon:
Ureme kontrolleri yapilan kolonilerin makroskobik ve Gram boyama ile
mikroskobik morfolojileri incelendi. Siipheli izolatlardan oksidaz, katalaz, iireaz, nitrat
rediiksiyonu, indoksil asetat ve sodyum hippurat hidrolizasyonu testleri yapildi.

Nalidiksik asit ve sefalotine duyarliliklar1 disk diffuzyon yontemi ile incelendi (33).

3.2.4. ISTATISTIKI ANALIZ
Bulgularin istatistiki onemlerinin belirlenmesi amaciyla ‘Khi-Kare (x) Testi’
kullanildi (98). Istatistiki inceleme icin kopeklerin sahip bilgisi, yas, cinsiyet ve gastrik

klinik belirti gosterme durumlari baz alindi.
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4. BULGULAR

4.1. PCR Bulgular:
Diski orneklerinin Helicobacter cins spesifik primerler kullanilarak PCR ile

incelenmesi sonucunda, 65 (% 67.7) ornekte 375 bp’ lik bantlar gozlendi (Sekil 4-1).

M NP1 2 3 4 5 6 7 8 9

603bp —p

Sekil 4-1: Diski 6rneklerinin PCR bulgular:
M= Marker, N= Negatif Kontrol, P= Pozitif Kontrol, 1,2,4,6,8,9= Pozitif 6rnekler
3,5,7= Negatif 6rnekler

Gastrik klinik belirti gosteren 36 kopege ait diski orneklerinin 27 (% 75)
sinde, gastrik klinik belirti gdstermeyen 60 kopege ait diski 6rneklerinin 38 (% 63.3)
inde Helicobacter DNA’ s1 saptandi (Tablo 4.1). 40 sahipli kopekten alinan 6rneklerin
15 (% 37.5) inde, 56 sahipsiz kdpekten alinan 6rneklerin 50 (% 89.3)’ sinde 375 bp’ lik
bantlar goriildii (Tablo 4-2).

Kopeklerin cinsiyetine gore yapilan degerlendirmede; 50 erkek kopekten alinan
orneklerin 29 (% 58)’ unun, 46 disi kopekten alinan 6rneklerin 36 (% 78.3)’ sinin 375
bp’lik bantlar olusturdugu belirlendi. (Tablo 4.3).

Kopeklerin yaslar goz Oniine alinarak yapilan degerlendirmeye gore; 1 yas ve
altindaki 49 kopegin 38 (% 77.6)’ inde 375 bp’lik bantlar gozlenirken, 1 yas iistii 47
kopegin 27 (% 57.4)’ sinde Helicobacter spp DNA’ s1 saptand1 (Tablo 4.4).



196 bp

119 bp

60 bp
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4.2. RFLP Bulgulari

PCR teknigi ile Helicobacter oldugu saptanan 65 DNA’ nin Hinfl enzimi ile
kesimi ve elde edilen fragmanlarin PAGE teknigi ile incelenmesi sonucunda, 12 (%
18,46) DNA orneginde H. pylori’ ye spesifik 60 bp,119 bp ve 196 bp’lik bantlar
gozlendi. NuiSive agaroz jel seperasyon teknigi ile de aynmi bulgular elde edildi (Sekil 4-
2, Sekil 4-3).

M NP1 2 3 4 5 6 7 8 9

Sekil 4-2: PAGE Teknigi ile RFLP Bulgulan

M= Marker, N=Negatif Kontrol, P=Pozitif Kontrol, 4,6,9= Pozitif 6rnekler,
1,2,3,5,7,8=Negatif 6rnekler
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MPN 1 2 3 45 6 7 8 910111213 14

Sekil 4-3: NuiSieve Agaroz Elektroforetik Seperasyon Teknigi

ile RFLP Bulgular:

M=Marker, P=Pozitif Kontrol, N=Negatif Kontrol, 3,13,14=Pozitif 6rnekler,
1,2,4,5,6,7,8,9,10,11,12= Negatif 6rnekler

Sonug olarak PCR ve RFLP teknikleri ile incelenen 96 kopek diski 6rneginin
12 (% 12.5)’ sinde H. pylori DNA’ s1 saptandi.

Gastrik klinik belirti gosteren 36 kdpege ait diski 6rneklerinin 5 (% 13.9)’ inde,
gastrik klinik belirti gostermeyen 60 kopege ait diski 6rneklerinin 7 (% 11.7) ‘sinde H.
pylori saptand1 (Tablo 4-5). 40 sahipli kopekten 3 (% 7.5)’ iinde, 56 sahipsiz kdpekten 9
(% 16.1)’ unda 196, 119 ve 60 bp’ lik bantlar goriildii (Tablo 4-6).

Kopeklerin cinsiyetine gore yapilan degerlendirmede; 50 erkek kopekten alinan
orneklerin 6 (% 12)’ sinin, 46 disi kopekten alinan 6rneklerin 6 (% 13)’ sinin 196, 119
ve 60 bp’ lik bantlar olusturdugu gozlendi (Tablo 4-7).

Kopeklerin yaslar1 gbz oniine alinarak yapilan degerlendirmeye gore; 1 yas ve
altindaki 49 kopege ait digki orneklerinin 6 (% 12.2)° sinda, 1 yas iistii 47 kopege ait
disk1 6rneklerinin 6 (% 12.8)’ sinda H. pylori DNA’ s1 saptand1 (Tablo 4-8).

4.3. Kiiltiir Bulgulari
PCR ve RFLP sonucunda H. pylori DNA’ s1 saptanan digki 6rneklerinden
yapilan bakteriyolojik inceleme sonucunda, orneklerin hicbirinden H. pylori izole

edilmedi.



4.4. istatistiki Bulgular
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PCR teknigi ile incelenen 96 kopege ait diski oOrneklerinden elde edilen

bulgularin Khi Kare testi ile yapilan istatistiki analizi sonucunda, gastrik klinik belirti

gosteren ve gostermeyenler arasindaki fark istatiksel olarak Onemsiz (p=0.237)

bulunurken, disi ve erkek kopekler arasindaki fark incelenen tiim kopeklerde istatiksel

olarak onemli (p=0.034) bulundu (Tablo 4.1, Tablo 4.3). Aym sekilde sahipli ve

sahipsiz kopekler arasindaki fark 6nemli (p=0.01), yine 1 yas ve altindaki ve 1 yas iizeri

kopekler arasindaki fark da 6nemli (p=0.035) bulundu (Tablo 4.2, Tablo 4.4).

Tablo 4.1: Gastrik klinik belirti gosteren ve gostermeyen kopeklere ait PCR sonuclar ve

istatistiksel analizi

Gastrik | Kopek | Helicobacter DNA’ s1 | Helicobacter DNA’ st Khi p
klinik sayist saptanan kdpek sayist saptanmayan kopek Kare | degeri
belirti ve % oranlari sayist ve% oranlart

Var 36 27 (% 75) 9 (% 25)
Yok 60 38 (% 63.3) 22 (% 36.7) 1.401 | 0.237

Toplam 96 65 (% 67.7) 31 (% 32.3)

*p<0.05 istatistiki olarak énemli
Tablo 4.2: Sahipli ve sahipsiz kopeklere ait PCR sonuclar ve istatistiksel analizi
Sahiplili Kopek Helicobacter DNA’ s1 Helicobacter DNA’ s1 Khi p
ahiplilik .. .. o
sayisi saptanan kopek sayist ve saptanmayan kopek Kare degeri
% oranlart sayisi ve % oranlart

Sahipli 40 15 (% 37.5) 25 (% 62.5)

Sahipsiz 56 50 (% 89.3) 6 (% 10.7) 28.620 | 0.01*

Toplam 96 65 (% 67.7) 31 (% 32.3)

*p<0.05 istatistiki olarak 6nemli




Tablo 4.3: Cinsiyete gore PCR sonuclari ve istatistiksel analizi
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Cinsiyet | Kopek | Helicobacter DNA’ st | Helicobacter DNA’ si Khi p
sayisi saptanan kopek sayisi ve | saptanmayan kopek | Kare degeri
% oranlari sayist ve % oranlart
Erkek 50 29 (% 58) 21 (% 42)
Disi 46 36 (% 78.3) 10 (% 21.7) 4.498 | 0.034*
Toplam 96 65 (% 67.7) 31 (% 32.3)
*p<0.05 istatistiki olarak énemli
Tablo 4.4: Yasa gore PCR sonuclar ve istatistiksel analizi
Yas Kopek Helicobacter DNA’ si Helicobacter DNA’ s Khi p
sayist | saptanan kopek sayisi ve | saptanmayan kopek sayist | Kare degeri
% oranlart ve % oranlart
<1 yas 49 38 (% 77.5) 11 (% 22.4)
> 1 yas 47 27 (% 57.4) 20 (% 42.6) 4.435 | 0.035*
Toplam 96 65 (% 67.7) 31 (% 32.3)

*p<0.05 istatistiki olarak 6nemli

RFLP teknigi ile elde edilen bulgularin istatistiki analizi sonucunda ise; gastrik

klinik belirti gosteren ve gostermeyenler arasindaki fark (p=0.750), disi ve erkek

kopekler arasindaki fark (p=0.877), sahipli ve sahipsiz koOpekler arasindaki fark

(p=0.439) ile 1 yas ve altindaki ve 1 yas iizeri kopekler arasindaki fark (p=0.938)
onemsiz bulundu (Tablo 4-5, Tablo 4-7, Tablo 4-6, Tablo 4-8).

Tablo 4.5: Gastrik klinik belirti gosteren ve gostermeyen kopeklere ait RFLP sonuclari ve
istatistiksel analizi

Gastrik klinik | Kopek | H. pylori saptanan kopek | H. pylori saptanmayan Khi p
belirti sayist sayist ve % oranlart kopek sayisi ve % Kare degeri
oranlar
Var 36 5(% 13.9) 31 (% 86.1)
Yok 60 7 (% 11.7) 53 (% 88.3) 0.102 | 0.750
Toplam 96 12 (% 12.5) 84 (% 81.5)

*p<0.05 istatistiki olarak 6nemli




Tablo 4.6: Sahipli ve sahipsiz kopeklere ait RFLP sonuclar ve istatistiksel analizi
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Sahiplilik Kopek | H. pylori saptanan kopek | H. pylori saptanmayan Khi p
sayisi sayist ve % oranlart kopek sayist ve % Kare degeri
oranlarn
Sahipli 40 3(%71.5) 37 (% 92.5)
Sahipsiz 56 9 (% 16.1) 47 (% 83.9) 0.600 | 0.439
Toplam 96 12 (% 12.5) 84 (% 87.5)
*p<0.05 istatistiki olarak énemli
Tablo 4.7: Cinsiyete gore RFLP sonuclari ve istatistiksel analizi
Cinsiyet Kopek | H. pylori saptanan kopek | H. pylori saptanmayan Khi p
sayist sayist ve % oranlar kopek sayisi ve % Kare | degeri
oranlar
Erkek 50 6 (% 12) 44 (% 88)
Disi 46 6 (% 13) 40 (% 87) 0.024 | 0.877
Toplam 96 12 (% 12.5) 84 (% 87.5)
*p<0.05 istatistiki olarak énemli
Tablo 4.8: Yasa gore RFLP sonuclari ve istatistiksel analizi
Yas Kopek | H. pylori saptanan kopek | H. pylori saptanmayan Khi p
sayisi sayist ve % oranlart kopek sayist ve % Kare degeri
oranlar
<1 yas 49 6 (% 12.2) 42 (% 87.8)
> 1 yas 47 6 (% 12.8) 41 (% 87.2) 0.006 | 0.938
Toplam 96 12 (% 12.5) 84 (% 81.5)

*p<0.05 istatistiki olarak énemli
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5. TARTISMA

Helicobacter tiirleri, insan ve cesitli hayvanlarda gastrik, intestinal ve hepatik
hastaliklardan sorumlu tutulmaktadir (2). Bu tiir icerisinde yer alan ve insanlarda birinci
siif kanser etkeni olarak tanimlanan H. pylori, diinya niifusunun neredeyse yarisini
infekte etmekte olan bir patojendir (20,28,29,124). H. pylori’ nin neden oldugu
infeksiyonun, patojenik ve zoonotik 6nemi iizerinde cesitli ¢alismalar yapilmaktadir
(65,66). Ozellikle biiyiik sehirlerde yasayan insanlarin yasamlarim paylastiklar1 kedi ve
kopeklerin infeksiyon kaynagi olabilecegi diisiiniilerek, arastirmalar Oncelikle
bulasmada rol oynayabilecek bu hayvanlar iizerine yogunlastirilmistir (26,30,31).
Kopeklerde Helicobacter spp. varliginin ortaya konuldugu bir ¢cok ¢alisma sonucunda,
kopeklerde % 67 ile % 100 oraninda gastrik Helicobacter varliginin saptanmis olmasi,
insanlardaki Helicobacter infeksiyonlar1 gibi kopeklerdeki infeksiyonlarin da ciddi

boyutlarda oldugunu gostermektedir (24,30,31,53,65,66).

Insan ve hayvanlarda gastrik infeksiyona neden olan Helicobacter spp. varligiin
saptanmasi amaciyla cogunlukla mide biyopsi orneklerinden yararlanilmaktadir. Alinan
ornekler ire testi, histolojik ve bakteriyolojik ya da molekiiler incelemeler ig¢in
kullanilmaktadir. Mide biyopsi Orneklerinin toplanmasi i¢in endoskopi ya da cerrahi
yontemler gibi invaziv yaklagimlarin gerektigi bildirilmistir. Son yillarda hastadan elde
edilmesi sirasinda biiyiik streslerle neden olan biyopsi drnegine gore daha kolay elde
edildigi, non-invaziv oldugu, testlerin daha hizli sonu¢ verdigi ve ucuz oldugu igin
insanlarda rutin laboratuvar incelemelerinde Helicobacter spp. varliginin saptanmasi

i¢cin diski 6rnegi kullanilmaya baslanmistir (67).

H. pylori tanmisinda histopatolojik ve bakteriyolojik yontemler yerine giiniimiizde
siklikla molekiiler tan1 yontemleri kullanilmaya baslanmistir. Bu yontemler arasinda
PCR-RFLP analizlerinin tani, tiplendirme ve tedavinin izlenmesi ag¢isindan en duyarl

yontemler oldugu yapilan cesitli ¢calismalarla ortaya konulmustur (11,14,117).

Kopeklerde de Helicobacter infeksiyonlarinin non-invaziv, kolay, hizli sonug
vererek zaman kaybetmeden tedaviye baslanilmasina yardimci olan, hayvana cerrahi bir
girisim gerektirmediginden strese yol agmayan, hayvan sahibine ekstra maliyetler

yilklemeyen bir materyal ile yapilmasimin biiyiikk yarar saglayacagim diisiinerek



32

Shinozaki ve ark. (112), ilk kez képeklerde diski 6rnekleri kullanarak PCR-RFLP testini
gerceklestirmislerdir. Yaptiklar1 ¢alisma sonucunda arastirmacilar, gastrik ve intestinal
Helicobacter tiirleri arasinda yiiksek derecedeki benzerlige ve tiirler arasindaki gen dizi
farkliliklarina dikkat cekmis, diskidan Helicobacter tiirlerinin saptanmasi, PCR’ 1n
spesifitesinin arttirilmast ve tedavinin hizla sekillenebilmesi amaciyla PCR-RFLP
tekniginin yararh olacagini belirtmislerdir. Camargo ve ark. (11)’ da, rutin laboratuvar
calismalarinda kesin ve giivenli sonucglarin alinabilmesi ve tiirlerin identifikasyonu

amaciyla PCR-RFLP yonteminin yararindan sz etmislerdir.

Bu aragtirmada, Istanbul ilinde gastrik klinik belirti gosteren ve gostermeyen
toplam 96 kopekten alinan diski 6rneginden 6ncelikle cins spesifik primerler kullanarak
yapilan PCR ile Helicobacter spp. varlig1 ortaya konulduktan sonra, RFLP yontemi ile

Helicobacter oldugu belirlenen DNA’ larda H. pylori varligi saptanmustir.

PCR ile Helicobacter DNA’ sinin saptanmasit amaciyla Riley ve ark. (105),
Buczolits ve ark. (10), Shinozaki ve ark. (112), H267f ve H267r cins spesifik primerleri
kullanmiglardir. Clayton ve ark. (14), ilk olarak H. pylori saptanmasi1 amaciyla CagA
geninin varliginm gosteren Hinfl enzim kesimini kullanmis, daha sonra Camargo ve ark.
(11), 38 hastada yaptiklar1 Hinfl enzim kesimi sonucu 32 (% 91) hastada H. pylori
saptadiklarin1 rapor etmislerdir. Simsek ve ark. (117), H. pylori saptanmasi amaciyla
Hinfl enzimi kullanmislar, toplam 35 insan mide biyopsi 6rneginden 31 (% 91)’ inde H.

pylori saptamiglardir.

Bu arastirmada da diski ornekleri Helicobacter DNA’ simin varligi yoniinden
PCR ile incelendikten sonra, Helicobacter oldugu belirlenen DNA’ lardan H. pylori
varliginin ortaya konulmasi i¢in RFLP teknigi uygulanmis ve CagA geninin saptanmasi

amaciyla Hinfl enzim kesimi yapilmistir.

RFLP sonucu DNA fragmanlarinin incelenmesi i¢in en iyi yontemin dikey
elektroforetik seperasyon amaciyla PAGE teknigi oldugu vurgulanmistir. Bununla
birlikte jelin hazirlanmasinda, yiiriitiilmesinde ve goriintiilenmesinde yasanilan sorunlar
yiiziinden Buczolits ve ark. (10), kopeklerde H. pylori saptadiklan calismalarinda ve
Dougbeh ve ark. (27), insanlarda yaptiklarn calismada NuiSieve agaroz yatay
elektroforetik seperasyon tekniginini kullanmislardir. Bu tez calismasinda, ornekler
dikey elektroforetik seperasyonun (PAGE) yam sira yatay elektroforetik seperasyon

(NuiSieve agaroz) teknigi ile de incelenmistir. H. pylori’ nin Hinfl enzimi ile kesimi
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sonrast olugan fragmanlarin uzunluklarinin birbirine yakin olmamasi nedeniyle bantlar
birbirlerinden belirgin sekilde ayr1 gézlenebilmektedir. Bu nedenle dikey elektroforetik
seperasyon gibi hazirlanmasi, yiiriitiilmesi ve goriintiilenmesi olduk¢a zahmetli olan bir
teknik yerine, hizli ve kolay olan yatay elektroforetik seperasyon kullaniminin 6zellikle

coklu 6rnek ¢alismalarinda biiyiik kolaylik sagladig: diisiiniilmektedir.

Daz-Regan ve ark. (19), H. pylori tiremesini Onleyen basta Staphylococcus
tirleri olmak {izere diger hizli iireyen bakterilerin iiremelerinin 6nlenmesi igin,
orneklerin besiyerlerine ekimleri yapilmadan 6nce 0.45 pm’ lik membran filtrelerden
gecirilmesini 6nermislerdir. Ingiliz Helicobacter Calisma Birligi (33), H. pylori
izolasyonu igin, selektif bir ozellik tasimasi ve zenginlestirilmis bir ortam olmasi
nedeniyle DENT supplement iceren % 5 at kanli Colombia Agar1 dnermistir.

Bu o6nerilerin 15181nda bu calismada H. pylori oldugu PCR-RFLP ile saptanan
disk1 orneklerinden H. pylori izolasyonu amaciyla, siispanse edilen 6rnekler oncelikle
0.45 pm’ lik membran filtrelerden gecirilmis ve daha sonra DENT supplement katilmis

at kanl1 Colombia Agara ekimleri yapilmistir.

Diinyada kopeklerde yapilan ve Helicobacter infeksiyonunun prevalansini
gosteren ¢alismalar, etkenin kopeklerde % 67-100 oraninda bulundugunu kanitlamistir
(24,30,53,65). Happonen ve ark. (53), kopeklerin mide biyopsi ¢rneklerinin histolojik
incelemesi sonucunda Orneklerin tamaminda Helicobacter saptamislar buna karsin
bakteriyolojik incelemeler sonucunda ise 6rneklerin % 40° mmdan Helicobacter tiirlerini
izole etmislerdir. Benzer bir c¢alismada Cattoli ve ark. (12), histolojik olarak
inceledikleri 23 kopekten 18 (% 78)’ inde Helicobacter saptarken, bakteriyolojik
inceleme sonucunda 23 kdpegin 5 (% 21.8)’ inden Helicobacter spp. izole etmislerdir.
Shinozaki ve ark. (112), bakteriyolojik olarak inceledikleri biyosi oOrneklerinin %
51’inden Helicobacter spp. izole etmislerdir. Hwang ve ark. (61), kopeklerde
Helicobacter prevalansin1 iireaz testiyle % 78.4, PCR ile % 82.3 oolarak
belirlemislerdir. Eaton ve ark. (31), PCR ile inceledikleri 54 kdpekten 49 (% 90)’ unda
Helicobacter DNA’ s1 saptamuslar.

Kopeklerden H. pylori saptanmasina yonelik birgok arastirma yapilmasina
karsin, H. pylori saptandigin1 bildiren arastirma sayisi olduk¢a azdir (10,107,116).
Buczolits ve ark. (10), klinik olarak siipheli kopek mide biyopsi orneklerinden PCR-

RFLP ile H. pylori varhigim ortaya koymuglardir. Dort kopekten alinan o6rnekler once
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Helicobacter spp. cins spesifik primerleri kullanilarak yapilan PCR ile incelenmis, daha
sonra Hhal enzimi ile kesimi yapilan dort DNA’ dan ikisinde H. pylori’ ye ait 270 ve
100 bp agirhiginda bantlar gozlenmistir. Strauss-Ayali ve ark. (116), 101 kopekten
alidiklart1 serum ve biyopsi Orneklerinin ELISA ve immunoblotting yontemi ile
incelenmesi sonucunda 2 kopegin serum orneklerinde H. pylori ‘ye ait 58 ila 60 kDa

agirliginda protein bantlar1 saptadiklarini bildirmislerdir.

Diker ve ark. (24), Tiirkiye’de kopeklerde Helicobacter spp. varligina yonelik
122 kopegin mide biyopsi orneginden kiiltiir, tireaz testi, mukozal kazinti sitolojisi ve
histolojik incelemeleri igeren calismalarinda Helicobacter prevalansimi % 84.4 olarak
saptamislardir. Arastiricilar kopeklerin % 55.6° sinda H. bizzozeronii, % 22.2° sinde H.
felis, % 22.2’ sinde H. salomonis ve % 4.4’ iinde H. rappini saptamiglardir. Arastiricilar

ayn1 calismada H. pylori izole edilmedigini bildirmislerdir.

Bu aragtirmanin ilk basamagi olan diski 6rneklerinin Helicobacter cins spesifik
primerler kullanilarak PCR ile incelenmesi sonucunda, 65 o6rnekte Helicobacter spp
DNA’ s1 saptanarak, Helicobacter spp. prevalansi Istanbul ilinde % 67.7 olarak
belirlenmistir. Saptanan prevalans diinyada ve Tirkiye’den bildirilen sonuglarla

paralellik gostermektedir.

RFLP sonucunda 65 Helicobacter DNA’ sindan 12’ sinin H. pylori olarak
saptanmasi nedeniyle Istanbul ilindeki kopeklerde H. pylori’ nin prevalanst % 12.5
olarak belirlendi. Bu oran yurt disinda gergeklestirilen H. pylori saptanmasina yonelik
sinirli sayidaki diger ¢aligmalara gore yiiksektir. Bu arastirma Tiirkiye’ de kopeklerde
H. pylori varliginin saptandig ilk ¢alisma olmasi nedeniyle bu yonden bir karsilastirma
yapilamamistir. Tez ¢alismasinda Istanbul’da saptanan yiiksek prevalansin yontemin
duyarliligi, sokaklarda yasayan kopeklerin diger gelismis iilkelere oranla fazlaligi ve

cografi konum farkliliklarindan kaynaklanabilecegini diistiniilmiistiir.

Happonen ve ark. (53), kopek ve kedilerde Helicobacter spp. tanisina yonelik
yaptiklar1 aragtimada, gastrik klinik belirti gdsteren 21 kdpegin 20 (% 95)’ sinde, gastrik
klinik belirti gostermeyen 25 kopegin ise tamaminda (% 100) Helicobacter spp.
saptamistir. Hwang ve ark. (61), gastrik belirti gosteren kopeklerin % 77.5° inde, gastrik
belirti gostermeyenlerin % 67.5” inde Helicobacter varligini ortaya koymuslardir. Diker
ve ark. (24), Helicobacter spp oraninin, gastrik klinik belirti gosteren kopeklerde %

86.6, gastrik klinik belirti gostermeyenlerde ise % 81.8 oldugunu bildirmislerdir.
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Arastiricilarin  tiimii  prevalans oranlarimin gastrik belirti gosteren ve gostermeyen
kopeklerdeki yakinliginin, etkenin normal gastrik floranin bir parcasi olabilecegini

gosterdigini vurgulamislardir.

Bu calismada, gastrik klinik belirti gosteren 36 kopege ait digki 6rneklerinin 27
(% 75) sinde, gastrik klinik belirti gdstermeyen 60 kdpege ait diski 6rneklerinin 38 (%
63.3)’ inde Helicobacter DNA’ s1 saptanmistir. Elde edilen verilerin istatistiki analizi
sonucunda, gastrik klinik belirti gosteren ve gostermeyenler arasindaki fark istatiksel

olarak onemsiz (p=0.237) bulunmustur.

Kopeklerde H. pylori ile klinik belirti ve prevalans {iizerine bir calisma
bulunmamasina karsin, insanlarda gastritli hastalarda H. pylori prevalansinin % 80' e ve
gastrit ve duodenal ilserlilerde ise % 90-100" e ulasabildigi bildirilmistir (1). Bu
arastirmada, gastrik klinik belirti gosteren 36 kopege ait diski 6rneklerinin 5 (% 13.9)’
inde, gastrik klinik belirti gostermeyen 60 kopege ait diski 6rneklerinin 7 (% 11.7)°
sinde H. pylori saptanmistir. Elde edilen bulgularin istatistiki analizi sonucunda, gastrik
klinik belirti gdsteren ve gostermeyenler arasindaki fark, insanlarda yapilan ¢alismalarin

aksine, istatiksel olarak 6nemsiz (p=0.750) bulunmustur.

Eaton ve ark. (31), inceledikleri 31 sokak kopeginin tiimiinde (% 100), 15
sahipli kopegin ise 10 (% 67) ‘unda Helicobacter spp varlii saptamislardir. Happonen
ve ark. (53), sahipsiz kopeklerde Helicobacter spp. prevalansinin sahipli kdpeklere
oranla daha yiiksek oldugunu belirtmislerdir. Bu arastirmada, 6rnek alinan 40 sahipli
kopegin 15 (% 37.5)’ inde, 56 sahipsiz kopegin ise 50 (% 89.3)’ sinde Helicobacter spp
DNA’ s1 saptanmistir. Sahipli ve sahipsiz kopekler arasindaki Helicobacter spp.

saptanmasi arasindaki fark istatistiki olarak énemli (p=0.01) bulunmustur.

Literatiir taramasi sonucunda, kopeklerde H. pylori iizerine sahiplilik ve
prevalansin etkinliginin incelendigi bir ¢alismaya rastlanmamistir. Bu arastirmada, 40
sahipli kopekten 3 (% 7.5)° iinde, 56 sahipsiz kopekten 9 (% 16.1)° unda H. pylori
saptanmistir. Sahipsiz kopeklerde daha fazla pozitiflik saptanmakla birlikte aradaki fark
onemsiz (p=0.439) bulunmustur. Kopeklerde sahiplilik ve H. pylori prevalansi iizerine
yapilmis calisma bulunmamasina karsin, insanlarda H. pylori prevalansinin az gelismis
iilkelerde sosyo-ekonomik durumdaki kotiilesmeye baglh olarak % 60-80’ lere ulastigi,
gelismis iilkelerde ise bu oranin beslenme, hijyen ve antibiyotik kullanimina bagh

olarak % 5-10° a kadar diisebildigi bildirilmistir (68).
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Kopeklerde Helicobacter spp. ve H. pylori iizerine cinsiyetin prevalansa etkisini
gosteren herhangi bir calisma bulunmamaktadir. Iran’da insanlarda gergeklestirilen bir
calismada, depresyon olgularinin c¢oklugu, iklime bagli sicakligin ve nispi nemin
degismesine paralel olarak ev tozu miktarinin artist nedeniyle kadinlarda erkeklere
oranla daha yiliksek miktarda H. pylori saptandigi bildirilmistir (64). Tiirkiye’ de Yilmaz
ve ark. (126), kadinlarda % 85.4 ve erkeklerde de % 76.3 H. pylori sero-pozitifligi
saptamiglardir. Alim ve ark. (1), ise kadinlarda % 73, erkeklerde % 63.3 oraninda H.
pylori saptamislar, sero-pozitiflik oraninin kadinlarda erkeklere gore istatistiksel yonden

anlamh o6lciide daha yiiksek oldugunu rapor etmislerdir.

Bu arastirmada, kopeklerin cinsiyetine gore yapilan degerlendirmede, 50 erkek
kopekten alinan 6rneklerin 29 (% 58)’ unda, 46 disi kopekten alian 6rneklerin 36 (%
78.3)’ sinda Helicobacter spp DNA’ s1 saptandi. Disi ve erkek kopekler arasindaki fark,
incelenen tiim kopeklerde istatistiksel olarak onemli (p=0.034) bulundu. H. pylori
yoniinden ise, incelenen 50 erkek kopekten 6 (% 12)’ sinda, 46 disi kopekten 6 (% 13)’
sinda H. pylori’ ye spesifik bantlar gozlendi. Disi ve erkek kopekler arasindaki fark
(p=0.877) istatistiki olarak 6nemsiz bulundu. Disilerde Helicobacter spp. oraninin erkek
kopeklere gore daha yiiksek olmasinin olasi nedenlerinden birinin, disi kopeklerde

kizginliga bagh sekillenen depresyondan kaynaklanabilecegi diistintilmiistiir.

Diker ve ark. (24), 1 yas tizeri 100 kopegin 93 (% 93) ‘linde, 2 ay-1 yas aras1 16
kopegin ise 9 (% 56.3) ‘unda Helicobacter spp. saptamislardir. Ancak elde edilen
verilerin istatistiki analizleri, gen¢ kopeklerin sayisinin az olmasi  nedeniyle
yapilmamistir. Hanninen ve ark. (52) ise, gen¢ kopeklerde Helicobacter spp. varliginin
daha yiiksek oranda oldugunu vurgulamislardir. Buna karsin Happonen ve ark. (53),
Helicobacter prevalansimin saptanmasina yoOnelik calismalarinda geng ve yash

hayvanlarda esit oranda Helicobacter spp. saptadiklarini belirtmislerdir.

Kopeklerde bu konudaki bulgularin simmirli sayida olmasmna ve yasa gore
prevalans oranlar hakkinda kesin bilgiler olmamasina karsin, insanlarda yasin etkinligi
iizerine bircok calisma vardir (88,89,94,108). Rocha ve ark. (106), H. pylori
prevalansim1 cocuklarda % 62.1 ve erigkinlerde % 34.1 olarak bildirmislerdir. Yine
Megraud ve ark. (89), gelismis iilkelerde yasayan insanlarda H. pylori sero-
prevalansinin  gen¢ bireylerde % 70, yetiskin bireylerde % 40 oldugunu

vurgulamislardir. Aragtirmacilar, geng bireylerin hijyene gerekli onemi vermemelerine
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bagh olarak fekal-oral yolla etkene maruz kaldiklarim ve bunun sonucunda

infeksiyonunun yiiksek oranda sekillendigini belirtmislerdir.

Bu arastirmada, 1 yas ve altindaki 49 kopegin 38 (% 77.6)’ inde Helicobacter
spp. spesifik 375 bp’lik bantlar gozlenirken, 1 yas iistii 47 kopegin 27 (% 57.4)’ sinde
Helicobacter spp DNA’ s1 saptandi. Yasa gore fark istatistiki olarak 6nemli (p=0.035)
bulundu. H. pylori yoniinden incelenen 1 yas ve altindaki 49 kopege ait diski
orneklerinin 6 (% 12.2)’ sinda, 1 yas tstii 47 kopege ait diski 6rneklerinin 6 (% 12.8)’
sinda H. pylori DNA’ s1 saptandi. 1 yas ve altindaki ve 1 yas iizeri kopekler arasindaki
fark istatistiksel olarak Onemsiz (p= 0.938) bulundu. Calismada genc kopeklerde
Helicobacter spp. DNA’ sinin daha fazla saptanmasinin nedenlerinin, yavru kopeklerin
laktasyon periyodu boyunca anneleriyle ve birbirleriyle olan siki iliskisinden ve immun

sistemlerinin tam gelismemis olmasindan kaynaklanabilecegi diisiiniildii.

Eaton ve ark. (31), 54 kopek mide biyopsi orneginden Skirrow supplement
iceren kanhi agara ekim yapmus, 12 (% 22) Ornekten Helicobacter izolasyonu
gerceklestirmislerdir. Cins spesifik primerlerle yapilan PCR sonucunda ise, 22 (% 40)
ornekte Helicobacter saptamiglardir. Baska bir calismada Cattoli ve ark. (12), 25 mide
biyopsi 6rneginin kiiltiirii i¢in Skirrow supplement iceren BHI Agar kullanmis ve 5 (%
20) ornekten izolasyon gergeklestirmislerdir. Cins spesifik primerler kullanilarak
yapilan PCR sonucunda ise 25 oOrnegin 18 (% 72)° inde Helicobacter spp.
saptamiglardir. Hwang ve ark. (61), kopeklerdeki gastrik Helicobacter infeksiyonun
prevalansinin saptanmasi amaciyla kopeklerin mide biyopsi Orneklerinden DENT
supplement iceren % 5 kanli tryptic soy agara ekim yapmislar ancak izolasyon
gerceklestirememisken, cins spesifik primerlerle yapilan PCR sonucunda 15 6rnekten
11 (% 78.4) inde Helicobacter DNA’ s1 saptamislardir. Arastirmacilar izolasyon
oraninin  azligmi ya da olmayisim rutin laboratuvar yontemleriyle gastrik
Helicobacterlerin izolasyonunun zorluguna, her Helicobacter tiiriiniin kiiltiire edilebilir
olmayisina ve Ornekleme Oncesi c¢esitli nedenlerle antibiyotik tedavisi uygulanmis

olmasina baglamiglardir (12,31,61).

Diskidan H. pylori izolasyonu iizerine sinirl sayida calisma vardir. Daz-Regan
ve ark. (19), diskida hizla iireyerek H. pylori’ nin liremesini Onleyen bakterilerin
varligini belirtirken, Mai ve ark. (78), etkenin diskidan kiiltiirii sirasinda iiretilemeyen

kokkoid form almasini izolasyonu zorlagtiran nedenler arasinda gostermislerdir.
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Bu aragtirmada, PCR ve RFLP sonucunda H. pylori DNA’ s1 saptanan 12 diski
orneginden yapilan bakteriyolojik inceleme sonucunda, dérneklerin hicbirinden H. pylori
izole edilmemesinin yukarida sdzedilen nedenlerden kaynaklandigi kanisina varilmistir.

Sonug olarak bu calismada, kopeklerde non-invaziv bir yontemle Helicobacter
spp.- ve H. pylori varliginin saptanabilecegi, bu amacgla kullanilabilecek olan kopek
diskilarinin PCR-RFLP analizleri i¢in uygun 6rnekler oldugu diisiiniilmiistiir. Calisma
ile Tirkiye’ de kopeklerde H. pylori varligi ilk kez ortaya konulmus ve H. pylori

prevalansi % 12.5 olarak saptanmaistir.
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