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OZET

inal Nese, Diski ve Mide Biyopsi Orneklerinden Helicobacter pylori
Enfeksiyonunun ve Klaritromisin Direncinin Molekiiler Yontemler ile
Saptanmasi, Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim
Dali, Uzmanlik Tezi, Ankara, 2022. Helicobacter pylori (H. pylori) diinya niifusunun
yarisin1 enfekte eden ve tedavi edilmedigi silirece midede varlifini siirdiiren bir
bakteridir. Tanist i¢in bir¢ok invaziv ve noninvaziv yontem gelistirilmistir.
Noninvaziv yontemlerle tani hasta acgisindan daha kolay oldugu i¢in, birgok
noninvaziv yontemin duyarlilik ve 6zgiilliigiin arttirillmasina calisgilmaktadir. Diski
orneklerinden polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ile H. pylori varliginin ve
klaritromisin nokta mutasyonunun saptanmasi noninvaziv bir yontemdir. Digki
ornekleri kullanilarak yapilan bir polimeraz zincir reaksiyonu testi, endoskopi
yapilmasinin zor oldugu durumlarda, pediyatrik hastalarda, gebelerde ve H. pylori nin
tedavisinin takibinde etkili olabilir. Bu c¢aligmada; (i) mide biyopsi ve diski
orneklerinden ger¢ek zamanli PZR ile H. pylori enfeksiyonunun ve klaritromisin nokta
mutasyonlarinin saptanmasi; (ii) kiiltirden izole edilen H. pylori izolatlarina
antibiyotik duyarlilik testlerinin yapilmasi; (iii) antibiyotik duyarhilik testlerinin
sonuclarint klaritromisin nokta mutasyonlar1 ile karsilagtirmaktir. Calismaya dahil
edilen 63 hastanin H. pylori enfeksiyonunun tanisi i¢in kiiltiir, hizli ireaz testi, diskida
antijen testi (HpSA), histopatolojik inceleme ve mide biyopsi PZR yontemleri
uygulandi. Calismamizda iki testin kombinasyonu veya gastik biyopsi kiiltiirii
pozitifligi "referans sonug" olarak kabul edilmistir. Calismamizda H. pylori nin tespiti
ve 23S rRNA genindeki klaritromisin direncinden sorumlu en sik gdoriilen nokta
mutasyonlarinin (A2142G, A2143G) saptanmasi i¢in tasarlanmis “Ezplex HP-CLA”
(SML Genetree, Kore) PZR tani kiti kullanildi. Mide biyopsi drneklerinden hizli tireaz
testi ile %30,2’sinde, histopatolojik incelemede %38,1’inde, mide biyopsi PZR testi
ile %58,7’sinde H. pylori tespit edildi. HpSA testi ile digki 6rneklerinin %28,5’inde H.
pylori pozitif saptandi. Mide biyopsi kiiltiirii ile 63 6rnegin %17,5’inde iireme oldu.
Kiiltiirden izole edilen dokuz izolata EUCAST standartlarina gore gradiyent serit



yontemi ile antibiyotik duyarlilik testi uygulandi. Levofloksasin, tetrasiklin ve
amoksisiline karsi diren¢ saptanmadi. Izolatlarm {i¢iinde klaritromisin direnci ve
ticiinde ise metronidazol direnci saptandi. Digki1 6rneklerinden PZR ile %28,5’inde H.
pylori pozitif saptandi. Diski PZR sonuglarinin referans yontem sonuclari ile
karsilastirdigimizda H. pylori nin tespiti a¢isindan duyarlilik %66,6, 6zgiilliik %100,
pozitif prediktif deger %100, negatif prediktif deger %80 ve tanisal dogruluk orani
%85,7 bulundu. Digki oOrneklerinden klaritromisin nokta mutasyonlarinin
saptanmasinda referans olarak mide biyopsi PZR sonuglar1 dikkate alinarak
degerlendirildiginde genel uyumu %65 olarak bulundu. Digki PZR klaritromisin nokta
mutasyonlart ile fenotipik antibiyotik duyarlilik sonuglari karsilagtirildiginda %66,6
oraninda uyumlu bulundu. Calismamizda digki Orneklerinden PZR’nin, o6zellikle
invaziv islemlerin zor olacagi ¢ocuk hastalarda, gebelerde ve tedavinin takibinde, H.
pylori tanisinda kullanilabilecegi sonucuna varilmistir. Diski  6rneklerinden
klaritromisin nokta mutasyonlarini tespit etme orani beklendigi gibi olmasa da yine de

umut vericidir, ancak ileri ¢aligmalara gereksinim vardir.

Anahtar Kelimeler: H. pylori, Ger¢ek Zamanli PZR, klaritromisin direnci

Destekleyen Kurulus: Hacettepe Universitesi Bilimsel Arastirmalar Proje Birimi

Proje No: THD-2021-1943
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ABSTRACT

Inal Nese, Detection of Helicobacter pylori Infection and Clarithromycin
Resistance in Stool and Gastric Biopsy Samples by Molecular Methods,
Hacettepe University Faculty of Medicine, Department of Medical Microbiology,
Thesis In Medical Microbiology, Ankara, 2022. Helicobacter pylori is a bacterium
that infects half of the world population and continues to exist in the stomach, unless
treated. Many invasive and non-invasive methods have been developed for diagnosis.
Since the diagnosis with non-invasive methods is more suitable and easy for the
patient, there are many studies to increase the specificity and sensitivity of non-
invasive methods. Detection of H. pylori and clarithromycin point mutations from
stool samples by polymerase chain reaction (PCR) is a non-invasive method. In cases
where endoscopy is difficult to perform or not available as in pediatric patients and
pregnant women, and also in the follow-up of H. pylori treatment, a real-time PCR test
using stool samples may be effective. The aims of this study were (i) to detect H. pylori
infections and the point mutations that lead to clarithromycin resistance by using real-
time PCR from gastric biopsy and stool samples (ii) to perform antibiotic susceptibility
test, (ii1) to compare the results of antibiotic susceptibility tests and the point mutations
that lead to clarithromycin resistance. The study included 63 patients whom have
undergone gastroduodenal endoscopy. Culture, rapid urease test, histopathological
examination, HpSA and gastric biopsy methods were used for the diagnosis of H.
pylori. In our study, the combination of two tests or gastic biopsy culture positivity
were accepted as the “reference result”. The “Ezplex HP-CLA real-time PCR” (SML
Genetree, Korea) diagnostic kit was used for detecting H. pylori and the most common
point mutations (A2142G, A2143G) that lead to clarithromycin resistance in the 23S
rRNA gene. H. pylori was detected in 30.2% of the gastric biopsy samples by rapid
urease test, 38.1% by histopathological examination, and 58.7% by gastric biopsy real-
time PCR test. H. pylori was positive in 28.5% by HpSA test. Growth was achieved in
17.5% of 63 specimens by the culture. Antibiotic susceptibility tests were applied by
gradient strip test for nine isolates according to EUCAST standards. Resistance to

levofloxacin, tetracycline, and amoxicillin was not detected. Clarithromycin resistance



vii

was found in three of the isolates and metronidazole resistance was found in three of
the isolates. H. pylori was detected positive in 28.5% by stool real-time PCR test.
When the reference methods results were compared to “Ezplex” stool real-time PCR,;
the sensitivity in terms of H. pylori detection was 66.6%, the specificity was 100%,
PPV was 100%, NPV was 80%, and the diagnostic accuracy was 85.7%. In the
detection of clarithromycin point mutations from stool samples with “Ezplex” real-
time PCR, the overall agreement was 65% when compared to the “Ezplex” gastric
biopsy real-time PCR results. When the phenotypic antimicrobial susceptibility results
were compared to clarithromycin point mutations detected by stool real-time PCR, it
was found to be correlated in 66.6%. In this study, it is concluded that real-time PCR
from stool samples can be used in diagnosis of H. pylori, especially where invasive
tests are hard to perform, like in the pediatric patients, pregnant women and follow-up
of treatment. Although the clarithromycin point mutations detection rate from stool
samples were not as expected, it is still promising, but more studies should be

performed.

Keywords: H. pylori, real-time PCR, clarithromycin resistance

Supporting Organisation: Hacettepe University Scientific Research Project Unit
Project No: THD-2021-1943
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1. GIRIS-AMAC

Helicobacter pylori (H. pylori) yaklasik olarak diinyada doért milyar insani
etkileyen bir bakteridir. Bu bakteri kronik gastrit, atrofik gastrit, peptik {ilser hastaligi,
gastrik adenokarsinom ve mide mukozastyla iligkili lenfoid doku lenfomasi (MALT)
ile iligkilidir (1) H. pylori enfeksiyonunun prevalansi diinyada %25-80 arasinda
degismektedir. Tiirkiye’de ise H. pylori enfeksiyonunun prevalansi %77,2’dir (2).

Klaritromisin (CLA) H. pylori eradikasyonunda en c¢ok tercih edilen
antibiyotiktir; ancak giiniimiizde klaritromisin direncinin giderek artmasi eradikasyon
tedavisinin basarisin1  simirlamaktadir (3, 4). Diinya Saghk Orgiitii (DSO),
klaritromisine direngli H. pylori’yi antibiyotik arastirma ve gelistirme i¢in yiiksek
oncelikli olarak belirlemistir. Diinya’da H. pylori’nin klaritromisin direnci 2006-2008
yillart arasinda %13’ten; 2012-2016 yillar1 arasinda %21’e yiikselerek dnemli dl¢lide
artmistir (5). Tiirkiye’de ise H. pylori’nin klaritromisin direng prevalansi %24,8 olarak

saptanmistir (6).

Klaritromisin direncine en sik neden olan mekanizma, 23S rRNA’nin peptidil
transferaz bolgesinin V. domainindeki metilasyon veya nokta mutasyonuyla
modifikasyona ugramasidir. Klaritromisine direncli H. pylori izolatlarinin 23S rRNA
mutasyonlart Japonya’da %95 oraninda A2143G ve A2142G, Avrupa’da %97,7
oraninda A2143G, A2142G ve A2142C, Amerika Birlesik Devlet’inde %91.,4
oraninda A2143G ve A2142G igerdigi bildirilmistir (7). Bu nokta mutasyonlarin

analizi ile ¢ogu klaritromisine direngli H. pylori nin tespit edilebilecegi gosterilmistir.

Disk1 6rneklerinden gergek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ile gen
mutasyonunun saptanmasi, noninvaziv bir yontemdir ve mide biyopsi Orneginden
kiiltiir yontemi ile H. pylori izolasyonu olmadan gergeklestirilebilir. Digk1 6rnekleri
kullanilarak yapilan bir ger¢ek zamanli PZR testi, endoskopik incelemenin
yapilmasinin zor oldugu durumlarda pediyatrik hastalarda, gebelerde ve H. pylori
tedavisinin takibinde etkili olabilir. Klaritromisin direnci, molekiiler yontemlerle

nokta mutasyonlar1 saptanarak, fenotipik olarak uygulanan antibiyotik duyarlilik



testlerinden daha hizli tespit edilebilir. Digki 6rneklerinden gerceklestirilecek bir
gercek zamanli PZR, H. pylori’nin hizli tespitini saglayabilir. Digk1 6rnekleri ayni
zamanda H. pylori antijenlerinin saptanmasi i¢in de kullanilmaktadir. Ancak diskida
antijen testi antibiyotik duyarlilig1 agisindan bilgi vermemektedir. Literatiirde diski
orneklerinden ger¢ek zamanli PZR ile klaritromisin nokta mutasyonlarmin kiiltiir bazli
duyarlilik testlerine goére daha hizli, tekrarlanabilirliginin daha yiiksek ve
standardizasyonunun daha kolay olduguna dair veriler bulunmaktadir (8, 9). H. pylori
CLA nokta mutasyonlar1 molekiiler yontemlerle digkida saptanabilmektedir. Yiiksek
ozgiilliikk ve duyarliliga sahip olacak sekilde tasarlanmig, diger bakteri tiirleri arasinda
olabildigince az homoloji gdsteren ve mutasyon bolgelerine miimkiin oldugu kadar

yakin olan primerlerin kullanimi saptama basarisini arttirmaktadir (10).

Bu ¢aligmada, mide biyopsi ve diski 6rneklerinden molekiiler yontemlerle H.
pylori’nin tespit edilmesi; mide biyopsi érneklerinin kiiltiirlinden izole edilen H. pylori
izolatlarinin fenotipik yontemlerle antibiyotik duyarliliklarmin belirlenmesi; gergek
zamanli PZR yontemi ile disk1 ve mide biyopsi 6rneklerinde tespit edilen klaritromisin
nokta mutasyonlarimin belirlenmesi ve klaritromisin direnci saptamada ilgili

yontemlerin karsilagtirilmasi hedeflendi.



2. GENEL BIiLGILER
2.1. Tarihce

Insan midesinde bakterilerin varligmin gdzlenmesi 100 yil oncesine
dayanmakta olup, bakterilerin gastrit ve peptik iilser ile iligkisi 1970’lerden itibaren
bilinmektedir (11). Barry Marshall ve Robin Warren’in 1984 yilinda yaptig1 ¢alismada
gastroskopi i¢in bagvuran 100 hastanin antral mukozasindan biyopsi 6rnekleri alinmis
ve 58 hastada sarmal ve kivrik basiller gozlenmistir. Mide biyopsi 6rneklerinin 11°inde
kiiltiirde flajellali ve mikroaerofilik gram negatif basiller saptanmis ve bu bakteri
Campylobacter pyloridis olarak tanimlanmistir (12). Bu bulusun ardindan yapilan
tiplendirme calismalar1 ile mikroorganizmanin Campylobacter cinsi i¢inde olmadigi
belirlenmis ve bu bakteri Helicobacter pylori olarak yeniden siniflandirilmistir (13).
Histopatolojik incelemelerde polimorfoniikleer enflamasyon ve kronik aktif gastrite
neden oldugu goézlenmistir (14). Koch’un patojenite varsayimi H. pylori kesfinin ilk

giinlerinden beri belgelenmistir (15).

Amerika Birlesik Devletleri Ulusal Saglik Enstitiisii 1994 yilinda H. pylori’nin
peptik iilsere neden oldugunu ve eradikasyonu icin tedavi edilmesi gerektigi
bildirmistir. DSO altinda bir yap1 olan Uluslararasi Kanser Arastirma Ajansi, H.
pylori’nin insanlarda birinci smif karsinojen oldugunu bildirmistir (16). H. pylori
eradikasyon tedavisi ile enfeksiyon hastaliginin komplikasyonlar1 en aza indirilebilir

ve mide kanseri riski azaltilabilir.

H. pylori eradikasyon tedavisinde en sik kullanilan antibiyotiklerden biri olan
klaritromisine kars1 artan direng nedeniyle DSO, 2017 yilinda H. pylori’yi antibiyotik

aragtirmalar i¢in yiiksek oncelikli patojen olarak belirlemistir (17).

H. pylori’nin mide hastaliklar1 tizerindeki patojenik etkisinin yani sira,
bakterinin irritable bagirsak sendromu, inflamatuvar bagirsak hastaliklari, norolojik,
kardiyovaskiiler, serebrovaskiiler, metabolik hastaliklar gibi ekstragastrik hastaliklarla

da iliskili olabilecegine dair kanitlar giderek artmaktadir (18).



2.2. Epidemiyoloji

H. pylori, diinya niifusunun yaklasik yarisin1 enfekte eden bir insan patojeni
olarak kabul edilmektedir (2). Gelismekte olan iilkelerde prevalansinin yiiksek olmasi
kisilerin yasam tarziyla iliskilendirilebilir. Epidemiyolojik acidan yas, yasam
standartlari, sosyoekonomik durum ve cografi bolgeye gore farkliliklar

gozlenmektedir (19).

H. pylori prevelansi iilkeler ve yerel bolgeler arasinda degiskenlik
gostermektedir. H. pylori prevalansi en yiiksek Afrika (%79,1), Latin Amerika ve
Karayipler (%63,4) ve Asya’da (%54,7) goriilmektedir. Buna karsilik, H. pylori
prevalansi en diisiik Kuzey Amerika (%37,1) ve Okyanusya’da (%24,4) goriilmektedir
(2). Cocuklarda H. pylori enfeksiyonunun kiiresel prevalanst %32,3 olarak
saptannugstir (20). Ulkemizde H. pylori prevalansini inceleyen en kapsamli ¢aligma
2013 yilinda yapilan Tiirkiye H. pylori prevalans aragtirmasinin sonuglaridir. Bu
calismada, 18 yas tstii 5.549 kisiye '3C ilire nefes testi uygulanmistir. H. pylori
pozitifligi %82,5 olarak saptanmistir. En yiliksek prevalans Tirkiye’nin dogu
bolgesinde %88 oraninda saptanirken, en diisiik prevalans giliney bolgesinde %79
oraninda saptanmistir. Tiirkiye’nin merkezinde H. pylori pozitifligi %85, kuzey

bolgesinde %82,3, bat1 bolgesinde ise %80,3 olarak bildirilmistir (21).

H. pylori’de antibiyotik diren¢ prevalansimna bakildiginda klaritromisin,
metronidazol ve levofloksasine karsi primer ve sekonder direng oranlarinin incelendigi
sistematik derlemede Amerika ve Gilineydogu Asya’da primer klaritromisin direnci ve
Avrupa’da primer levofloksasin direnci hari¢ tiim DSO bélgelerinde direng oranlari
ise >%15 olarak saptanmustir. H pylori nin antibiyotik direncinin diinya ¢apinda artmis
olmas1 endige vericidir ve eradikasyon tedavisinin etkinligini biiyiikk Olciide

etkilemektedir (5).
2.3. Bulas Yollan

H. pylori’nin kabul edilen bulas yollarindan en onemlisi fekal-oral yolla

bulastir (22, 23). H. pylori’nin diger bulas yollar1 ise gastro-oral, oral-oral yol olarak



bildirilmigtir (24, 25). Genetik olarak 6zdes H. pylori suslarinin birden fazla aile
ilyesinde saptanmasi ayni yasam ortamini paylasan kisiler arasinda bulasmay1
desteklemektedir (26, 27). Yetersiz sekilde dezenfekte edilmis endoskopik

malzemelerin kullanimini takiben iyatrojenik enfeksiyonlar da belgelenmistir (28).

Mayalar H. pylori bulasi i¢in rezervuar olabilir. Sili’de yapilan bir ¢alismada,
102 term gebe kadindan alinan vajinal Orneklerin %43’iinde maya saptanmustir.
Vajinal maya Orneklerinin yarisinda H. pylori 16S rDNA pozitif bulunmustur. H.
pylori’nin vajinal mayalar ile endosimbiyotik olarak yasayabilecegi ve dogum
sirasinda vertikal bulagma olabilecegi diisliniilmektedir (29). Baska bir ¢alismada,
Sili’li 6grencilerden alinan 72 oral 6rnegin ligte birinde mayalar saptanmis ve bunlarin

%62,5’inde H. pylori 16S rDNA’s1 da bulunmustur (30).

Dore ve arkadaslarinin ¢alismasinda koyun ve ¢oban kdpeklerinden elde edilen
digskilarda H. pylori antijeni ve serumlarda anti H. pylori 1gG pozitifligi saptanmistir.
Kontamine hayvan iiriinleri veya yiyeceklerle bulas olabilecegini diisiindiirmektedir
(31). Su, yiyecek, evcil hayvanlar veya vektorler araciligi ile bulas yollar

arastiritlmaktadir (32, 33).
2.4. Simiflandirma

H. pylori sarmal morfolojisi, zorunlu mikroaerofilik olmasi ve biyokimyasal
ozellikleriyle Campylobacter cinsine benzemektedir. H. pylori ayrica ireaz
aktivitesine ve ¢oklu kilifli flajellaya sahiptir. Campylobacter cinsine gore farklilik
gosteren bu Ozellikler nedeniyle 1988 yilinda taksonomik olarak Helicobacterceae
ailesi Helicobacter cinsi igerisinde smiflandirilmigtir. Giiniimiizde Helicobacter
cinsine ait 41 onaylanmis tiir tanimlanmistir (34). Helicobacter cinsinin tiim iyeleri
mikroaerofilik olup katalaz ve oksidaz pozitiftir. Tiim tiirler olmasa da bir¢cogu iireyi
hidrolize edebilmektedir. H. pylori disinda bircok yeni Helicobacter tiirii
tanimlanmistir. H. cinaedi, H. fennelliae, H. caesarodunensis, H. burdigaliensis ve H.
labetoulli dahil olmak tizere bu yeni tiirlerin bazilar1 insanlarda da tespit edilmistir (4).
H. heilmannii, H. felis ve H. suis’in insanda gastritle iligskisi oldugunu gosteren vaka

serileri bulunmaktadir (35). Bu tiirlere ayn1 zamanda kedi, kopek ve insan dis1 diger



primatlarda rastlanilmasi, enfeksiyonun insanlara zoonoz olarak bulasabilecegini
diistindtirmektedir (36, 37). H. pylori disindaki tiirlerin insan hastaliklarindaki roli
hakkindaki verilere ragmen, bildirilen iligkilerin ¢ogu sinirli kanita dayanmaktadir. H.
pylori disindaki tiirlerin insanda mide hastaliklarindaki rolii hakkinda daha fazla aragtirma

gerekmektedir (38).
2.5. Morfolojik ve Fizyolojik Ozellikleri

H. pylori 2.5-5.0 pm uzunlugunda ve 0.5-1.0 um genisliginde sarmal sekilli,
mikroaerofilik, gram negatif, hareketli bir bakteridir (39). iki veya alti adet ve yaklasik
tic um uzunlugunda unipolar flajellas1 bulunmaktadir. Bu yapilar H. pylori’nin, gastrik
mukoza i¢inde hareket etmesini ve kolonize olmasini saglar. Sivi veya kati besiyerinde
kiiltiirii yapildiginda, Gram boyama ile tipik sarmal veya basil seklindeki goriiniimiiyle
morfolojik olarak karakterize edilebilir. H. pylori’nin olumsuz kosullar altinda
morfolojik olarak varyasyona ugrayabilecegi gosterilmistir. H. pylorinin kokoidal
formu degisken pH, antimikrobiyal tedavi ve yiiksek oksijene maruziyet gibi ¢evresel
kosullar tarafindan indiiklenmektedir. Bu durumda bakteri hiicresi enzimatik olarak
inaktif hale gelir. Kokoidal formda H. pylori canli ancak kiiltiire edilemez olarak
tamimlanmaktadir. Bu durum H. pylori’nin saptanmasinda zorluklara neden
olmaktadir. Kokoidal formda H. pylori’nin viriilans faktorleri kaybolmamaktadir ve

bu form tedavi basarisizliginin 6nemli bir nedeni olarak goriilmektedir (40-42).

Dokudan hazirlanan kesit ve yaymalar veya kiiltiirden hazirlanan preparatlar
Gram boyas! ile boyanarak gram negatif kivrik basiller goriilebilir. H. pylori nin
tanisinda mide biyopsi 6rnegi hematoksilen ve eozin, Giemsa, Warthin-Starry veya

Genta boyas1 gibi 6zel boyalar kullanilarak incelenmektedir (43-45).
2.6. Ureme ve Kiiltiir Ozellikleri

H. pylori mikroaerofilik, hareketli bir bakteridir. H. pylori optimal yasam
kosullar1 i¢in yiiksek nemli ortam, pH 5,5-8, %5 O2, %10 CO2, %85 N> seviyeleri ve
34-40 °C (optimal 37 °C) sicaklik gereklidir (46). H. pylori’nin in-vitro kosullarda
iiremesi i¢in kan, hemin, serum, komiir, misir unu, yumurta saris1 gibi katki maddeleri

ile hazirlanan 6zel bir besiyeri kullanilmalidir. Kiiltiir i¢in besiyerine antimikrobiyal



bilesikler eklenirse kontaminasyon engellenerek izolasyon sansi arttirilir. Gram pozitif
koklar1 inhibe etmek i¢in vankomisin veya teikoplanin; gram negatif basilleri inhibe
etmek icin polimiksin, nalidiksik asit, kolistin, trimetoprim veya sefsulodin ve
mantarlar1 inhibe etmek icin nistatin veya amfoterisin B tercih edilmektedir.
Sefsulodin ve amfoterisin B nin eklendigi Skirrow formiiliiniin bir modifikasyonu olan

Dent takviyesi ticari olarak bulunmaktadir (47).

Morfolojik karakterizasyona ek olarak, biyokimyasal Ozellikleri katalaz,

oksidaz ve iireaz pozitif olmasidir (48).
2.7. Genom ve Plazmitler

Tomb ve arkadaslarinin 1997°de H. pylori 26695 susunun ve Honcock ve
arkadaglarinin 1998 yilinda J99 susunun genomik dizi analizini yapmalartyla H.
pylori’nin genomu hakkinda 6nemli bilgiler elde edilmistir. Bu suslarin gen
biiytikliikleri yaklasik 1.700.000 baz cifti (bg) olup G+C igerikleri %35-40 kadardir.
Bu diisiik G+C oran1 sik goriilen rekombinasyonlarin baslica nedenidir. H. pylori
26695 susunun genomu 1.587 gen, J99 susunun genomu 1.491 gen igermektedir. Her
iki genom da 16S, 23S ve 5S rRNA genlerinin iki kopyasimi bulundurmaktadir.
Genlerin 300°den fazlasi bakterinin membran yapist ile iligkilidir. Viriilansla iliskili
vakuolize edici sitotoksin geni (vacA), sitotoksinle iliskili gen A (cagA), adezin geni
(hpaA), flagellin genleri (flaA ve flaB), lireaz gen kiimesinin yapisal alt birimlerini
kodlayan ureA ve ureB geni, iireaz aktivitesi i¢in gerekli olan ureE, ureF, ureG, ureH

ve urel genleri gibi bir¢cok gen bolgesi bulunmaktadir (49-51).

H. pylori ATCC 43504 ise 1.680.829 bg’lik dairesel bir kromozomdan olusur.
G+C igerigi ise %38,82 kadardir. Kromozomu 1.615 kodlama dizisi, iic rRNA geni
(58S, 16S ve 23S), 36 tRNA kodlama bdlgesi ve 59 kodlama yapmayan “small RNA”
icerir. Cag patojenite adast (cagPAI), vacA, babA gibi viriilans gen bolgelerini
igermektedir (52).



Yapilan calismalarda H. pylori suslarimin %40 oraninda plazmit tasidigi
gosterilmistir. Biiyiikliikleri 1,5-23,3 kb¢ arasinda degisen plazmitler bulundurur,

ancak plazmitler viriilans faktorii icermezler (53, 54).
2.8. Patogenez ve Viriilans Faktorleri
2.8.1. Patogenez

H. pylori, gastrik mukus tabakasinin i¢inde veya altinda yasamakta olup, mide
ortamina yiiksek oranda uyum saglamistir. H. pylori, enfeksiyon baglangicinda iireaz
aktivitesi ile midenin asidik durumunu nétralize eder. H. pylori 'nin konak mide epitel
hiicrelerine dogru hareket etmesi i¢in flajella aracili motilite gereklidir. Takiben
bakteriyel adezinler ile konak hiicre reseptorleri arasindaki ozgiil etkilesimler
sonucunda kolonizasyon ve kalic1 enfeksiyon gelisir. H. pylori, cagA ve vacA gibi
birgok efektdr protein ve toksin salgilayarak doku hasarmma neden olur. Ayrica H.
pylori ile konak arasindaki mide epitel tabakasi, dogal bagisiklik aracilar1 nétrofilleri
aktive eden kemokinler salgilar. Gastrit ve peptik ilser gibi klinik hastaliklarin

olusumuna yol acarlar.

Ozetle, H. pylori kolonizasyonu ve patogenezi i¢in dort adim kritiktir:
(1) Asidik mide kosullar1 altinda hayatta kalma

(2) Flajella ile epitel hiicrelerine dogru hareket

(3) Adezinler tarafindan konak hiicre yiizey reseptorlerine baglanma

(4) Toksin salinimi yoluyla doku hasar1
Bakteriye Ait Faktorler

H. pylori’'nin midenin asidik ortamina uyumunda en énemli faktorlerden biri
iireaz enzimi salgilayabilmesidir. Ureaz enzimi, birka¢ heterodimerden olusmakta ve
iirenin CO2 ve NH3’e metabolizmasini katalize etmektedir. Boylece midenin asiditesini
nétralize eder ve H. pylori nin etrafinda bir “tampon tabaka” olusturur. Ureaz negatif
olan H. pylori mutantlar1 azalmis patojenite ile iliskilidir (55). Ureaz aktivitesi

mononiikleer fagosit aktivasyonunu ve sitokin tiretimini uyaran bir faktdrdiir (56).



Gastrik limen ve gastrik mukoza arasinda viskoelastik bir mukus tabakasi
bulunmaktadir. H. pylori'nin flajellas1 mukus tabakasinda motiliteyi saglayarak
bakterinin mide epitel hiicresine kolonizasyonuna izin verir. H. pylori’de 4-8 adet
unipolar flajellast bulunmaktadir. H. pylori flajellasinin elektron mikroskobik

goriintiisiinde kilif ve flajella ucunda ampul seklinde bir genigleme goriilmektedir (57).

Bakteriyel adezyon, kismen bir dizi adezin ve dig membran proteinleri
tarafindan gergeklestirilmektedir. H. pylori enfeksiyonunun patogenezinde BabA
(HopS), OipA (HopH) ve SabA (HopP) {i¢ Hop proteini rol oynar (58). Bu adezin
proteinlerinden en iyi bilineni Hop protein ailesinden BabA dis membran proteinidir.
Konak hiicrelerde fukozillenmis kan grubu antijenlerine baglanmaya aracilik eder
(59). OipA bir adezin goérevi gorebilir, ayn1 zamanda interlokin-8 ekspresyonunu
artirarak enflamasyonu da destekler (60). SabA, sialik asit iceren glikokonjugatlara
baglanmaya aracilik eder ve nétrofillerin aktivasyonunda rol oynar (61). Bununla
birlikte, H. pylori lipopolisakkariti ve konak LewisX kan grubu antijenlerinin homolog
yapilari, hiicre hasari ile birlikte otoimmiin tepkimeye yol acgabilir (62). H. pylori
ayrica mide epitel hiicrelerinin yiizeyindeki sinif II major histokompatibilite

kompleksi (MHC) molekiillerine baglanabilir ve apoptozu indiikleyebilir (63).

H. pylori, lipit A omurgasinin 1’ ve 4’ pozisyonlarindan fosfat gruplarinin
cikarilmasiyla dis membrandaki lipit A yapisint degistirir. H. pylori’nin lipit A
alaninin 4’-fosfat grubunun fosforilasyonundan sorumlu enzim, Jhp1487 (LpxF),
tanimlanmistir. H. pylori lipopolisakkaritinin lipit A alaninin LpxE ve LpxF tarafindan
defosforilasyonunun memeli konagi kolonize etmede anahtar rolii oldugu

gosterilmistir (64).

H. pylori suslarinin biiyiik kismi 95-kD molekiil agirligindaki bir toksin olan
vacA proteinini iiretir. Toksin epitel hiicre membranina etki eder ve burada voltaja
bagimli anyon transport kanali olusturarak, konak hiicre polaritesini bozar. T hiicre
proliferasyonunu indiikler ve efektdr fonksiyonunu baskilar (65). VacA, potansiyel
olarak gastrik epitelin iireye gegirgenligini artiran ve bdylece H. pylori enfektivitesi

icin uygun bir ortam yaratan pasif bir iire tasiyicist gibi davranmaktadir (66).
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Cogu H. pylori susu cag patojenite adasini (cagPAI) bulundurur. CagPAI 40 kb
biiyiikliigiinde cagA, cagE, cagG, cagl, cagl, cagM ve virB gibi 31 gen igeren bir agik
okuma bolgesidir. Bu gen adasi viriilans ve adaptasyonla ilgili proteinleri ve 6zellikle Tip-
IV sekresyon sisteminde rol alan proteinleri kodlar. Tip-IV sekresyon sistemi 120-kD
molekiil agirligindaki cagA proteinin tasinmasinda rol oynar. VacA ve cagA iireten suslar

sitokin iiretimini indiiklerler ve daha yogun doku enflamasyonuna neden olurlar (67, 68).
Konaga Ait Faktorler

H. pylori enfeksiyonlarinda hastaya ait yas, cinsiyet, sigara kullanimi, egitim
diizeyi, aile yapis1 ve genetik yatkinlik gibi faktdrler onemlidir (69).
Sonug olarak, H. pylori enfeksiyonunun patofizyolojisi ve klinik sonucu, konak

ile bakteri arasindaki karmasik bir etkilesim olarak goriilmektedir.
2.8.2. Viriilans Faktorleri

H. pylori’de bulunan iireaz, katalaz, miisinaz, fosfolipaz gibi enzimleri, nétrofil
aktive edici protein (NAP), lipopolisakkarit, sitotoksin ile iliskili gen A (cagA),
vakuolize edici sitotoksin A (vacA), dis inflamatuvar protein A (oipA), duodenal iilseri
destekleyen gen A (dupA), sialik asit baglayici adezin (sabA) ve kan grubu baglayici
adezin antijeni (babA) gibi patojenik faktorler bakterinin artan viriilansi ile iligkilidir
(70-73). H. pylori’nin viriilans faktorleri ve patogenezdeki rolleri Tablo 2.1°de

sunulmaktadir.
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Tablo 2.1. H. pylori’nin viriilans faktorleri ve patogenezdeki rolii

Virilans

Faktorleri

Patogenezdeki Rolii

Midedeki asidik ortamin nétralizasyonu ve mononiikleer fagosit

Ureaz .
aktivasyonu
Katalaz Gastrik mukozada yasama
Fosfolipaz Mukus katmanini ve epitel hiicre membranini sindirme
Flajella Hareket ve kolonizasyon
A Inflamatuvar hiicrelerin oksidatif metabolizmasinin aktivatorii,
NAP
kemotaktik
A Dis membran proteini; fukozillenmis kan grubu antijenine
Bab
baglanma ve adezyon
. Konak hiicreye girme, konak hiicrelerinin siki baglantilarin
ag o
par¢alama, malignite olusumu
CagPAl Tip IV sekresyon sistemini kodlayan 29 geni igeren bolge
OinA D1s membran proteini; proinflamatuvar sitokin ekspresyonu ile
1p
MMP-1"in uyarilmasi, beta-kateninin nukleusa gogii
DupA Antrumda IL-8 indiiksiyonu, monositlerdeki IL-12’yi indiikleme
SabA Di1s membran proteini; epitel hiicresindeki siyalize-Lex’e
a
baglanma ve notrofillerin aktivasyonu
Konak hiicre polaritesini bozma, T hiicre proliferasyonunu
VacA indiikleme ve efektdr fonksiyonunu baskilama, epitel hiicre

hasar
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2.9. Laboratuvar Tanisi

H. pylori enfeksiyonlarinin laboratuvar tanisinda kullanilan yontemler invaziv
(histoloji, kiiltiir, hizl1 iireaz testi, molekiiler yontemler) ve noninvaziv (iire nefes testi,
antikor testleri, digkida antijen testi, molekiiler testler) yontemler olmak tizere iki

gruba ayrilmaktadir.
2.9.1. invaziv Testler
Hizh Ureaz Testi

Gastroduodenal endoskopi ile alman mide antrum ve korpus biyopsi
orneklerine uygulanan hizli iireaz testi maliyet etkin, 15 dakikada sonug¢ alinabilen
kolay bir tekniktir. H. pylori nin iireaz aktivitesi ile {ire par¢alanir ve olusan amonyak,
ortamin pH’sin1 yiikselterek fenol kirmizisi indikatdriin renginin degismesine neden

olur. Hizli iireaz testinin reaksiyon hizi kismen sicakliga da baglidir.

Proton pompa inhibitorii, antibiyotik kullanimi veya ornekte az miktarda
bakteri bulunmasi yanlis negatif iireaz testi sonucuna; ireyi parcalayan diger
mikroorganizmalarin varlig1 ise yanlis pozitif sonuca yol agabilir. Jel bazli (CLOtest,
HpFast), kagit bazli (PyloriTek, ProntoDry) veya sivi bazli (UFT300, EndoscHp) ticari
test formlar1 ve laboratuvarda hazirlanmis iireli besiyerleri kullanilabilmektedir (74,
75). Birincil tan1 testi olarak gesitli lireaz testlerinin duyarliliginin yaklagik %80-100

arasinda ve 6zgilliiglinlin %97-99 arasinda oldugu bildirilmistir (76).
Histopatolojik inceleme

H. pylori’nin tanisinda histopatolojik inceleme ile gastroduodenal patolojiler,
preneoplastik ve neoplastik olusumlar (atrofi, metaplazi, displazi, malignite, lenfoma)
saptanabilir. Pahali bir yontemdir ve deneyimli personel gerektirir. Histopatolojik
inceleme ile gilincellenmis “Sydney System” siniflandirmasi kullanilarak skorlama
yapilmaktadir (77). “Sydney” skorlamasi gastrit aktivitesi ve H. pylori’nin bakteri

yogunlugunu derecelendirmek i¢in kullanilmaktadir. Histopatolojik inceleme %94
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duyarlilik ve %99 6zgiilliik degerleri ile H. pylori enfeksiyonu tanisinda kullanilan

konvansiyonel bir yontemdir (78).
Kiiltiir

H. pylori’nin kiiltlirli i¢in en iyi 0rnek, gastroduodenal endoskopi esnasinda
alinan mide antrum ve korpus biyopsi 6rnekleridir. Tanida altin standart olarak kabul
edilmekle birlikte uygulanmasindaki zorluklardan dolayr rutin pratikte tercih
edilmemektedir. Ancak son yillarda kilavuzlarda eradikasyon tedavisinde kullanilan
antibiyotiklere kars1 diren¢ gelismesi nedeniyle tedaviye yanit alinamayan vakalarda
mide biyopsi Orneklerinin kiiltiirii ve antibiyotik duyarlilik testlerinin yapilmasi

onerilmektedir (4).

Tan1 yontemlerinin duyarliligini arttirmak icin antibiyotik veya antisekretuvar
ilaglarin, ozellikle proton pompa inhibitorlerinin (PPI) endoskopiden iki hafta dnce
kesilmesi Onerilmektedir. PPI’larin direk antimikrobiyal etkisi olmamakla birlikte,
midedeki H. pylori dagilimimi degistirirler ve ozellikle antrumdaki H. pylori
kolonizasyonunu azaltirlar (79). H. pylori’nin midenin farkli bolgelerinde yerlesmis
olabilecegi goz onilinde bulundurularak, antrumdan iki biyopsi Orneginin yani sira
anterior ve posterior korpustan birer adet olmak iizere iki biyopsi drneginin alinmasi
duyarlilig1 artirmasi nedeniyle tavsiye edilmektedir. Kiiltiir i¢in alinan mide biyopsi
ornekleri, histopatolojik inceleme igin alinan 6rneklerden 6nce alinmalidir. Aksi
takdirde fiksasyon icin kullanilan sivinin az da olsa kiiltiir 6rnegini kontamine etme

ihtimali olabilir (48).

H. pylori dayaniksiz bir mikroorganizma oldugundan, kiiltiir i¢in alinan
ornegin laboratuvara tasinmasi asamasinda da dikkatli olunmalidir. Oksijen ile
maruziyeti engellenmelidir. Gastroduodenal endoskopi ile almman o&rnekler
laboratuvara yaklasik iki saat igerisinde ve transport besiyerinde (%20 gliserollii
Brucella sivi besiyeri veya 0,5 ml steril serum fizyolojik) gonderilebilir. Ornekler

kiiltiirii yapilana kadar +4 C%de en fazla dort saat bekletilebilir (80).
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Mide biyopsi Orneklerinin steril petri kabinda oOgiitiici veya bistiiri ile
pargalanarak homojenize edilmesi tavsiye edilmektedir. Ornekler at veya koyun kani
ile zenginlestirilmis Beyin-kalp infiizyon (BHI), Columbia, Wilkins-Chalgren veya
Brucella gibi kat1 besiyerlerine inokiile edilebilir. Mide biyopsi kiiltiirlerinin
duyarliligr %77- 95, 6zgiilliigii %100 olarak bildirilmektedir. Kiiltiiriin dezavantaji
alinan mide biyopsi drneklerinin tiim mide mukozasini temsil etmemesidir. H. pylori
antimikrobiyal duyarlilik testi olarak Avrupa Antimikrobiyal Duyarlilik Testi
Komitesi (EUCAST) H. pylori i¢in gradiyent serit ve agar diliisyon ydntemlerini
onermektedir (81). Klinik ve Laboratuvar Standartlar1 Enstitiisii (CLSI M45-A2)

kriterlerine gore ise agar diliisyon yontemi onerilmektedir (82-84).

Mide biyopsi Orneklerinden H. pylori nin kiiltiirli, 6zel besiyeri ve transport
kosullar1, uzman laboratuvar ekibi ve uygun ekipman gerektirmektedir. H. pylori %5
oksijen bulunan ortamlarda iiremektedir. Mide biyopsi 6rneklerinden antimikrobiyal
duyarhilik testleri icin dezavantaj; H. pylori’nin uzun siireli oksijen maruziyeti
nedeniyle lirememesidir. Bu nedenle antimikrobiyal duyarlilik sonuclart her zaman

elde edilememektedir.
Molekiiler Tanm1 Yontemleri

Mide biyopsi, tiikiiriik, dental plak, diski gibi klinik 6rneklerden H. pylori
tespitinde PZR kullanilmaktadir (85). PZR tabanli molekiiler tan1 yontemleri H.
pylori'nin tiplendirilmesi, antibiyotik duyarlhilik tespiti ve virlilans faktdrlerinin
saptanmasi gibi amaglarla kullanilabilir. Molekiiler yontemler ile ured, gimM, ureC,
16S rRNA, 23S rRNA, &sp60 ve vacA genleri dahil olmak {izere cesitli hedef genler
H. pylori tespiti i¢in kullanilmistir (86). 23S rRNA genini hedefleyen PZR’nin diger
yontemlere kiyasla mide biyopsilerinde H. pylori tespiti i¢in ¢ok daha duyarh bir

yontem oldugu dogrulanmaistir (87).
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2.9.2. Noninvaziv Testler
Ure Nefes Testi (UNT)

Ure nefes testi, aktif H. pylori enfeksiyonunun tespit edilmesinde pratik ve
glivenilir bir yontemdir. Hastaya suda ¢oziinmiis ['3C] isaretli iire ¢ozeltisi igirilir;
ardindan 60 dakika siireyle nefes Ornekleri toplanarak '*CO, varhigi agisindan
incelenir. Eger midede H. pylori mevcutsa, iire bakterinin iireazi tarafindan hizla

hidrolize edilir; isaretli CO> kandan emilir ve solunan hava ile disar1 verilir (88).

Bir diger yontem ise ['*N] igeren radyoaktif isaretli iire kullanilarak iireaz
aktivitesinin saptanmasidr. Hasta enfekte degilse, isaretli CO; liretilemez ve izotopun
cogu degisime ugramadan idrarla atilir. H. pylori enfeksiyonunun siddetini yansitan
[14N] tire miktar1, idrarla atilan amonyak igerisindeki *N yogunlugu ve atilim hizinin
dlciilmesiyle degerlendirilir (89). Ure nefes testinin avantaji, midenin tiim
mukozasindan kaynaklanan iireaz aktivitesini degerlendirmesidir. Tedaviye yanitin

degerlendirilmesinde en duyarli ve 6zgiil yontem {ire nefes testidir (90).
Antikor Testleri

Antikor testleri H. pylori enfeksiyonunun tanisi i¢in yiiksek dogruluk ve diisiik
maliyet nedeniyle rutin pratikte en sik kullanilan testler haline gelmistir. Serolojik
testlerin prensibi hastanin serumunda 06zgiil anti-H. pylori 1gG antikorlarinin

saptanmasina dayanir.

Serolojik testlerin avantajlari, 6zel ekipman veya teknik gerektirmeyerek cogu
klinik laboratuvar tarafindan uygulanabilmeleridir. Testlerin duyarlilig: ve 6zgiilliigii
kullanilan antijene, klinik duruma, altin standart olarak karsilastirilan yonteme ve
toplumdaki H. pylori prevalansina baglhidir. Genel olarak yapilan c¢alismalarda
duyarlilik (“Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay” (ELISA) tabanli testler igin)
%90-97 ve ozgiilliik %50-96 arasinda bildirilmistir (91-94).

Serolojik testlerin dezavantaji ise aktif enfeksiyon ile onceden H. pylori

maruziyeti arasinda ayrim yapamamasidir. H. pylori antikor seviyeleri, enfeksiyon
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sonrasinda iyilesen kisilerin serumunda uzun siire kalabilir. Bu nedenle, bir
poplilasyonda H. pylori icin basarili bir sekilde tedavi edilen hasta sayisi arttik¢a

seroloji ile yanlis pozitif testlerin oran1 artmaktadir (95).
Diskida Antijen Testleri

Diskida antijen testi uygulamasi kolay ve hizli sonug¢ veren bir yontemdir.
Diskida antijen testleri, H. pylori enfeksiyonu tanisinda %94 duyarlilik ve %97

ozgiilliikle kullanilan noninvaziv yontemlerden biridir (96).

Diskida H. pylori nin tespiti i¢in kullanilan ELISA veya immiinkromatografi
temelli yontemler bulunmaktadir. Bu amagla kullanilan monoklonal antikor temelli

testler, poliklonal antikor temelli testlere gore daha ytliksek dogruluk oranina sahiptir

(96).

Monoklonal antikor iceren antijen testleri, H. pylori’nin eradikasyon
tedavisinin etkinligini degerlendirmek i¢in kilavuzlar tarafindan 6nerilen giivenilir bir
testtir. Eradikasyonun degerlendirilmesi i¢in tedavinin iizerinden en az dort hafta
geemis olmasi gerekmektedir (97). Eradikasyon tedavisinin degerlendirilmesine ek
olarak monoklonal antikor iceren antijen testleri, pediyatrik hastalarda H. pylori

enfeksiyonunun tespiti i¢in uygun olan noninvaziv bir yontemdir (98).

Diskida antijen testleri antibiyotik, proton pompa inhibitorii, N-asetilsistein, tist
gastrointestinal kanama gibi c¢esitli faktorlerden etkilenmektedir (99). Test Oncesi

sicaklik ve laboratuvara taginma siiresi tanisal dogrulugu etkileyen faktorlerdir (100).
Diski Orneklerinden PZR ile H. pylori Tespiti

Diski orneklerinden PZR ile H. pylori DNA’sim1 saptamaya yonelik ilk
girisimler 1993 yilinda Mapstone ve arkadaslari tarafindan yapilmistir (101). Basarisiz
sonuclardan, diskida hedef DNA nin diisiik miktarda bulunmasi ve PZR reaksiyonunu
kisitlayict  inhibitér maddelerin varliginin sorumlu oldugu anlagilmistir. Bu
inhibitorleri bitkisel kokenli karmasik polisakkaritler olarak tanimlamiglardir. Bu

bilesikleri ortadan kaldirmak icin goreceli olarak daha uzun siiren, kompleks
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ekstraksiyon yontemleri Onerilmektedir (48). Diski ornekleri, PZR oncesi DNA

izolasyon adimlarinin olduk¢a 6nemli oldugu klinik materyallerdir.

Disk1 6rneklerinden PZR yonteminde sebze icermeyen 48 saatlik diyet, digkida
bulunan inhibitorlerin miktarin1 azaltabilir. Bu gozlem, ¢esitlendirilmis gidalarla
beslenmeyen bebeklerden alinan iyi sonuglarla uyumludur. Digki 6rneklerinden saf

DNA elde etmek i¢in ¢ok fazla sayida ¢alisma protokolii bulunmaktadir (102-104).

Diskidaki kompleks polisakkarit konsantrasyonlari, makro gdzenekli
polipropilen filtreler ve QIAamp doku kiti (Qiagen, Almanya), Xtraksiyon DNA
ekstraksiyon kiti (Qiagen, Almanya) gibi ticari kitler ve otomatize sistemler

kullanilarak 6nemli dlgiide azaltilmistir (105).

H. pylori, ekstraintestinal bir patojen olarak diskida diisiikk miktarda bulunur.
Bu nedenle dogru sonuglar elde etmek i¢in yiiksek diizeyde duyarli ve 06zgiil
primerlerin se¢imi ¢ok Onemlidir. H. pylori igin 6zgiil hedeflerin kullanilmasi
zorunludur ¢iinkii diskida H. cinaedi, H. pullorum ve H. canis gibi diger Helicobacter

tiirleri de bulunabilir (48).

Digkt orneklerinden PZR, digskidaki diisik sayida H. pylori miktar1 veya
intestinal gecis sirasinda DNA’nin bozulmasi gibi nedenlerle sinirl performansa sahip
olabilir. Ancak noninvaziv bir yontem olmasi, hizli sonu¢ vermesi agisindan

gelistirilmeye agik bir yontemdir.
2.10. H. pylori Tedavisi

H. pylori igin etkili tedavi stratejilerinin belirlenmesinde antibiyotik direncine
yonelik bolgesel veriler onemlidir. S6z konusu verilerde eksiklik nedeniyle tedavi i¢in
uygun strateji belirlemek zordur. H. pylori diinyada en yaygin enfeksiyon etkeni olup
yeterli ve etkili olmayan tedavi bakterinin diren¢ kazanmasina yol agmakta ve direncli

H. pylori suglar1 toplumda yayilmaktadir (106).

Diinyanin birgok yerinde, proton pompa inhibitorii

(PPI+amoksisilint+klaritromisin (PPI-AC)) iceren {iglii tedavi en sik kullanilan birinci
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basamak tedavidir. Antibiyotiklerin kullanim kombinasyonlarina gore farkli tedavi
protokolleri bulunmaktadir. Ardisik tedavide standart doz PPI tedavisine ilaveten ilk
hafta amoksisilin, ikinci hafta diger iki antibiyotik (metronidazol, klaritromisin)
kullanilmaktadir. Kombinasyon tedavilerinde standart doz PPI tedavisi ile birlikte ti¢
antibiyotik (amoksisilin, metronidazol, klaritromisin) de ayni zaman diliminde
kullanilmaktadir. Hibrit tedavide standart doz PPI tedavisi ile birlikte ilk hafta
amoksisilin, ikinci hafta amoksisiline ilaveten diger iki antibiyotik (metronidazol,

klaritromisin) kullanilmaktadir (4).

Primer klaritromisin direng oranlarinin %15-20 veya daha fazla oldugu bilinen
bolgelerde standart {i¢lii tedavinin ilk se¢enek olarak kullanilmasi dnerilmemektedir.
Primer klaritromisin direncinin yiiksek oldugu bolgelerde birinci basamak tedavi igin
diger temel se¢cim hala bizmut bazli dortlii tedavidir. Bu tedavi rejimi PPI, bizmut,
tetrasiklin ve metronidazol igermektedir. Tetrasiklin yerine amoksisilini ikame eden
dortlii bir tedavi de bulunmakta olup daha az kullanilmaktadir. Tetrasiklin direnci
nadir, metronidazol direnci ise yaygindir. Metronidazol direnci tedavi siiresi uzatilarak
asilabilir. PPI-AC iiglii tedavisine bizmut eklenerek dortlii tedaviye doniistiirildiigii ve
olumlu sonuglar alindig1 bildirilmistir. Bizmut olmayan dortlii tedaviler ise PPI-AC
licli tedavisine metronidazol eklenmesi anlamina gelir. ikinci basamak tedavi
protokollerinde levofloksasin igeren iiclii tedaviler, liclincli basamak tedavilerde ise
antimikrobiyal duyarlilik ve kiiltiir sonuclarina gore tedavi planlamasi yapilmasi

onerilmektedir (33).

Potasyum iyonlarina kars1 yarigmali asit bloker vonoprazan, geri doniistimlii
olarak mide asidi sekresyonunu inhibe eder. H+/K+ ATPaz’in sistein molekiilii ile
disiilfiir baglari olusturur. Uzun siireli asit baskilama, yiiksek gastrin salinimi,
hipoklorhidri ve emilim bozukluguna neden olabilir. Eradikasyon tedavisinde PPI
yerine  vonoprazan gibi  potasyum-yarigmali  asit  blokerler, CYP2CI19
polimorfizmlerinden etkilenmezler ve gastrik asit sekresyonunun daha homojen ve
giiclii inhibisyonuna neden olurlar (107). H. pylori nin eradikasyonu i¢in vonoprazan

ve amoksisilin ile ikili tedavi yeni bir tedavi stratejisi olabilir (108).
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2.11. H. pylori Antibiyotik Diren¢ Mekanizmalari

H. pylori’nin antibiyotik direnci, bu patojenin basarili bir sekilde eradikasyonu
icin 6nemli bir sorun olusturmaktadir. H. pylori nin antibiyotik diren¢ mekanizmalari
patojen ve konak agisindan incelenmektedir. Hem patojene hem de konaga bagli olarak
H. pylori ilag direncinin molekiiler mekanizmalarinin kapsamli bir sekilde anlasilmasi,

uygun tedavi rejimlerinin uygulanmasina ve eradikasyona yardimeci olacaktir.

H. pylori’nin antibiyotik direncinde rol oynayan mekanizmalar hedef bolge
mutasyonlari, antibiyotiklerin hiicre i¢i konsantrasyonunu azaltan disa atim pompalari,
hiicre membraninin gegirgenliginin azalmasi, antibiyotikleri inaktive eden enzimlerin
ekspresyonu, viriilans faktorlerinin salgilanmasi, sekresyon sistemleri, biyofilm

iretimi, H. pylori kokoid formu ve indiiklenmis otofaji olarak siralanabilir (40).

Antibiyotik aktivitesinden kaginmak igin Daisa atim sistemleri, hiicre zanindaki

hiicresel hedef mutasyonlan degisiklikler
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Sekil 2.1. H. pylori antibiyotik diren¢ mekanizmalarinin sematik ¢izimi

1) Antibiyotik aktivitesinden kagmak i¢in hedef bolge mutasyonlari, 2) Disa atim
pompasi, hiicre membranindaki degisiklikler, 3) Ilaca direngli kagis mekanizmasinin
baslatilmasi, 4) Enzim ekspresyonu ve viriilans faktorlerinin salgilanmasi (40).
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Biyofilm olusumu bakterilerin dis ortamda cevresel strese karsi direncini
arttirir. Biyofilm olusturan patojenler, 10 ila 1000 kat daha fazla antibiyotik direnci
sergilemektedir. Yonezawa ve arkadaslari, biyofilm olusumunun H. pylori’nin

klaritromisin direncini 4—16 kat arttirdigin1 saptamiglardir (109, 110).

[lag metabolizmasinda gérev yapan enzimlere ait genlerdeki polimorfizmler,
mide asidi sekresyonunda rol oynayan genlerdeki polimorfizmler, konak bagisiklik
durumundaki farkliliklar ve konagin ge¢gmisindeki hastaliklar H. pylori nin antibiyotik

direncinde rol oynayan konaga ait faktorlerden 6nemli bagliklardir (111-114).
Klaritromisin Direnci

Diinya genelinde H. pylori eradikasyon orani antibiyotik direncinin artmasi
nedeniyle giderek azalmistir. Ozellikle klaritromisin direnci 2006-2008 yillar1 arasinda

%13’ten 2012-2016 yillar1 arasinda %21 e yiikselerek 6nemli dlgiide artmstir (5).

Klaritromisin, H. pylori eradikasyonunda kullanilan en etkili antibiyotiktir. Bu
antibiyotigin asit pH’daki stabilitesi ve midede iyi emilimi diger makrolidlerden daha
istiin olmasini saglayan ydnleri olup, H. pylori nin eradikasyonu i¢in iyi bir segenek
olusturmaktadir (115). Klaritromisinin antibakteriyel etkisi bakteride 23S ribozomal
RNA molekiiliiniin V alaninin peptidil transferaz halkasi ile etkilesime girmesi

sonucunda protein sentezini inhibe etmesine baglhdir.

Makrolidlerin hedef bolgesi olan 23S rRNAnin peptidil transferaz bdlgesinin
V domaininde olusan metilasyon veya bu bolgede gelisen nokta mutasyonlar
sonucunda ribozom modifikasyona ugrar ve antibiyotik baglanamaz. Ribozomal hedef
degisiklikleri icerisinde 2142. pozisyonda bir adeninin sitozin ile yer degistirmesi ya
da 2142. ve 2143. pozisyonlarindan birinde adeninin guanin ile yer degistirmesi s6z
konusudur. Bu mutasyonlar bir¢ok makrolid i¢in ribozomlarin afinitesinin azalmasina
neden olur ve direng artistyla sonuglanir. A2143G, A2142G ve A2142C mutasyonlari
klaritromisin direncinin %80-90’indan sorumludur (116). Ayrica A2115G, G2141A,
G2172T, T2182C, T2190C, C2195T, A2223G, G2224A, G2245T, G2254T, T2289C



21

ve C2611A mutasyonlar1 da primer ve sekonder klaritromisin direnciyle

iligkilendirilmistir (117).

Ribozomal proteinlerden L.22’yi kodlayan hp1314 (rpl22) geni ve translasyon
baglatma faktorii IF-2’yi kodlayan hp1048 geni (infB) mutasyonlar1 ve aktif disa atim
pompalari da makrolid direncinden sorumludur. Bir disa atim pompasi inhibitorii olan
“Phe-Arg-B-naftilamidin”, klaritromisinin minimum inhibitdr konsantrasyonunu

diisiirdiigii saptanmistir (41, 118).

Disa atim pompalarinin agir1 ekspresyonu veya hiicre zarinin gegirgenligindeki
degisiklikler, antibiyotiklerin hiicre i¢i konsantrasyonunu azaltarak etkilerini diisiiriir.
Smiley ve arkadaglarmin klaritromisine duyarli ve direngli H. pylori izolatlarim
karsilastirmali proteomik analizlerle degerlendirdigi calismalarinda klaritromisine
direngli H. pylori’de “iron-regulated membrane protein”, “urease B”, “elongation
factor thermo unstable” ve “putative OMP”nin asagi regiile edildigi; hopT (BabB)
transmembran proteini, hofC ve OMP31’in ise yukari regiile edildigi gosterilmistir.

Bu calismada H. pylori’de OMP degisikliklerinin klaritromisin direncinde rol
oynayabilecegi gosterilmistir (119).

Birinci basamak saglik kuruluslarinda solunum yolu enfeksiyonlarinin
tedavisinde sik klaritromisin kullaniminin, H. pylori izolatlarinin klaritromisin
direncine dnemli katki sagladigi diistinilmektedir (120). Yaygin antibiyotik direnci ve
ampirik eradikasyon tedavisinin basarisizlig1 nedeniyle, yiiksek klaritromisin direnci
oranlarina (>%15) sahip bolge veya popiilasyonlarda, kiiltiir ve standart antibiyotik
duyarlilik testleri veya molekiiler yontemler ile saptanan diren¢ sonuglarina gore

tedavi onerilmektedir (4).

H. pylori’nin ve klaritromisin direncine neden olan mutasyonlarin 2-4 saat
icinde yiiksek duyarlilik ve 6zgiilliikle saptanmasina izin veren tanisal ticari kitler
bulunmaktadir (10, 121, 122). Gergek zamanli PZR kitleri, 23S rRNA geninde olusan
iic nokta mutasyona (A2142G, A2143G ve A2142C) bagl olarak ortaya ¢ikan
klaritromisin direncini saptama yetenegine sahiptir. H. pylori ve klaritromisin

direncinin tespiti i¢in “H. pylori ClariRes” (Ingenetix, Viyana, Avusturya), “Allplex
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H. pylori ve ClariR” (Seegene, Kore), “Lightmix® H. pylori” (TIBMolbiol,
Almanya), “H. pylori Tagman® real-time PCR” kiti (Meridian Bioscience, ABD) gibi
ticari olarak temin edilebilen bir dizi molekiiler testler bulunmaktadir. Bu testler
cogunlukla ger¢ek zamanli PZR ile erime egrisi analizini birlestirir ve mide biyopsisi
ve diski orneklerine uygulanabilen olduk¢a 6zgiil ve hizli (<2 saat) molekiiler
yontemlerdir. Bir bagka ticari kit olan “Genotype HelicoDR” kiti (Hain Lifescience,
Almanya), klaritromisin ve levofloksasin direncini belirlemek i¢in hem 23S rRNA
geninde hem de gyr4 geninde (N87K, D91G, D91IN, D91Y) bulunan yaygin nokta
mutasyonlarini saptamaktadir (3, 122-124).

Artan antibiyotik direnci H. pylori’nin eradikasyonunda kritik bir sorun olmaya
devam etmektedir. Kiiltiir 6ncesi yapilan ger¢ek zamanli PZR, ytiksek duyarlik ve
ozgiilliik, hizli sonug verme siiresi ve drnegin uygun taginma kosullar1 nedeniyle daha
fazla kullanilmaktadir. Ancak maliyetle ilgili endigeler, mevcut ekipman ve molekiiler
tekniklerde uzman ekip gereksinimi, gercek zamanli PZR’nin uygulanabilir olmasini

etkilemektedir.
Metronidazol Direnci

Metronidazol bir onctil ilagtir. Metronidazoliin aktif olabilmesi i¢in bakteriye
penetrasyonu ve takiben imidazol halkasinin nitro grubu hidroksilamin tiirevine
indirgenmesi gerekir. Indirgenmis iiriin bakteride DNA hasarina neden olur ve hiicre

sliir (125).

Oksijene duyarsiz NADPH rediiktaz geninde (rdxA) goriilen mutasyonlar
sonucunda inaktif rdx4 olusur ve genin ekspresyonu erken sonlanir. Direncli
suslardaki rdxA genlerinde cer¢eve mutasyonlari, yanlis anlamli mutasyonlar,
niikleotit delesyonlar1 ve insersiyonlar1 gibi birgok farkli niikleotit degisimlerine
rastlanmistir. Suslarin biiyiikk cogunlugunda rdx4 geninde mutasyon saptanmistir.

Diger mekanizmalarin daha az rol oynadig1 gosterilmistir (126).
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FrxA (NADPH flavin oksidorediiktazi kodlayan) ve fdxB (ferredoksin benzeri
protein kodlayan gen) genlerinin inaktivasyonu H. pylori’nin metronidazole karsi

direncini de indiikleyebilir (127).
Amoksisilin Direnci

Bir beta-laktam antibiyotik olan amoksisilin, penisilin baglayict proteinlerle
(PBP) kovalan baglanir, peptidoglikan sentezini bloke eder ve hiicre duvar1 olusumunu

inhibe eder. Bakterisidal etkilidir (128).

Orta veya diisiik seviyeli amoksisilin direncine yol agan en yaygin mekanizma
pbplA geninde gelisen nokta mutasyonlardir. H. pylori’nin amoksisilin direncinde

pbp2, pbp3, hefC, hopC ve hofH mutasyonlari da rol oynar (129).
Kinolon Direnci

DNA giraz gyrdA ve gyrB genleri tarafindan kodlanan bakteriyel liyazlar
smifina aittir. DNA sarmal yapisint korumak i¢in gerekli bir enzimdir. DNA

replikasyonu, rekombinasyonu ve transkripsiyonunda rol oynar.

H. pylori kinolon direncinde gyr4 geninde amino asit 87, 88, 91 veya 97’yi
kodlayan kodon pozisyonlarinda nokta mutasyonlar tanimlanmistir. Diisiik seviyeli
kinolon direnci 91. Pozisyondaki bir nokta mutasyonla iliskilendirilirken, 87.

Pozisyondaki mutasyon yiiksek seviyede bir direngle sonuglanabilir (130).
Rifabutin Direnci

Rifabutin, H. pylori’de rpoB geni tarafindan kodlanan DNA’ya bagimli RNA
polimerazin B-alt birimini inhibe eder (131). Literatiirde H. pylori izolatlarinda
rifabutine kars1 diisiik bir direng oran1 kaydedilmistir (132, 133). Rifabutin iceren
tedavi, genellikle ¢oklu eradikasyon rejimlerinin basarisiz oldugu hastalarla sinirl

kullanim alan1 olan alternatif bir tedavi se¢enegidir.
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Tetrasiklin Direnci

Tetrasiklin bakteride 30S ribozomal alt birime baglanir ve aminoagil-tRNA’ nin
baglanmasin1 bloke ederek yeni olusan peptit zincirlerinin sentezini engeller. H.
pylori’de tetrasiklin direncinde esas olarak AGA (926-928) mutasyonlart rol
oynamakta olup, mutasyon sayisi tetrasiklin direncinin diizeyiyle yakindan iligkilidir

(134).

Proton motif giice bagli disa atim inhibitorii olan karbonil siyaniir m-
klorofenilhidrazon varliginda tetrasiklin minumum inhibitér konsantrasyonlarinin
(MIK) diisiik oldugu gdzlenmistir. Bu gdzlem proton motif giice bagh disa atim
mekanizmalarinin H. pylori'nin tetrasikline karsi direncinde rol oynayabilecegini
gostermektedir. H. pylori’nin tetrasiklin direncinde disa atim pompasinin kesin

mekanizmasinin anlagilmasi i¢in daha fazla calisma gerekmektedir (135).
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3. GEREC VE YONTEM
3.1. Calisma Grubu

Calisma 6 Ocak 2021 ve 31 Temmuz 2022 arasinda ger¢eklestirildi. Hacettepe
Universitesi Hastanesi Eriskin Gastroenteroloji Poliklinigi’ne dispepsi sikayeti ile
bagvuran ve gastroduodenal endoskopi yapilan hastalar c¢aligmaya dahil edildi.
Gastroduodenal endoskopi isleminden iki hafta dncesine kadar H. pylori tedavisi
almayan ve en geg bir hafta icerisinde diski 6rnegini getirecek hastalar ¢alismaya dahil

edildi. Prospektif, kesitsel bir ¢aligma olarak planlandi.

Proje kapsaminda 6rneklerin toplanmasi, Hacettepe Universitesi Girisimsel
Olmayan Klinik Aragtirmalar Etik Kurulu’nun 06.01.2021 tarihli GO 01/44 sayili

karartyla etik agidan uygun bulundu.
3.2. Orneklerin Alimi ve Laboratuvara Getirilmesi

Gastroduodenal endoskopi ile alinan mide antrum ve korpus biyopsi drnegi
tastyici besiyeri olarak Beyin-kalp infiizyon (Becton, Dickinson and Company, ABD)
siv1 besiyerine ve ayrica lireli siv1 besiyeri igerisine aktarilarak 15 dakika igerisinde,
Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali’na
gonderildi. Gastroduodenal endoskopi islemi sonrasinda ¢alismaya dahil edilen her
hastadan 1-7 giin siiresinde taze digk1 6rnegi alinip homojenize edildikten sonra gercek

zamanli PZR yontemiyle galisilmak iizere -20 °C’de sakland (48).

3.3. Mide Biyopsi Orneginden H. pylori’nin izolasyonu
Kiiltiir

H. pylori’nin tanimlanmasi i¢in, tasiyici besiyeri olarak BHI sivi besiyeri
icinde gonderilen mide biyopsi ornekleri steril bistiiri ile pargalandiktan sonra %7 at
kan1 ve vankomisin, trimetoprim, sefsulodin ve amfoterisin B igeren “H. pylori selektif
supplement” (SR 147E Oxoid, Ingiltere) ilave edilmis segici BHI agara (Sigma-
Aldrich- ABD) yayilarak ekildi. Plaklar 35 °C’de, nemli, mikroaerofil ortamda kapali
kap sisteminde inkiibe edildi. Mikroaerofilik ortam CampyGen kiti (CN 25-Oxoid,
Ingiltere) (%5 02, %10 CO2, %85 N») ile sagland: (Sekil 3.1). Kiiltiirler iigiincii,
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besinci ve yedinci giinlerde iiremeleri agisindan kontrol edildi. Primer kiiltiirde on
giinliik inkiibasyon sonunda sonug “negatif” olarak degerlendirildi (48).

H. pylori’nin Fenotipik Tanisi

Ureme olan plaklardaki siipheli koloniler %7 at kani iceren BHI besiyerine
pasajlandi. Makroskobik olarak birbirinden ayrik, yar1 saydam ve birlesmeyen
koloniler; mikroskobik incelemede ise gram negatif, kivrik veya sarmal seklinde basil
varlig1 gozlendiginde katalaz, oksidaz, lireaz testleri uygulandi. Katalaz, oksidaz, tireaz
testleri pozitif olan bakteriler H. pylori olarak tanimland1 (Sekil 3.2; A-B) (48, 136).

Hizh Ureaz Testi

Calismamizda mide antrum ve korpus biyopsi Ornekleri %2 fireli sivi
besiyerine (Neogen, ABD) inokiile edilerek mikroorganizmanin hizl {ireaz aktivitesi
tespit edildi. Her ornek i¢in iireli sivi besiyerinde H. pylori ATCC 43504 pozitif
kontrol ve Escherichia coli (E. coli) ATCC 25922 negatif kontrol olarak kullanildu.
Test edilecek 6rnek iireli sivi besiyerine 37 °C’de dort saat inkiibe edildikten sonra
sonuclar kontrol edildi (Sekil 3.3) (48).

Histopatolojik inceleme

Hastalardan gastroduodenal endoskopi ile alinan mide antrum ve korpus
biyopsi Ornekleri iki lam arasinda ezildikten sonra metanolle fikse edildi.
Histopatolojik inceleme i¢in “Giemsa Azur Eozin Metilen Mavisi” (Merck, Almanya)
cozeltisi distile su ile 1/10 oraninda seyreltildi. Hazirlanan preperat Giemsa boyasinda
35 dakika beklenerek boyandi. Mikroskobik incelemede Helicobacter benzeri
mikroorganizmalar gézlemlendi (Sekil 3.4) (48, 90).
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Sekil 3.2. H. pylori nin koloni ve Gram boyama goriiniimii

A. H. pylori’nin %7 at kan1 iceren BHI besiyerinde ayrik, yar1 saydam
kolonilerin goriiniimii, B. Koloniden yapilan Gram ile boyal1 preperatta
gram negatif, kivrik veya sarmal sekilli basil goriintimi, x1.000.

27
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Sekil 3.3. Ureli s1v1 besiyerinin goriiniimii
1) ATCC 43504 (pozitif kontrol), 2) E. coli (negatif kontrol), 3) Klinik
ornek sonucunun goriiniimii.

»

L . -

Sekil 3.4. Mide biyopsi 6rneginin Giemsa ile boyali histopatolojik preparati, x1.000.
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3.4. H. pylori Izolatlarmin Saklanmasi

H. pylori izolatlar1, %20 gliserol eklenen BHI siv1 besiyerine steril boncuk
eklenerek kriyotiiplerde stoklandi. Bu islem igin, bir besiyeri plaginin tiim yiizeyinde
iiremis olan kolonilerin tamami boncuklu tiiplere steril ekiivyon ile aktarildi. Stok

alinan tiipler -80 °C’de saklandh.
3.5. Antibiyotik Duyarhlik Testleri

Antibiyotik duyarlilik testi icin %7 at kan1 iceren BHI besiyerine pasaj1 yapilan
H. pylori izolatlar saf kiiltiir olmas agisindan kontrol edildi. Ug giin mikroaerofilik
kosullarda inkiibe edilen H. pylori izolatlarindan Mueller Hinton siv1 besiyeri (Merck,
Almanya) icinde {ic McFarland siispansiyon hazirlandi. Izolatlarm antibiyotik
duyarlilik testi i¢cin “Mueller Hinton Fastidious Agar” (MH-F) (Becton Dickinson
GmbH, Almanya) kullanildi. Hazirlanan siispansiyon MH-F agara steril ekiivyon ile
inokiile edildi. Klaritromisin, amoksisilin, levofloksasin, tetrasiklin ve metronidazol
gradiyent seritler (Etest, bioMérieux, Fransa) agar lizerine yerlestirilip mikroaerofilik
kosullar altinda 35 °C’de ii¢ giin siireyle inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda, elips
seklindeki inhibisyon zonunun gradiyent serit ile kesistigi noktaya karsilik gelen

antibiyotik konsantrasyonu MIK degeri olarak kabul edildi (136, 137).

Kalite kontrol acisindan standart sus olarak H. pylori ATCC 43504 kullanildi.
Kalite kontrol susunun MiK aralig1 klaritromisin i¢in 0,016-0,125 pug/mL, amoksisilin
0,016-0,125 pg/mL, metronidazol 64-256 pg/mL, tetrasiklin 0,125-1 pg/mL olarak
alind1 (138).

H. pylori’nin MiK simir degerleri Tablo 3.1°de gosterilmistir. EUCAST 2022
v.12.0 standartlarma gore klaritromisin i¢in minimum inhibitdér konsantrasyonu

“MIK< 0,25 mg/L ise duyarli, MiK> 0,5 mg/L ise direngli” olarak belirlendi (81).
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Tablo 3.1. EUCAST 2022 v.12.0 standartlarma gore H. pylori nin MiK sinir degerleri

Helicobacter pylori MIK Simir Degerleri (mg/L)

S< R>
Amoksisilin (oral) 0,125 0,125
Levofloksasin 1 1
Klaritromisin 0,25 0,5
Tetrasiklin 1 1
Metronidazol 8 8

3.6. Diskida Helicobacter pylori Antijen Testi (HpSA)

“HpSA H. pylori antijen kiti” (GA Generic Assay GmbH, Almanya),
monoklonal antikorlara bagl olarak diskida H. pylori antijeninin belirlenmesinde
kullanilan kalitatif veya kantitatif ELISA tabanli bir yontemdir. Test iiretici firmanin
onerileri dogrultusunda calisildi (139).

Calisma Protokolii

Diski 6rnekleri -20 °C’de saklandi. Calisma i¢in dondurulmus 6rnekler oda
sicakligina getirildi ve 1000 pl ekstraksiyon ¢ozeltisi bulunan tiiplerin igerisine digki
katiysa yaklagik 100 mg veya disk stviysa 100 pl eklendi. Homojenize olana kadar
vorteks ile karigtirildi. Santrifiijleme adimu ile yiizen partikiiller ¢oktiiriildii.

1. Kontrol, kalibrator, hasta 6rnekleri H. pylori’ye karst monoklonal antikorlarla
kaplanmis mikroplak ¢ukurlarina dagitild.

2. “Horseradish” peroksidaz enzimi ile isaretli anti-H. pylori antikorlar
mikroplak ¢ukurlara dagitildi.

3. Plak 22-25 °C’de 60 dakika inkiibe edildi.

4. Inkiibasyon sonunda ¢ukurlar yikama soliisyonu ile bes kez yikand.

5. Renksiz 3,3°,5,5’-tetrametilbenzidin substrat ¢ozeltisi eklendi. “Horseradish”
peroksidaz enzimi kromojen substratt mavi bir iiriine doniistiirdii.

6. Plak 22-25 °C’de 15 dakika inkiibe edildi.

7. Reaksiyon kuyucuklaria dagitilan durdurma ¢ozeltisi (stilfiirik asit) ile enzim

reaksiyonu sonlandirildi.
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8. Reaksiyon durdurulduktan sonra reaksiyon iirlinliniin sinyal yogunlugu
spektrofotometrik olarak ol¢iildii.

9. Spektrofotometrede ¢ozeltinin optik yogunlugu 450 nm’de okundu.

10. Kalitatif degerlendirmede iki kalibratoriin optik dansitesinin toplaminin yarisi
sinir deger (cut-off) olarak kabul edildi. Bunun altindaki degerler negatif;
tizerindeki degerler ise pozitif olarak kabul edildi.

Cut-off OD=(OD CAL2 +OD CAL1)/2 (OD: Optik dansite, CAL:Kalibrator)
3.7. Mide Biyopsi Orneklerinden DNA izolasyonu

Mide biyopsi Ornekleri DNA izolasyon islemi igin steril tiipte Tris-EDTA
tamponunda -20 °C’de saklandi. Calismada mide biyopsi Orneklerinden DNA
izolasyonu ticari bir izolasyon kiti olan “QIAamp DNA Mini Kit” (Qiagen, Almanya)
kullanilarak gerceklestirildi. Uretici firma talimatlar1 dogrultusunda kitin icerigindeki
cozeltiler kullanilarak asagidaki islemler uygulandi (140).

Calisma Protokolii

1. Mide biyopsi 6rnegi 25 mg’a kadar kiiciik parcalar halinde kesildi. Her
ornegin parcalanmasi sirasinda yeni bir steril petri ve bistiiri kullanildi. 1,5 ml’lik
bir mikrosantrifiij tiipiine yerlestirildi ve 180 pul ATL tamponu eklendi. 20 pl
proteinaz K eklendi, vortekslenerek karigtirildi ve doku tamamen pargalanana
kadar 56 °C’de inkiibe edildi.

2. 200 pl AL tamponu eklendi, 15 saniye vorteksle karigtirildu.

3. 70°C’de 10 dakika inkiibe edildi. Kapagin i¢indeki damlalar1 gidermek
icin mikrosantrifiij tiipli kisa siire santrifiijde ¢evrildi.

4. 200 pl etanol (%96-100) eklendi ve 15 saniye vorteks ile karistirildi.
Kapagin i¢indeki damlalar1 gidermek i¢in kisa siire santrifiijde ¢evrildi.

5. Adim 4’teki karisim QIAamp Mini spin kolonuna eklendi. 8000 rpm’de
bir dakika santrifiij edildi. QTAamp Mini spin kolonu temiz bir 2 ml’lik toplama
tiipline yerlestirildi.

6. QIAamp Mini spin kolonuna 500 ul AW1 tamponu eklendi. 8000
rpm’de bir dakika santrifiij edildi. QIAamp Mini spin kolonunu 2 ml’lik temiz bir

toplama tiipiine yerlestirildi.
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7. QIAamp Mini spin kolonuna 500 ul AW?2 tamponu eklendi. Ug dakika
boyunca 14.000 rpm’de santrifiij edildi.

8. QIAamp Mini spin kolonu temiz bir mikrosantrifiij tiipline yerlestirildi
ve siizlintli igeren toplama tiipii atildi. QIAamp Mini spin kolonuna 200 pl AE
tamponu eklendi. Bir dakika oda sicakliginda inkiibe edildi ve ardindan bir dakika
8000 rpm’de santrifiij edildi.

Saflastirilmis DNA, kullanilana kadar -20 °C’de sakland:.

3.8. Diski Orneklerinden DNA izolasyonu

Plastik diski kabinda toplanan digkilar -80 °C’de saklandi. DNA saflastirma
islemi i¢in “QIAamp DNA Mini Stool Kit (Qiagen, Almanya)” kullanildi. Digki
izolasyonu i¢in tretici firma talimatlar1 dogrultusunda asagidaki islemler uygulandi
(141).

Calisma Protokolii:

1. Digk1 6rnegi 180-220 mg tartilip 2 ml mikrosantrifiij tiiptine konuldu ve buz
lizerinde tutuldu.

2. 1 ml InhibitEX tamponu eklenip bir dakika vortekslendi.

3. Siispansiyon 70 °C’de 5 dakika inkiibe edilip 15 saniye vortekslendi.

4. 20000 g’de bir dakika santrifiij uygulandi.

5. Yeni bir 1,5 mI’lik mikrosantrifiij tiipiine 15 pul Proteinaz K eklendi.

6. Dordiincii adimda hazirlanan siispansiyonun tistte kalan siipernatan
kismindan 200 pl pipetlenip Proteinaz K i¢eren mikrosantrifiij tiiptine eklendi.

7.200 ul AL tamponu siispansiyona eklenip 15 saniye vortekslendi.

8. 70 °C’de 10 dakika inkiibe edildi.

9. 200 pl etanol (%96-100) siispansiyona eklendi.

10. Siispansiyondan 600 pl pipetlenip QIAamp spin kolona aktarildi. Bir
dakika 20000 g’de santrifiij uygulandi. Spin kolon yeni bir 2 ml’lik mikrosantrifiij
tiipiine aktarilip filtrat1 iceren tiip atildi. Bu asama tiim lizat kolona eklenene kadar

tekrarlandi.
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11. QIAamp spin kolona 500 pl AW1 tamponu eklenip 1 dakika 20000 g’de
santrifiij uygulandi. Spin kolon yeni bir 2 m1’lik mikrosantrifiij tiipiine aktarilip filtrat1
iceren tiip atild1.

12. QIAamp spin kolona 500 ul AW2 tamponu eklenip 3 dakika 20000 g’de
santrifiij uygulandi. Spin kolon yeni bir 2 ml’lik mikrosantrifiij tiipiine aktarildu.

13. QIAamp spin kolonu yeni bir 2 ml’lik mikrosantrifiij tiipiine aktarildi. Ug
dakika boyunca 20000 g’de santrifiij edildi.

14. QIAamp spin kolonu yeni bir 1,5 ml’lik mikrosantrifiij tiipiine aktarilip 200
ul ATE tamponu membranin iizerine eklendi. Bir dakika oda 1sisinda inkiibe edildi.
Daha sonra 1 dakika 20000 g’de santrifiij uygulandiktan sonra kolon atildi.

Baslangic materyali olarak her digki 6rneginden yaklasik 200 mg kullanildi ve
200 pL’lik bir hacimde saflastirilmis DNA elde edildi. Saflastirilmis DNA alikotlandi

ve -20 °C’de derin dondurucuda saklandi.
3.9. Toplam DNA’nin Goriintillenmesi ve Saflik Kontrolii

Disk1 ve mide biyopsi 0rneklerinden elde edilen niikleik asitlerin miktar1 ve
saflik tayini, spektrofotometrik olarak 260 ve 280 nm’deki absorbans 6lgiimlerinin
karsilagtirilmas1 seklinde yapildi. Bu amacla saflastirilmast yukarida agiklandigi
sekilde gerceklestirilen 126 6rnekte kullanilan eliisyon tamponu arka plan okumasi
olarak degerlendirildi. Epoch spektrofotometre (BioTek Instruments, Vermont, ABD)
ile 6l¢time alind1. A260/ A280 orani 1,8’in altinda oldugu durumlarda 6rnegin protein
ve aromatik bilesiklerle, ikinin {izerinde oldugu durumlarda ise RNA ile kontamine

oldugu degerlendirilmesi yapildi (142).

3.10. izole Edilen DNA’dan H. pylori’nin ve Klaritromisin Direncinin

Gerg¢ek Zamanh PZR ile Saptanmasi

Calismamizda H. pylori’'nin tespiti ve 23S rRNA genindeki klaritromisin
direncinden sorumlu en sik goriillen nokta mutasyonlari (A2142G, A2143G)
saptanmasi i¢in tasarlanmis “Ezplex HP-CLA real-time PCR” (SML Genetree, Kore)
tan1 kiti kullanildi. “Ezplex HP-CLA real-time PCR” kiti TagMan tabanli gercek

zamanli polimeraz zincir reaksiyonu tekniklerini kullanmaktadir (143).
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Mide biyopsi ve digki orneklerinden “Ezplex” gercek zamanli PZR kiti ile
caligma agamasinda Capacity 2X Master Mixture’den 10 pL, HP P+P Mix’den 5 puL
toplamda 15 uL reaksiyon karisimi PZR tiiplerine dagitildi. Mide biyopsi ve diski
orneklerinden elde edilen kalip DNA, her PZR tiiptine 5 pL eklendi. Karigimin
cukurlara yerlesmesi amactyla uygulanan kisa bir santrifiij sonrasinda DFX96 Dx
gercek zamanli PZR cihazinda (Bio-Rad, ABD) amplifikasyon gerceklestirildi. H.
pylori enfeksiyonunun ve klaritromisin direncinin saptanmasi i¢in polimeraz
aktivasyonu ve kalip DNA nin denatiirasyonu i¢in 50 °C’de 2 dakika ve 95 °C’de 10
dakika inkiibasyonun ardindan 95 °C’de 20 saniye, 65 °C’de 1 dakikadan olugan 38
dongiiden olusan amplifikasyon protokolii uygulandi (Tablo 3.2). Sonuglar FAM
(A2142G), HEX (A2143G), CyS5 (H. pylori) ve Quasar 705 (internal kontrol) i¢in esik
degerlerine (Ct) gore yorumlandi (Tablo 3.3).

Kitte bulunan negatif kontrol, dis kaynakli niikleik asit kontaminasyonu i¢in
genel bir kontrol islevi géormektedir. DNA ekstraksiyonu ve PZR reaksiyon kurulum
adimlar1 sirasinda capraz kontaminasyonu izlemek i¢in calismada her PZR
reaksiyonunda negatif kontrol kullanildi. Kitte bulunan pozitif kontrol, her bir gen
hedefi igin sentezlenmis plazmit DNA’dan olusmaktadir. Inhibitdrlerin varhigini ve
polimeraz zincir reaksiyonunun etkinligini izlemek i¢in c¢alismada her PZR
reaksiyonunda pozitif kontrol kullanildi. Klinik O6rneklerin basariyla amplifiye
edildigini saptamak i¢in “housekeeping” geni iceren internal kontrol kullanildi.
Internal kontrol amplifikasyonu izlenmeyen 6rneklere ait sonuglar degerlendirme disi

birakildi.

Tablo 3.2. “Ezplex” ger¢ek zamanli PZR amplifikasyon protokolii.

Sicaklik/Zaman

50 °C /2 dk

Inkiibasyon 1 dongii
2 959C /10 dk

3 95°C /20 sn

38 dongii
4 65 °C /1 dk
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Tablo 3.3. “Ezplex” ger¢ek zamanli PZR sonuglarinin yorumlanmasi.

Cy5 Quasar705
Sonuglar
Ct>38 veya | Ct=>38 veya
. . H. pylori pozitif
tespit tespit Ct <38 Ct <36
(Sekil 3.6)
edilmedi edilmedi
Ct>38 veya
Klaritromisin direncli
Ct <38 tespit Ct <38 Ct <36
(A2142G)
edilmedi
Ct>38 veya
Klaritromisin direncli
tespit Ct <38 Ct <38 Ct <36
(A2143G)
edilmedi
Klaritromisin direncli
Ct <38 Ct <38 Ct <38 Ct <36 (A2142G, A2143G)
(Sekil 3.7)
Ct>38 veya | Ct>38 veya
Ct <38 tespit tespit Ct <36
edilmedi edilmedi
t> t>
1238 veya Ct=38 veya H. pylori negatifse ve
tespit t< tespit t<
o*p! Ct<38 ©°p! Ct<36 A2142G veya A2143G
edilmedi edilmedi .
pozitifse-tekrar
Ct>38 veya
Ct <38 Ct <38 tespit Ct <36
edilmedi
Ct>38veya | Ct>38 veya | Ct>38 veya Ct>36 Internal kontrol negatif-
tespit tespit tespit veya tespit tekrar
edilmedi edilmedi edilmedi edilmedi (Sekil 3.5)
Ct>38veya | Ct>38 veya | Ct>38 veya
tespit tespit tespit Ct <36 Negatif
edilmedi edilmedi edilmedi
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SEKIL 3.5. “Ezplex” gercek zamanli PZR testi ile internal kontrollerin sonuglari.
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SEKIL 3.6. “Ezplex” gercek zamanli PZR testinde H. pylori pozitif, klaritromisin
A2142G veya A2143G nokta mutasyonu saptanmayan orneklerin goriiniimii.

H. pylori (+), A2142G ve A2143G (+)
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SEKIL 3.7. “Ezplex” gercek zamanli PZR testinde H. pylori pozitif, klaritromisin
A2142G ve A2143G nokta mutasyonu saptanan pozitif kontroliin gériiniimii.
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3.11. istatistiksel Analiz

Veriler “IBM SPSS Statistics Version 23" (Copyright SPSS Inc. 1989, 2015)
yazilim1 kullanilarak analiz edildi. Siirekli veriler aritmetik ortalama, standart sapma,
minimum ve maksimum deger ile degerlendirildi. Kategorik veriler say1 (yiizde) ile
degerlendirildi. Nitelik olarak belirtilen bir degisken yoniinden ayni bireylerden
degisik zaman ya da durumda elde edilen iki gozlemin farkli olup olmadigini test
etmek i¢in McNemar testi uygulandi. Bagimsiz degiskenler i¢in ki-kare testi
uygulandi. Uygulanan tiim istatistiksel testlerde 0,05’ten kiiciik p degerleri anlamli
kabul edildi. Tani testlerinin performansi i¢in duyarhilik, 6zgiilliik, pozitif prediktif
deger, negatif prediktif deger, tanisal dogruluk orami gibi faktdrler degerlendirildi
(144).

3.12. H. pylori Kiiltiirii icin Kullanilan Besiyerleri ve Reaktifler
Beyin-Kalp Infiizyon Besiyeri (Sigma-Aldrich, 70138)

Distile suya 52 gr/L agar tartilarak karistirildi ve otoklavda 121 °C’de 15 dakika
sterilize edildi. Sterilizasyon sonrasi 25 °C’de pH 7,4+0,2 olarak ayarlandi. Besiyerine
“H. pylori selektif supplement” (SR 147E Oxoid, Ingiltere) ve %7 at kani ilave
edilerek steril 90 mm’lik steril plastik petri kaplaria dagitildi (145).

Formiil (Litre)

- AT ettt 15 g/L
- Beyin ekstrakti........cccoeviiiiiieiiiciieieee e 7,8 g/L
- D (1)-GIUKOZ.....eeriiiiieieeiieeeeeee et 2 g/l

- Disodyum fosfat..........coeiviriiniiiiiiie 2,5g/L
- Kalp eKSraktl.....cocvevuieiiiienieieeieee e 9,7 g/L
- ProteOZ PEPLON....ccviiiiiiiieciieiie ettt 10 g/L
- Sodyum KIOTit......ccouiieiiiiiieiieie et 5g/L

- pH’s1 7,4+0,2
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“Helicobacter pylori Selektif Supplement” (SR 147E Oxoid, Ingiltere)

Her bir flakon igerigi 500 ml besiyeri i¢in vankomisin 5 mg, trimetoprim 2,5

mg, sefsulodin 2,5 mg, amfoterisin B 2,5 mg icermektedir (146).

Bir flakon 500 ml’lik besiyeri i¢in iki ml distile su ile sulandirilip yaklagik 50
°C’ye sogutularak 465 ml’lik BHI agar iizerine eklendi. Otuz bes ml at kam

eklendikten sonra iyice karistirilarak steril 90 mm’lik petri kaplarma dokiildii.

Mide biyopsi drneklerinin kiiltiiri ve H. pylori’nin izolasyonu i¢in “H. pylori
selektif supplement” ve %7 at kani ilave edilen BHI agar kullanildi. Sterilite kontrolii
icin besiyeri 24 saat 37 °C’de inkiibe edildi. Ureme kontrolii i¢in %7 at kan1 ve “H.
pylori selektif supplement” (SR 147E Oxoid, ingiltere) ilave edilmis se¢ici BHI agar
H. pylori ATCC 43504 ile ekim yapilarak 37 °C’de mikroaerofil ortamda (%35 O, %10
COz, %85 Nz) 3-5 giin inkiibe edildi. Sterilite ve lireme kontrolii yapildiktan sonra
ekim yapildi.

Beyin-Kalp Infiizyon Sivi Besiyeri (BD Difco™, 2375009)

Otuz yedi gram besiyeri bir litre distile su i¢inde siispanse edilerek ¢oziildii.
121 °C’de 15 dakika otoklavda sterilize edildi. Steril 1,5 ml’lik tiiplere dagitildi. BHI

s1v1 besiyeri mide biyopsi orneklerinin laboratuvara transportu agsamasinda kullanildi

(147).

Formiil (Litre)

- Dana beyni inflzyonU............ccceevieeiienieniieiiecie e 7,7 g/L
- S181r kalbi iInflizZyonu.........cocveeiieiiiiiieeiieece e 9,8 g/L
- Prote0OZ PEPLON ...ocuvieiiieiieiie ettt 10 g/L
- DIEKSIIOZ ..ottt ettt 2 g/L

- Disodyum foSfat .........cccieeiiiniiiiieiee e 2,5¢g/L
- Sodyum KIOTHT .....eoeuviiiieeiieie e 5¢g/L

- pH: 7,4 +0,2
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Ureli S1v1 Besiyeri (Neogen, 7226)

Yirmi dokuz gram fire agar tartilip 100 mL distile su ile tamamen homojenize
olana kadar karistirildi. Yirmi iki pm’lik membran filtre ile sterilize edildi ve steril 1,5
ml’lik tiiplere 4-5 ml miktarinda dagitildi (148).

Formiil (Litre)

- Enzimatik sindirilmis jelatin..........cccccoovveeiienieniiiiieeieeeee 1 g/L
- DEKSIIOZ. ..ottt 1 g/L
- Sodyum KIOTHT......cooiiiiiiieiierieeicee et 5¢g/L
- Monosodyum fosfat..........cccecveeiiiniiniiiiicieece 2 g/L
- Ulcihh A8 4 & & . ....... 20 g/L
- Fenol KIrmIZIS1.......cccvieiiiiiiiiieciieiieeieee e 0,012 g

- pH: 6,8 + 0,2, 25 °C’de saklandh.
“Mueller Hinton Fastidious Agar” (BD, 257491)

Mueller Hinton Fastidiydz agar, %5 mekanik olarak defibrine at kani ve 20
mg/L B-NAD ile zenginlestirilmis Mueller Hinton agardan olusan hazir besiyeridir
(149).

Formiil (Litre)

- Bt OZU. .o 2g

- Kazein asit hidrolizat.............coooeeiiieiiienieiiieeeeeeee 175 g
- INISASEA. ..ottt ettt ettt re e et e eene 1,5¢g
- AAT .o 17 g

- At kani, mekanik olarak defibrine............cccccoooeviniiieenien. .. %5

- BNAD. ..ot 0,02 g

pH: 7,3+0,1
Kalite kontrolii H. pylori ATCC 43504 susu ile gerceklestirildi.
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Oksidaz Testi
Tetrametil-p-fenilendiamin dihidrokIorir.............ccccoeveiieniiniiiiiiiiiiees 0,1g
DISHILE SU. ettt sttt 10 ml

Oksidaz deneyi i¢in, tetrametil parafenilendiamin dihidrokloriir (%1)
kullanildt. Filtre kagitlarinin tizerlerine hazirlanan ¢6zelti damlatildi ve sonra koloniler
plastik 6ze ile filtre kagidina yayildi. 15 saniye igerisinde mavi-siyah renk olugmast
pozitif olarak degerlendirildi. Test degerlendirilirken Pseudomonas aeruginosa ATCC

27853 pozitif kontrol, E. coli ATCC 25922 ise negatif kontrol olarak kullanildu.
Katalaz Testi

Kiiltiirde iireyen saf koloni temiz bir lamel {izerine alinip iistiine bir damla %3
oraninda hidrojen peroksit damlatildi. Hidrojen peroksit damlatildiktan hemen sonra

baloncuk olusumu goriiliirse sonug pozitif olarak degerlendirildi.
CampyGen Kiti (CN0025-Oxoid)

CampyGen kiti kapali bir kavanoza yerlestirilip kavanozdaki atmosferik
oksijen, es zamanli karbondioksit iiretimi ile hizla emilip mikroaerofilik ortam
kosullar1 olusturmak i¢in kullanildi (150). Kitin kalite kontrolii H. pylori ATCC 43504
ile gerceklestirildi.

Tris-EDTA (TE) Tamponu

DNA izolasyonu i¢in mide antrum ve korpus biyopsi 6rnekleri 500 pl Tris-
EDTA tamponu igeren mikrosantrifiij tiipiine alinarak ¢aligma igin -20 °C’de saklandi.
0,5 ml 2M Tris HCL (Sigma-Aldrich, ABD) ve 0,2 ml 0,5M EDTA eklendi. Hacim

steril distile su ile 100 mI’ye tamamlandi.
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4. BULGULAR

Ocak 2021-Temmuz 2022 arasinda Hacettepe Universitesi Hastanesi
Gastroenteroloji Endoskopi Unitesinde gastroduodenal endoskopi yapilan 73 hasta
caligmaya dahil edildi. Caligma kriterlerine uymayan 10 hasta ¢alisma dis1 birakildi.
Calisma gastroduodenal endoskopi uygulanan 63 hastay1 kapsamaktadir. Calismaya
alinan hastalarin gastroduodenal endoskopik tanisinda %66,6’sinda (s:42) gastrit,
%7,9’unda (s:5) Ozefajit ve gastroduodenit, %7,9’unda (s:5) gastrit ve iilser,
%06,3’linde (s:4) gastroduodenit, %1,5’inde (s:1) duodenit, %1,5’inde (s:1) 6zefajit
ve hiatal herni, %3 linde (s:2) 6zefajit ve gastrit, %4,5’inde (s:3) normal endoskopik
bulgular izlenmistir.

Calismaya dahil edilen 63 hastanin demografik ve klinik 6zelliklerinin
dagilimlar1 Tablo 4.1°de yer almaktadir. Calisma dahilindeki hastalarin yaslar1 19 ile
80 arasinda degismekte olup yas ortalamasi 51,25+13,83 yildir. Hastalarin beden
kitle indeksleri 18 ile 46 arasinda degismekte olup beden kitle indeksi (BMI)
ortalamas1 27,66+6,00 kg/m?’dir. Hastalarin %19,7’sinde (s:12) sigara kullanimu,
%90,5’inde (s:57) sistemik hastalik, %34,4’linde (s:21) ailede mide hastalig1
ozgecmisi mevcuttur. Ogrenim durumlar1 incelendiginde ilkokul %27,1 (s:18),
ortaokul %5,1 (s:3), lise %25,4 (s:15), lisans %27,1 (s:16), 6n lisans %3,4 (s:5) ve
yiiksek lisans %8,5 (s:2) olarak gozlenmistir.

Tablo 4.1. Hastalarin demografik ve klinik 6zellikleri (s:63).

Sayi (s) Yiizde (%)
L. Erkek 23 %36,5
Cinsiyet
Kadmn 40 %63.5
. Yok 49 %380,3
Sigara Kullanim
Var 12 %19,7
. . . Yok 6 %9,5
Sistemik Hastalik Varhgi

Var 57 %90,5
Ailede Mide Hastalig1 Ozgecmisi Yok 40 %065,6

(Mide kanseri, gastrit, iilser vb.)
Var 21 %34.,4
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Hastalarin 63 mide biyopsi 6rnegine H. pylori’nin tespiti i¢in kiiltiir, hizli tireaz
testi, histopatolojik inceleme ve gercek zamanli PZR yontemleri uygulanmistir.
Calismamizda mide biyopsi drneklerinin hizl iireaz testi ile 19’unda (%30,2) iireaz
aktivitesi pozitif olarak degerlendirilmistir. Histopatolojik incelemede mide biyopsi
orneklerinin 24’tinde (%38,1) H. pylori benzeri mikroorganizmalar gdzlemlenmistir.
Mide biyopsi kiiltiirii ile 6rneklerinin 11’inde (%17,5) H. pylori izole edilmistir (Tablo
4.2). Bunlardan dokuz izolata antibiyotik duyarlilik testi uygulanmistir. Levofloksasin,
tetrasiklin ve amoksisiline kars1 diren¢ saptanmanustir. Izolatlarin iigiinde

klaritromisin direnci, ligiinde ise metronidazol direnci saptanmistir (Tablo 4.3).

Calismamizda “referans sonug” olarak H. pylori enfeksiyonunun tanisinda
mide biyopsi kiiltiirii pozitif olanlar veya hizli iireaz testi, histopatolojik inceleme,
digkida antijen testi ve mide biyopsi gercek zamanli PZR yontemlerinden en az ikisi
pozitif olanlar “H. pylori pozitif” kabul edilmistir (87). Calismaya dahil edilen 63
hastanin referans sonucuna gore 27°si (%42,9) “H. pylori pozitif”, 36’s1 (%57,1) ise
“H. pylori negatif” grubu olusturmaktadir.

Tablo 4.2. Hastalarin hizli iireaz testi, mide biyopsi kiiltiirii, histopatoloji, diskida
antijen testi ve mide biyopsi ger¢ek zamanli PZR sonuglari.

$:63 S Y%
. Pozitif 19 (%30,2)
Hizh Ureaz Testi .
Negatif 44 (%69,8)
Ureme Var 11 (%17,5)
Mide Biyopsi Kiiltiirii -
Ureme yok 52 (%82,5)
HP (+) 24 (%38,1)
Histopatoloji
HP (-) 39 (%61,9)
HPSAg (+) 18 (%28,6)
Diskida Antijen Testi
HPSAg (-) 45 (%71,4)
Mide Biyopsi Ger¢ek HP () 37 (%38.7)
Zamanh PZR HP (-) 26 (%41,3)

(HP (+): H. pylori pozitif, HP (-): H. pylori negatif, HPSAg (+): H. pylori digkida antijen testi
pozitif, HPSAg (-): H. pylori diskida antijen testi negatif)
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Tablo 4.3. H. pylori izolatlarinin klaritromisin, amoksisilin, levofloksasin, tetrasiklin
ve metronidazol i¢in MIK (pg/mL) sinir degerleri (S: Duyarli, R: Direngli)

Izolat | Klaritromisin | Metronidazol | Levofloksasin | Tetrasiklin | Amoksisilin
Ni-8 0,125 0,258 0,047 S 0,032 S <0,016 S
Ni-10 <0,016 S <0,016 0,004 S <0,016 S <0,016 S
Ni-13 16 R <0,016 S 0,08 S 0,032 S <0,016 S
Ni-14 <0,016 S >256 R 0,023 S 0,064 S <0,016 S
Ni-16 <0,016 S <0,016 S 0,125 S <0,016 S <0,016 S
Ni-24 8R 12R 0,006 S 0,258 0,064 S
Ni-37 <0,016 S 0,064 S 0,023 S 0,032 S <0,016 S
Ni-42 <0,016 S <0,016 S 0,004 S <0,016 S <0,016 S
Ni-56 8R >256 R 0,023 S 0,032 S <0,016 S

Hastalarin cinsiyetine gore “referans sonu¢” ile karsilastirildiginda H. pylori
pozitifligi agisindan istatistiksel olarak anlamli farklilik saptanmistir (p<0,05). Erkek
hastalardaki H. pylori pozitifligi kadin hastalara oranla istatistiksel olarak anlaml
diizeyde daha yiiksek bulunmustur. Hastalarin yasina gore “referans sonug” ile
karsilagtirildiginda ise H. pylori pozitifligi acisindan istatistiksel olarak anlamli

farklilik saptanmamuistir (p>0,05).

“Ezplex” gercek zamanli PZR ile 63 mide biyopsi 6rneginin 37’sinde (%58,7)
H. pylori pozitif bulunmustur. H. pylori pozitif saptanan drneklerin 27’sinde (%72,9)
nokta mutasyonu saptanmamistir. H. pylori pozitif saptanan 6rneklerin 10’ unda (%27)
ise klaritromisin nokta mutasyonu saptanmugtir. Klaritromisin nokta mutasyonu
acisindan 3’tinde (%30) A2142G ve 7’sinde (%70) A2143G mutasyonu bulunmustur.
“Ezplex” mide biyopsi ger¢ek zamanli PZR testi ile pozitif bulunan hastalarin esik
deger sonuclar1 19,40 ile 37,45 arasinda degismekte olup mide biyopsi Ct ortalamasi
27,48+6,33 bulunmustur (Tablo 4.4)
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Tablo 4.4. “Ezplex” mide biyopsi ger¢ek zamanli PZR ile pozitif bulunan 6rneklerin
Ct sonuglari.

Mide Biyopsi Ger¢ek zamanh PZR (s:37)
X£SS min-maks
“Ezplex” Mide Biyopsi (Ct) 27,48+6,33 19,40-37,45

Siirekli veriler X : Aritmetik Ortalama, SS: Standart Sapma, minimum, maksimum deger ile

degerlendirilmistir.

“Ezplex” mide biyopsi ger¢cek zamanli PZR altin standart yontem mide biyopsi
kiiltiirti ile karsilastirildiginda duyarlilik %100, 6zgiillikk %50, PPV %29,8, NPV
%100 olarak saptanmistir. Mide biyopsi kiiltiiriinden H. pylori izole edilen tiim
orneklerde “Ezplex” mide biyopsi ger¢ek zamanli PZR ile H. pylori DNA’s1 pozitif
saptanmistir (Tablo 4.5).

Tablo 4.5. “Ezplex” mide biyopsi ger¢cek zamanli PZR ve mide biyopsi kiiltiirii
sonuclarinin karsilagtirilmasi.

<63 Mide Biyopsi Kiltirii
HP+ (s:11) HP- (s:52)
Mide Biyopsi Gergek HP+ (s:37) 11 (%17,5) 26 (%41,3)
Zamanli PZR HP- (s:26) 0 26 (%41,3)
Kategorik veriler sayi (viizde) ile degerlendirilmistir. Mc-Nemar testi uygulanmigtir.

Hastalara digki kabinin teslimi ve laboratuvarda diski tiipiiniin dondurulmasi
arasindaki ortalama siire 4,75+2 giindiir. Disk1 6rneklerine digkida antijen testi ve digki
gercek zamanli PZR yontemleri uygulanmistir. Digkida antijen testi ile drneklerin

18’inde (%28,5) H. pylori antijeni pozitif saptanmustir.

Hastalarin cinsiyetine gore “Ezplex” mide biyopsi gercek zamanli PZR
sonuclar1 agisindan istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunmamaktadir (p=0,185).
Hastalarin cinsiyetine gore “Ezplex” digki ger¢ek zamanli PZR sonuglar1 arasinda
istatistiksel olarak anlamli farklilik vardir (p=0,047). Erkek hastalardaki “Ezplex”
digkr gercek zamanli PZR pozitifligi kadin hastalara oranla istatistiksel olarak anlaml

diizeyde daha yiiksek bulunmustur (Tablo 4.6).
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Tablo 4.6. Hastalarin cinsiyetlerine gore “Ezplex” mide biyopsi ve diski gergek
zamanli PZR sonuglarinin karsilastirilmasi.

Cinsiyet
Erkek (s:23) Kadin (s:40) p
n % n %
Mide Biyopsi | yp, | 15 | (696) | 21 (52,5)
Gerg¢ek Zamanh 0,185
PZR HP- 7 (30,4) 19 (47,5)
Diska HP+ | 10 (43.5) 8 (20,0)
Gercek Zamanh 0,047
PZR HP- 13 (56,5) 32 (80,0)
Kategorik veriler sayi (yiizde) ile degerlendirilmistir. Ki kare testi uygulanmistir.

“Ezplex” gercek zamanli PZR ile diski 6rneklerinin 18’inde (%28,5) H. pylori
DNA’s1 pozitif bulunmustur. Digki 6rneklerinden gergek zamanli PZR ile H. pylori
DNA’s1 pozitif bulunan %33,3’iinde (s:6) klaritromisin nokta mutasyonu saptanmaistir.
Digsk1 gergek zamanli PZR yontemi ile klaritromisin direngli Ornekler nokta
mutasyonlar1 agisindan incelendiginde ii¢ 6rnekte A2142G ve ti¢ drnekte ise A2143G

mutasyonu saptanmistir.

“Ezplex” digki gercek zamanli PZR yonteminin “referans sonug¢” ile uyumu
Tablo 4.7°de gosterilmistir. “Referans sonuca” gore 27 hastanin %66,7’sinde (s:18)
“Ezplex” diski ger¢ek zamanli PZR ile H. pylori DNA’s1 pozitif saptanmistir.
“Referans sonuglara” gore 36 hastanin %100’linde (s:36) “Ezplex” digski gercek
zamanli PZR ile H. pylori DNA’s1 negatif bulunmustur.

Tablo 4.7. Hastalarin “referans sonu¢” ile “Ezplex” digki ger¢ek zamanli PZR
sonuclarinin karsilastirilmasi.

<63 “Referans Sonuc¢”
HP+ (s:27) HP- (s:36)

“Ezplex” Diski HP+ (s:18) 18 (%28.6) -
Gercek zamanl PZR HP- (s:45) 9 (%14,2) 36 (%55,2)

Kategorik veriler sayi (yiizde) ile degerlendirilmigtir.
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“Ezplex” digki ger¢ek zamanli PZR testinin “referans sonuca” gore analitik
performansi degerlendirildiginde duyarhilik, 6zgiilliik, pozitif prediktif deger (PPV),
negatif prediktif deger (NPV) ve tanisal dogruluk oran1 Sekil 4.1’de gdsterilmistir.

"Ezplex" Diski Ger¢cek Zamanli PZR

Tanisal Dogruluk Orani 85,7%
Negatif Prediktif Deger 80%
Pozitif Prediktif Deger 100%
Ozgiilliik 100%
Duyarhhk 66,6%
0,0% 20,0% 40,0% 60,0% 80,0% 100,0% 120,0%

Sekil 4.1. “Ezplex” diski gercek zamanli PZR yonteminin duyarlilik, 6zgiilliik, PPV,
NPV ve tanisal dogruluk orani sonuglari.

“Ezplex” digk1 gercek zamanli PZR ydnteminde pozitif bulunan hastalarin esik
deger (Ct) sonuglar1 Tablo 4.8’de gosterilmistir. “Ezplex” diski Ct sonuglar1 32,56 ile
36,79 arasinda degismekte olup “Ezplex” diski Ct ortalamas1 34,00+1,39°dur.

Tablo 4.8. “Ezplex” diski gercek zamanli PZR sonucu pozitif bulunan érneklerin Ct

sonuglart.
“Ezplex” Diski Ger¢cek Zamanh PZR (s:18)
X+SS min-maks
“Ezplex” Diski Ct 34,00+1,39 32,56-36,79
Siirekli veriler X : Aritmetik Ortalama, SS: Standart Sapma, minimum, maksimum deger ile
degerlendirilmistir.

“Ezplex” digki ve mide biyopsi orneklerinde ger¢cek zamanli PZR ile pozitif

bulunan hastalarin Ct sonuglarinin karsilastirilmasi Sekil 4.2°de gosterilmistir.
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Sekil 4.2. “Ezplex” diski ve “Ezplex” mide biyopsi ger¢cek zamanli PZR ile pozitif
bulunan hastalarin Ct sonuglarinin karsilastiriimasi.

H. pylori nin tespiti i¢in “Ezplex” diski ger¢ek zamanli PZR sonuglarini altin
standart mide biyopsi kiiltiirii ile karsilastirdigimizda duyarlilik %81,9, 6zgiillik
%82,7, PPV %50, NPV %95,6, tanisal dogruluk orant %82,6 olarak saptanmistir
(Tablo 4.9).

Tablo 4.9. Mide biyopsi kiiltiiri ve “Ezplex” diski ger¢ek zamanl PZR sonuglarinin

karsilastirilmast.
<63 Mide biyopsi Kiltiiri
HP+ (s:11) HP- (s:52)
Diski HP+ (s:18) 9(14,2) 9 (%14,2)
Gercek Zamanl PZR HP- (s:45) 2(%3,1) 43 (%68,3)
Kategorik veriler sayi (yiizde) ile degerlendirilmigtir. Mc-Nemar testi uygulanmistir.

Literatiirde histopatolojik incelemenin referans olarak kabul edildigi ¢aligmalar
bulunmaktadir (87). Bu nedenle “Ezplex” diski ger¢ek zamanli PZR sonuglarinin
referans olarak histopatolojik inceleme sonuglari ile karsilastirdigimizda H. pylori nin
tespiti icin duyarlilik %70,8, 6zgiilliik %97,4, PPV %94,4, NPV %84,4 ve tanisal
dogruluk orani %87,3 olarak saptanmistir. Histopatolojik inceleme ve “Ezplex” diski
gercek zamanli PZR sonuglarinin istatistiksel analizinde anlamli fark saptanmamigtir
(p=0,034). “Ezplex” diski gercek zamanli PZR sonuglarinin referans olarak
histopatolojik inceleme arasindaki uyumu Tablo 4.10°da gdsterilmistir. Histopatolojik
incelemede H. pylori negatif saptanan bir hastanin digkida antijen testi, hizli lireaz testi

ve mide biyopsi ger¢ek zamanli PZR yontemleri ile H. pylori pozitif saptanmigtir.
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Tablo 4.10. Histopatoloji ve “Ezplex” diski gercek zamanli PZR sonuglarinin

karsilastirilmast.
Histopatoloji
s:63
HP+ (s:24) HP- (s:39)
Digki HP+ (s:18) 17 (%27) 1(%1,6)
Gercek Zamanh PZR HP- (s:45) 7 (%11,1) 38 (%60,3)
Kategorik veriler sayi (viizde) ile degerlendirilmistir. Mc-Nemar testi uygulanmigtir.

Kiiltiir ile fenotipik antibiyotik duyarlilik testi yapilan dokuz izolat
klaritromisin duyarliligi a¢isindan incelendiginde “Ezplex” mide biyopsi gergek
zamanli PZR sonuglariyla tamamen uyumlu bulunmustur. “Ezplex” diski gergek
zamanli PZR ile klaritromisin direncinin saptanmasinda referans olarak fenotipik
duyarlilik sonuglarimi karsilastirdigimizda duyarlilik %100, 6zgillik %75, tanisal
dogruluk oran1 %66,6 bulunmustur. Gradiyent test ile klaritromisin duyarli bulunan iki
izolat diski gercek zamanli PZR ile H. pylori negatif bulunmustur. Bir izolat ise
gradiyent test ile klaritromisin direngli (MiK=8 pg/mL) bulunurken; disk1 gercek

zamanli PZR ile klaritromisin nokta mutasyonu saptanmamuistir.

Klaritromisin direncinin tespitinde “Ezplex” mide biyopsi ve diski gercek
zamanli PZR arasinda H. pylori klaritromisin nokta mutasyonlarinin karsilagtirilmasi
Sekil 4.3’te gosterilmistir. Digsk1 6rneklerinden klaritromisin nokta mutasyonlarinin
saptanmasinda referans test olarak mide biyopsi ger¢cek zamanli PZR sonuglar1 dikkate
alinarak degerlendirildiginde genel uyumu %65 (41/63) olarak bulunmustur. “Ezplex”
mide biyopsi ger¢ek zamanli PZR ile klaritromisin nokta mutasyonu saptanan 10
ornegin sonuglarini karsilagtirdigimizda diski gercek zamanli PZR ile altisinda uyumlu
sonug elde edilmistir. Uyumsuz saptanan drneklerin iiglinde ise diski ger¢ek zamanlh
PZR ile H. pylori negatif bulunmustur. Digk1 ger¢ek zamanli PZR ile bir 6rnekte ise
H. pylori saptanmis fakat klaritromisin A2142G veya A2143G nokta mutasyonu
saptanmamigstir. “Ezplex” mide biyopsi gercek zamanli PZR’de H. pylori pozitif ve
klaritromisin nokta mutasyonunun saptandigi ancak diski gercek zamanli PZR
yonteminde negatif bulunan {i¢ 6rnegin mide biyopsi ger¢ek zamanli PZR sonuglarinin

Ct ortalamas1 35,5+1,83 bulunmustur. Mide biyopsi ger¢ek zamanli PZR testinde Ct
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artttkca digki Orneginde gercek zamanli PZR ile H. pylori saptama olasiligi
diismektedir.

“Ezplex” mide biyopsi 6rneginde gercek zamanli PZR ile H. pylori pozitif ve
klaritromisin nokta mutasyonu saptanmayan 27 6rnegin sonuglar1 incelendiginde disk1
gercek zamanli PZR ile 10 6rnekte uyumlu sonug elde edilmistir. Uyumsuz bulunan
17 ornekte ise disk1 gergek zamanli PZR ile H. pylori negatif saptanmistir. Uyumsuz
bulunan 17 6rnegin mide biyopsi ger¢ek zamanli PZR sonuglarinin Ct ortalamasi

30,4+6,5 olarak tespit edilmistir.

Histopatolojik inceleme ve diskida antijen testi pozitif bir hastanin, “Ezplex”
mide biyopsi gercek zamanli PZR ile H. pylori DNA’s1 negatif saptanmis; “Ezplex”
digki gergek zamanli PZR ile H. pylori DNA’s1 pozitif ve klaritromisin nokta

mutasyonu saptanmamaigtir.
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Sekil 4.3. “Ezplex” mide biyopsi ve diski gercek zamanli PZR arasinda H. pylori
klaritromisin nokta mutasyonlarinin karsilastirilmast.(CLA-R:
Klaritromisin A2142G veya A2143G mutasyonu saptanan, CLA-S:
Klaritromisin A2142G veya A2143G nokta mutasyonu saptanmayan, HP-
neg: H. pylori negatif)
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Ezplex Mide
Ureaz Kiiltiirde Diskida . .. Biyopsi Referans
$:63 Aktivitesi Ureme Antijin Testi L2 P X () Gerg:ekyZI;manll Sonug¢
PZR

Ni-1 Pozitif Ureme yok HP+ HP+ HP+ HP+

Ni-2 Negatif Ureme yok HP+ HP+ NEG HP+

Ni-3 Negatif Ureme yok HP+ NEG NEG NEG
Ni-4 Negatif Ureme yok NEG NEG NEG NEG

Ni-5 Pozitif Ureme yok HP+ HP+ HP+ HP+

Ni-6 Negatif Ureme yok NEG HP+ HP+ HP+

Ni-7 Negatif Ureme yok NEG NEG NEG NEG

Ni-8 Pozitif Ureme Var NEG HP+ HP+ HP+

Ni-9 Negatif Ureme yok NEG NEG NEG NEG
Ni-10 Pozitif Ureme Var HP+ HP+ HP+ HP+
Ni-11 Negatif Ureme yok NEG NEG HP+ NEG
Ni-12 Negatif Ureme yok NEG NEG NEG NEG
Ni-13 Pozitif Ureme Var NEG HP+ HP+ HP+
Ni-14 Pozitif Ureme Var NEG HP+ HP+ HP+
Ni-15 Negatif Ureme yok NEG NEG HP+ NEG
Ni-16 Pozitif Ureme Var NEG HP+ HP+ HP+
Ni-17 Pozitif Ureme Var NEG HP+ HP+ HP+
Ni-18 Negatif Ureme yok HP+ NEG NEG NEG
Ni-19 Negatif Ureme yok HP+ HP-+ HP-+ HP+
Ni-20 Pozitif Ureme yok HP-+ HP+ HP-+ HP+
Ni-21 Negatif Ureme yok NEG NEG NEG NEG
Ni-22 Negatif Ureme yok NEG NEG HP+ NEG
Ni-23 Negatif Ureme yok NEG NEG NEG NEG
Ni-24 Pozitif Ureme Var NEG HP+ HP+ HP+
Ni-25 Negatif Ureme yok NEG NEG HP+ NEG
Ni-26 Negatif Ureme yok NEG NEG NEG NEG
Ni-27 Negatif Ureme yok NEG NEG NEG NEG
Ni-28 Pozitif Ureme var NEG HP+ HP+ HP+
Ni-29 Negatif Ureme yok NEG NEG HP+ NEG
Ni-30 Negatif Ureme yok NEG HP+ HP+ HP+
Ni-31 Negatif Ureme yok NEG NEG NEG NEG
Ni-32 Negatif Ureme yok NEG NEG HP-+ NEG
Ni-33 Negatif Ureme yok NEG NEG NEG NEG
Ni-34 Negatif Ureme yok NEG NEG NEG NEG
Ni-35 Negatif Ureme yok NEG NEG NEG NEG
Ni-36 Negatif Ureme yok NEG NEG NEG NEG
Ni-37 Pozitif Ureme Var HP+ HP+ HP+ HP+
Ni-38 Negatif Ureme yok NEG NEG NEG NEG
Ni-39 Negatif Ureme yok NEG NEG NEG NEG
Ni-40 Pozitif Ureme yok HP+ HP+ HP+ HP+
Ni-41 Negatif Ureme yok NEG NEG NEG NEG
Ni-42 Pozitif Ureme Var HP+ HP+ HP+ HP+
Ni-43 Negatif Ureme yok NEG NEG NEG NEG
Ni-44 Negatif Ureme yok NEG NEG HP-+ NEG
Ni-45 Negatif Ureme yok NEG NEG NEG NEG
Ni-46 Negatif Ureme yok NEG NEG HP+ NEG
Ni-47 Negatif Ureme yok NEG NEG HP-+ NEG
Ni-48 Negatif Ureme yok NEG NEG NEG NEG
Ni-49 Pozitif Ureme yok NEG HP+ HP+ HP+
Ni-50 Negatif Ureme yok HP+ NEG HP+ HP+
Ni-51 Pozitif Ureme yok HP-+ NEG HP+ HP+
Ni-52 Negatif Ureme yok NEG NEG NEG NEG
Ni-53 Negatif Ureme yok NEG NEG NEG NEG
Ni-54 Negatif Ureme yok NEG NEG NEG NEG
Ni-55 Pozitif Ureme yok HP-+ HP+ HP+ HP+
Ni-56 Pozitif Ureme var HP-+ HP+ HP+ HP+
Ni-57 Negatif Ureme yok NEG NEG HP+ NEG
Ni-58 Negatif Ureme yok HP+ HP+ NEG HP+
NIi-59 Negatif Ureme yok NEG NEG HP-+ NEG
Ni-60 Negatif Ureme yok NEG HP+ HP+ HP+
Ni-61 Negatif Ureme yok NEG NEG HP+ NEG
Ni-62 Negatif Ureme yok HP+ NEG HP-+ HP+
Ni-63 Pozitif Ureme yok HP-+ HP+ HP-+ HP+

Sekil 4.4. Hastalarin hizl iireaz testi, mide biyopsi kiiltiirli, histopatoloji, diskida
antijen testi, mide biyopsi gercek zamanli PZR ve referans sonuglarin
incelenmesi (HP+: H. pylori pozitif, NEG: H. pylori negatif)
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Ezpl'ex M'ide . Ezplex Mide LzAples [ Ezplex Diski
$:63 Biyopsi Ezplex Mide Biyopsi Gergcek Ezplex CLA
Gercek Zamanh Biyopsi Ct CLA Mutasyonu Zamanh Disk1 Ct Mutasyonu
PZR PZR
Ni-1 HP+ 25,57 CLA-R HP-+ 35,33 CLA-R
Ni-2 NEG NEG NEG NEG NEG NEG
Ni-3 NEG NEG NEG NEG NEG NEG
Ni-4 NEG NEG NEG NEG NEG NEG
Ni-5 HP+ 20,03 CLA-S HP-+ 32,87 CLA-S
Ni-6 HP+ 21,55 CLA-R HP-+ 32,66 CLA-R
Ni-7 NEG NEG NEG NEG NEG NEG
NIi-8 HP-+ 27,11 CLA-S HP-+ 33,43 CLA-S
Ni-9 NEG NEG NEG NEG NEG NEG
Ni-10 HP+ 20,02 CLA-S HP+ 33,54 CLA-S
Ni-11 HP-+ 34,22 CLA-S NEG NEG NEG
Ni-12 NEG NEG NEG NEG NEG NEG
Ni-13 HP+ 21,38 CLA-R HP-+ 34,45 CLA-R
Ni-14 HP+ 22,51 CLA-S NEG NEG NEG
Ni-15 HP-+ 35,23 CLA-S NEG NEG NEG
Ni-16 HP+ 22,92 CLA-S HP-+ 35,97 CLA-S
Ni-17 HP-+ 22,12 CLA-S HP-+ 32,62 CLA-S
Ni-18 NEG NEG NEG NEG NEG NEG
Ni-19 HP-+ 28,55 CLA-S HP-+ 32,56 CLA-S
Ni-20 HP+ 20,82 CLA-S NEG NEG NEG
Ni-21 NEG NEG NEG NEG NEG NEG
Ni-22 HP-+ 36,46 CLA-S NEG NEG NEG
Ni-23 NEG NEG NEG NEG NEG NEG
Ni-24 HP+ 19,88 CLA-R HP+ 32,66 CLA-R
Ni-25 HP-+ 37,45 CLA-S NEG NEG NEG
Ni-26 NEG NEG NEG NEG NEG NEG
Ni-27 NEG NEG NEG NEG NEG NEG
Ni-28 HP-+ 21,93 CLA-S HP-+ 33,85 CLA-S
Ni-29 HP+ 34,59 CLA-S NEG NEG NEG
Ni-30 HP-+ 24,72 CLA-S NEG NEG NEG
Ni-31 NEG NEG NEG NEG NEG NEG
Ni-32 HP-+ 35,43 CLA-S NEG NEG NEG
Ni-33 NEG NEG NEG NEG NEG NEG
Ni-34 NEG NEG NEG NEG NEG NEG
Ni-35 NEG NEG NEG NEG NEG NEG
Ni-36 NEG NEG NEG NEG NEG NEG
Ni-37 HP-+ 23,93 CLA-S HP-+ 36,79 CLA-S
Ni-38 NEG NEG NEG NEG NEG NEG
Ni-39 NEG NEG NEG NEG NEG NEG
Ni-40 HP+ 19,40 CLA-S NEG NEG NEG
Ni-41 NEG NEG NEG NEG NEG NEG
Ni-42 HP+ 25,69 CLA-S NEG NEG NEG
Ni-43 NEG NEG NEG NEG NEG NEG
Ni-44 HP+ 32,85 CLA-S NEG NEG NEG
Ni-45 NEG NEG NEG NEG NEG NEG
Ni-46 HP-+ 32.48 CLA-S NEG NEG NEG
Ni-47 HP+ 32,96 CLA-R NEG NEG NEG
Ni-48 NEG NEG NEG NEG NEG NEG
Ni-49 HP+ 22,05 CLA-R HP+ 34,0 CLA-R
Ni-50 HP-+ 25,81 CLA-S NEG NEG NEG
Ni-51 HP+ 23,82 CLA-S HP-+ 34,98 CLA-S
Ni-52 NEG NEG NEG NEG NEG NEG
Ni-53 NEG NEG NEG NEG NEG NEG
Ni-54 NEG NEG NEG NEG NEG NEG
Ni-55 HP+ 25,43 CLA-S HP-+ 32,8 CLA-S
Ni-56 HP+ 21,99 CLA-R HP+ 36,26 CLA-S
Ni-57 HP+ 36,83 CLA-R NEG NEG NEG
Ni-58 NEG NEG NEG HP+ 33,94 CLA-S
Ni-59 HP+ 27,04 CLA-S NEG NEG NEG
Ni-60 HP+ 37,26 CLA-S NEG NEG NEG
Ni-61 HP+ 36,88 CLA-R NEG NEG NEG
Ni-62 HP+ 37,38 CLA-S NEG NEG NEG
Ni-63 HP-+ 22,17 CLA-R HP-+ 33,36 CLA-R
Sekil 4.5. “Ezplex” ger¢ek zamanli PZR yontemi ile mide biyopsi ve diski

orneklerinde H. pylori ve klaritromisin nokta mutasyonlarinin incelenmesi
(HP+: H. pylori pozitif, NEG: H. pylori negatif, CLA: Klaritromisin, CLA-
R: Klaritromisin A2142G veya A2143G mutasyonu saptanan, CLA-S:
Klaritromisin A2142G veya A2143G nokta mutasyonu saptanmayan)
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5. TARTISMA

H. pylori diinyada en sik goriilen enfeksiyonlardan biridir ve diinya niifusunun
yaklasik yarist bu mikroorganizmay1 tasimaktadir (151). H. pylori enfeksiyonunun
tanisinda noninvaziv yontemlerin rutin pratikte kullanilmasi i¢in bu testlerin duyarlilik
ve Ozgilligiiniin arttirilmasina ihtiyag duyulmaktadir. Literatiirde bu nedenle H.
pylori’nin tespitinde noninvaziv bir yontem olan diskida ger¢ek zamanli PZR’nin

standardizasyonuna yonelik ¢alismalar bulunmaktadir (87).

H. pylori’nin antimikrobiyal direnci acil ve kiiresel bir sorundur (4, 17). H.
pylori enfeksiyonunun yonetimiyle ilgili yayimlanan Maastricht VI raporunda,
ozellikle direncli H. pylori olgularinda tedavi edilmeden dnce duyarlilik testi yapilmasi
onerilmektedir (4). Mide biyopsi kiiltlirlinden H. pylori antibiyotik duyarlilik testleri
emek yogun ve invaziv bir yontemdir. Bu nedenle H. pylori ve klaritromisin direncinin
tespitinde noninvaziv bir yontem olan digkida gercek zamanli PZR yodntemlerinin
kullanim1 hasta acisindan daha kolay, hizli sonu¢ alinmasi, maliyet etkin olmasi

acisindan énemlidir.

Calismamizda erkek hastalarda “referans sonuca” gore H. pylori pozitifligi
acisindan incelendiginde kadin hastalara gore istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulunmustur. Ayn1 zamanda erkeklerde diski 6rneklerinden “Ezplex” ger¢ek zamanl
PZR ile H. pylori pozitifligi kadinlara oranla istatistiksel olarak daha yiiksek
bulunmugtur. Demirtas ve arkadaglarinin yaptig1 ¢alismada da benzer olarak erkek
hasta grubunda H. pylori pozitifligi kadinlardan anlamli oranda ytiksektir (152). Bu
durum dispepsi sikayeti olan erkek hastalarin saglik kuruluslarina daha ge¢ bagvurmasi

gibi sebeplerden kaynaklandigi diistintilmstiir.

H. pylori enfeksiyonlarinin tanisinda invaziv ve noninvaziv ¢esitli yontemler
kullanilmaktadir. Calismamizda mide biyopsi Orneklerinin hizli {ireaz testi ile
orneklerin %30,2’sinde {ireaz aktivitesi pozitif tespit edilmistir. Histopatolojik
incelemede Orneklerin  %38,1’inde H. pylori benzeri mikroorganizmalar
gozlemlenmistir. Kiiltiir ile mide biyopsi Orneginin %17,5’inde H. pylori izole

edilmistir. Mide biyopsi 6rneklerinden ger¢ek zamanli PZR ile 6rneklerin %58,7’sinde
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H. pylori tespit edilmistir. Magin ve arkadaglarinin yaptigi ¢aligmada, 87 hastanin mide
biyopsi Orneginde histopatoloji ile %87,5, mide biyopsi kiiltiirii ile %63,2, mide
biyopsi orneklerinden gergek zamanli PZR ile %87,5 oraninda pozitiflik saptanmistir.
H. pylori enfeksiyonlarinin saptanmasi i¢in bir¢ok invaziv ve non-invaziv tani testi
bulunmaktadir. Her testin bazi avantajlar1 ve dezavantajlari bulunmaktadir. Bu nedenle

secilecek tan1 yontemi kolay ve tiim yas gruplarina uygulanabilir olmalidir (153).

Caligmamizda gradiyent serit testi ile yapilan antibiyotik duyarlilik testlerinde
levofloksasin, tetrasiklin ve amoksisiline kars1 diren¢ saptanmamustir. izolatlarin
ticlinde klaritromisin direnci, ligiinde ise metronidazol direnci saptanmustir. Tiirkiye’de
H. pylori’nin primer antimikrobiyal diren¢ durumunun degerlendirildigi sistematik bir
derlemede %0,9 amoksisilin, %24,8 Kklaritromisin, %33,7 metronidazol, %3,5
tetrasiklin ve %23,7 levofloksasin direnci saptanmistir. Amoksisilinin diigiik direng
oranlar1 nedeniyle, H. pylori'nin tedavisinde en iyi seceneklerden biri olabilecegi
vurgulanmistir (6). Magin ve arkadaslarmimn Hacettepe Universitesi'nde yaptig
calismada H. pylori tedavisi almayan pediyatrik yas grubundaki hastalarda
klaritromisin, metronidazol, amoksisilin ve tetrasikline karst MiK degerleri gradiyent
serit yontemi ile degerlendirilmistir. Tetrasiklin ve amoksisiline karsi direng
saptanmamistir. Suslarin 28’inde (%30,1) klaritromisin direnci, 45’inde (%48.,4)
metronidazol direnci saptanmistir. Kesli ve arkadaglarinin yaptigi calismada, H. pylori
izolatlarinin dokuzunda (%6,4) amoksisiline, 22’sinde (%15,7) klaritromisine,
17’sinde (%12,1) levofloksasine ve 57’sinde (%40,7) metronidazole karsi direng
saptanmistir (154).

H. pylorinin kiiresel antibiyotik direng prevalansma bakildiginda
klaritromisin, metronidazol ve levofloksasine karsi diren¢ oranlarinin incelendigi
sistematik derlemede Amerika ve Giineydogu Asya’da primer klaritromisin direnci ve
Avrupa’da primer levofloksasin direnci harig tiim DSO bélgelerinde direng oranlari >

%15 olarak saptanmustir (5).

Hussein ve arkadaglarinin ¢alismasinda, 115 mide biyopsi 6rneginden izole
edilen toplamda 55 (%47,8) H. pylori izolatinin antibiyotik duyarlilik testinde

levofloksasin, klaritromisin, siprofloksasin ve metronidazol i¢in sirasiyla %29,1,
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%69,1, %36,4 ve %72,7 oraninda diren¢ saptanmistir (155). Sonug¢ olarak, bizim
calismamizda da oldugu gibi H. pylori’nin eradikasyonunda 6nemli bir role sahip
klaritromisine kars1 yiiksek direng goriilmektedir. Gelismekte olan iilkelerde
klaritromisine kars1 direng oranlarinda makrolidlerin yaygin kullanimi nedeniyle artis

gozlenmektedir.

Diskida antijen testleri H. pylori tanisinda “test et, tedavi et” stratejisi
kapsaminda kullanilan noninvaziv bir yontemdir (4). Diskida antijen testlerinin ucuz,
kolay ulagilabilir ve pediyatrik hastalarda kolay uygulanabilir olmas1 avantajlidir.
Calismamizda digski 6rneklerinin %28,5’inde HpSA (GA Generic Assay GmbH,
Almanya) antijen testi ile H. pylori antijeni saptanmustir. Ozbey ve arkadaslarinin
yaptig1 bes yillik retrospektif incelemede 4.696 hastanin %25’inde diskida H. pylori
antijen testi (CerTest H. pylori One Step Card Test, CerTest Biotec, Ispanya) sonucu
pozitif bulunmustur (156). Calismamizin sonuglarinin, bu ¢alisma ile uyumlu oldugu
gozlenmektedir. Digkida antijen testlerinin dezavantaji klaritromisin direnci hakkinda

bilgi vermemesidir.

H. pylori'nin tam1 ve tedavisinde kiiltlir ve antibiyogram gibi standart
yontemlerin yani sira artik molekiiler yontemlerin de kullanimi 6nerilmektedir (4). H.
pylori enfeksiyonlarinin tedavisi i¢in yayimlanan Toronto uzlasi raporunda artan
diren¢ oranlar1 dikkate alinarak hastalara gastroduodenal endoskopi yapildiginda
duyarlilik testinin yapilmasinin tesvik edilmesi gerektigi vurgulanmistir (157). Ticari
olarak mide biyopsi drneklerinde hem H. pylori varligi hem de klaritromisin nokta
mutasyonlarin1 saptayabilen, duyarlilik ve 6zgiilliikleri yliksek gergek zamanli PZR

kitleri bulunmaktadir (158).

Fenotipik antibiyotik duyarlilik testleri, H. pylorinin kiiltiiriinii gerektiren,
zaman alic1 ve emek yogun testlerdir. Bu amagla agar diliisyon yontemi veya gradiyent
test yontemi kullanilmaktadir. Bu nedenle antibiyotik direncini tespit etmek igin
kiiltiirden bagimsiz noninvaziv yontemlere ihtiyag duyulmaktadir. H. pylorinin
klaritromisine kars1 gelistirdigi diren¢ en sik olarak 23S rRNA genindeki
mutasyonlardan kaynaklanmaktadir. A2143G, A2142G ve A2142C nokta

mutasyonlar1 neredeyse tiim klinik izolatlarda direngten sorumlu mekanizmalardir (4).
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Calismamizda mide biyopsi ve diski 6rneklerinden H. pylori nin tespiti ve
klaritromisin direncinden sorumlu en sik goriilen 23S rRNA genindeki nokta
mutasyonlarinin (A2142G, A2143G) saptanmasi icin tasarlanmig ticari tami kiti
kullanilmigtir. Mide biyopsi Orneklerinden klaritromisin ve kinolon direncinin
tespitinde genotipik yontemlerin fenotipik yontemlerle karsilastirildigi metaanalizde;
23S rRNA ve gyr A genindeki mutasyonlarin tespit edilmesinin giivenilir oldugu
bulunmustur. A2142G/C veya A2143G nokta mutasyonlari, klaritromisin direncinin
saptanmasi i¢in en yiiksek duyarliliga ve Ozgiillige sahip mutasyonlar olarak
bildirilmistir. Ancak metronidazol direncinin genotipik yontemlerle saptanmasinda ise

heniiz tatmin edici sonuglara ulagilamadigi bildirilmistir (159).

Digkit Orneklerinden gercek zamanli PZR yontemi ile H. pylori’nin ve
klaritromisin direncinin tespitinde hizli sonu¢ verme siiresi ve noninvaziv olmasi
nedeniyle 6nemlidir. Calismamizda diski 6rneklerinden “Ezplex” ger¢ek zamanli PZR
ile H. pylori’nin tespiti i¢in analitik performansa bakildiginda duyarlilik %66,6,
ozgillik %100, PPV %100, NPV %80 ve tanisal dogruluk oran1 %85,7 olarak
saptanmigtir. Klaritromisin direncinin saptanmasinda referans olarak alinan gradiyent
test yontemi sonuglarina gore diskida gercek zamanli PZR ile klaritromisin direnci
saptanmasimin tanisal dogruluk orant %66,6 bulunmustur. Klaritromisin nokta
mutasyonlarinin saptanmasinda referans test olarak mide biyopsi ger¢cek zamanli PZR
sonuglar1 dikkate alinarak degerlendirildiginde ise diskida gercek zamanli PZR
sonuclar1 %65 oraninda uyumlu saptanmistir. Calismamizda H. pylori tespitinde, diski
orneklerinde gercek zamanli PZR ydnteminin pozitif sonuglarina glivenebiliriz ancak
negatif sonuglar dikkatle izlenmelidir. Diski 6rneklerinden klaritromisin nokta
mutasyonlarinin saptanmasinda, referans olarak mide biyopsi Orneklerinin gercek
zamanli PZR sonuglar1 dikkate alinarak degerlendirildiginde yontemin tanisal
dogruluk orani agisindan umut vericidir ve daha ileri ¢alismalar ile desteklenmesi
gerekmektedir. Klinik agidan klaritromisin nokta mutasyonlarinin saptanmasinda bu
yontemin kiiltiir ve fenotipik antibiyotik duyarlilik testleri ile birlikte kullanilmasi
daha uygundur. Klinik laboratuvarlarda kullanilmadan 6nce digki 6rneklerinden H.

pylori’nin saptanmasi ve klaritromisin direncinin tespitinde ger¢ek zamanli PZR ticari
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kitlerinin verifikasyon, validasyon ¢alismalariin yapilmasi ve analitik performansinin

g0z oniine alinarak degerlendirilmesi gerekmektedir.

Digkt Orneklerinden gercek zamanli PZR, H. pylori enfeksiyonunun
saptanmasinda ¢ok yararli bir yontem olabilir ancak diskida H. pylori DNA’sinin
saptanmasi i¢in bildirilen basari oranlar1 bu yontem ile %25 ila %100 arasinda
degiskenlik gostermektedir. Bu degiskenlik gastrointestinal sistemdeki H. pylori
DNA’sinin bozulmasindan ve/veya kompleks polisakkaritler gibi PZR inhibitorlerinin

varligindan kaynaklandig: diisiiniilmektedir (160, 161).

Calismamizda digki kabinin laboratuvara teslimi ve laboratuvarda diski
tiipiiniin dondurulmasi arasindaki ortalama stire 4,75+2 giin bulunmustur. Digkida H.
pylori DNA’siin saptanmasini amacglayan PZR testlerinin uygulanmasi sirasinda;
diskinin oda sicakliginda uzun siire saklanmasi veya tasinmasi, drneklerin tekrar tekrar
dondurulmasi ve ¢ozdiiriilmesi, DNA ekstraktinin PZR’den once dondurulmasi ve
cozdiirilmesi, wuzun siire saklanmast gibi durumlar sonucu olumsuz
etkileyebilmektedir (162). Calismamizda diski orneklerinin laboratuvara transferi
asamasinda Ornegin uygun olmayan kosullarda transportu PZR yonteminin
duyarliligini etkiledigi diisiiniilmiistiir. Bu nedenle diski 6rneklerinden ger¢ek zamanh
PZR yontemi i¢in preanalitik ve analitik donemdeki bu parametrelere 6zellikle dikkat

edilmelidir.

Tiirkiye’de Sen ve arkadaglarinin c¢alismasinda, H. pylori enfeksiyonunun
tanis1 histopatoloji pozitifligi ve/veya hizli lireaz testi pozitifligi olarak tanimlanmustir.
Dispepsi sikdyeti olan 54 hastanin 46’sina (%85,2) pozitif, sekizine (%14,8) negatif
tan1 konulmustur. Diski 6rneklerinden PZR yontemi ile 32 (%59,3) ornekte H. pylori
pozitif, 22’sinde (%40,7) negatif saptanmistir. Duyarlilik, 6zgiilliik, PPV, NPV
degerleri sirasiyla %65,2, %75, %93,75, %27,7 olarak bulunmustur. Bu ¢aligmanin
sonuclarina gére H. pylori tespitinde duyarliligin diisiikk olmasinin nedeni hastalarin
sebze ve meyve icermeyen siki bir diyete uymamasi olabilecegini bildirmislerdir

(163).
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Almanya’da Lottspeich ve arkadasglarinin calismasinda ise H. pylori’nin
saptanmasi i¢in “H. pylori ClariRes Real-time PCR” (Ingenetix, Viyana, Avusturya)
kiti ile semptomatik ¢ocuklardan alinan digki 6rneklerinden gergcek zamanli PZR ile
duyarlilik %63, 6zgiillik %100 olarak saptanmistir. “H. pylori ClariRes” gergek
zamanli PZR ile tespit edilen klaritromisin nokta mutasyonlar1 ve gradiyent serit
yonteminde fenotipik klaritromisin duyarlilik sonuglart karsilagtirildiginda tim
sonuglar uyumlu bulunmustur. Aragtirmacilar, H. pylori DNA’sinin saptanmasinin zor
oldugunu ve bu yontemin digkida antijen testinin yerini alamayacagini bildirmislerdir

(164).

Pichon ve arkadaslarinin yaptig1 ¢alismada, H. pylori tespiti i¢in “Amplidiag
H. pylori+ClariR Real-time PCR” (Espoo, Finlandiya) kiti kullanilmistir. Eriskin
hastalardan alinan digki orneklerinde gercek zamanli PZR performans: sirasiyla
duyarlilik, 6zgiilliik, PPV, NPV %96,3, %98,7, %92.,2, %99,3 olarak saptanmustir.
Klaritromisin direnci i¢in ise duyarlilik, 6zgiilliik, PPV, NPV sirasiyla %100, %98,4,
%93,1, %100 saptanmistir. Bu g¢alismanin sonuglarina gore yiiksek performans
saptanan bu noninvaziv testin histopatolojik incelemenin gerekli olmadigi tim
durumlarda kullanilmasi Onerilmistir (10). S6z konusu calisma ile c¢alismamizin
sonuglar1 arasindaki farklilik kullanilan kitin analitik performansi, 6rneklerin transport
ve saklama kosullarindaki farkliliklar, kullanilan digk: ekstraksiyon yontemi, digkida

bulunabilecek PZR inhibitdrlerine bagl olabilecegi diisiiniilmektedir.

Caligmamizda fenotipik antibiyotik duyarhilik yontemi ile digki ve mide
biyopsi gercek zamanli PZR’de saptanan klaritromisin nokta mutasyonlari
karsilastirildiginda  direngli  genotipi  saptamasindaki  basarisizlik  karisik
poplilasyonlarla iligkili olabilir. Calismamizla uyumlu olarak, Gurtner ve
arkadaglarinin ¢alismasinda ise gastroduodenal endoskopi yapilan 92 hastanin 45’inin
mide biyopsi kiiltiirii pozitif bulunmustur. Digk1 6rneklerinden H. pylori’nin tespiti
icin kullanilan biprob ger¢ek zamanli PZR ile %98 duyarlilik, %98 06zgiilliik
saptanmigtir. Bu ¢alismada, H. pylori tespit edilen 45 izolattan 11’inin gradiyent serit
yontemi ile fenotipik olarak klaritromisine direngli oldugu bildirilmistir.

Klaritromisine duyarl tiim vakalar 23S rRNA genine 6zgiil PZR testi ile mide biyopsi
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ve disk1 6rneklerinde duyarli olarak tanimlanmstir. Digki 6rneklerinde gercek zamanh
PZR ile sekiz vaka, mide biyopsi orneklerinde ger¢ek zamanli PZR ile dokuz vaka
klaritromisine direngli olarak tanimlanmistir. Ger¢ek zamanli PZR’nin diski
DNA’sinda direngli genotipi saptamadaki basarisizlifi, karisik popiilasyonlarla
iligkilendirilmistir (124). Karisik popiilasyonlarin degerlendirilmesi agisindan gercek
zamanli PZR’de erime egrisi analizi ile duyarli ve direncli fenotiplerin saptandigi ileri

caligmalar yapilmalidir.

Brezilya’da Scaletsky ve arkadaslarinin yaptig1 ¢calismada, cocuk hastalarda
“H. pylori ClariRes” (Ingenetix, Viyana, Avusturya) ticari kiti ile digk1 6rneklerinde
A2142G/A2143G Kklaritromisin nokta mutasyonlar1 degerlendirilmistir. H. pylori
enfeksiyonunun tanisi i¢in “referans” olarak pozitif mide biyopsi kiiltiirii veya pozitif
histopatolojik inceleme ve hizli {ireaz testi kabul edilmistir. Digk1 6rneklerinde H.
pylori nin tespitinde duyarlilik, 6zgiilliik ve testin tanisal dogruluk orani sirasiyla %69,
%100 ve %93,9 olarak saptanmistir. Digki orneklerinde klaritromisin direncinin
saptanmasi i¢in ise duyarlilik, 6zgiilliik ve kitin tanisal dogruluk orani sirastyla %83,3,
%100 ve %95 bulunmustir. invaziv olmayan bu yontemin 6zellikle gelismekte olan
tilkelerde  klaritromisine  direngli  H.  pylori  izolatlarimin  prevalansinin

degerlendirilmesinde uygun oldugu gosterilmistir (165).

Gramley ve arkadaslarinin yaptig1 calismada ise 22 hastadan digki, mide
biyopsi ve serum ornekleri alinmig olup histopatoloji, seroloji ve PZR sonuglarina goére
karsilagtirilma yapilmistir. Mide biyopsi 6rneklerinde PZR ile 22 hastanin 11’inde
(%50), disk1 6rneklerinde PZR yontemi ile ise 11 hastanin sekizinde (%72,7) H. pylori
DNA’s1 saptanmustir. Digki 6rneklerinde PZR sonuglari; histopatoloji, seroloji ve mide
biyopsi PZR analizleriyle karsilagtirildiginda duyarlilik %73, ozgiillik ise %100
bulunmustur (166).

Khadangi ve arkadaglarinin H. pylori tespitinde diski PZR yonteminin tanisal
dogrulugunu inceledikleri ve 26 caligmanin dahil edildigi metaanalizde, diski PZR
testinin performanst; %71 (%95 CI: 68-73) duyarlilik, %96 (%95 CI: 94-97) 6zgiillik
ve %65,6 (%95 CI: 94-97) tanisal dogruluk oranina sahip oldugu saptanmistir. Digk1
PZR ile H. pylori tespitinde en gii¢lii aday genler olan 23S rRNA, 16S rRNA ve glmM
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oldugu saptanmistir. Metaanaliz sonucunda en yiiksek performansa sahip yontemin
23S rRNA PZR oldugu ve H. pylori enfeksiyonunun tespiti i¢in uygulanabilir oldugu
bildirilmistir (87).

Vécsei ve arkadaglarinin biprob gercek zamanli PZR testini degerlendirdikleri
caligmalarinda H. pylori enfeksiyonunun tanisinda referans olarak hizli iireaz testi ve
histopatoloji pozitifligi veya yalnizca mide biyopsi kiiltiirii pozitifliginde “H. pylori
pozitif” kabul edilmistir. Antibiyotik duyarlilik sonuglarinin degerlendirilmesinde ise
gradiyent testi referans yontem olarak kabul edilmistir. H. pylori tespiti i¢in biprob
gercek zamanli PZR ile erime egrisi analizinde duyarlilik, 6zgiilliik ve testin tanisal
dogrulugu sirasiyla %83,8, %98,4 ve %90,2 bulunmustur. Klaritromisin direncinin
saptanmasi i¢in duyarlilik, 6zgiilliik ve dogruluk ise sirasiyla %89,2, %100 ve %94
olarak tespit edilmistir. Bu ¢alismada diski gercek zamanli PZR testinin klaritromisin
direncinin yiiksek oldugu pediyatrik popiilasyonda, H. pylori’nin ve klaritromisin

direncinin saptanmasi i¢in giivenilir, noninvaziv bir yontem olarak dnerilmistir (167).

Diski orneklerinden H. pylori klaritromisin direncinin saptanmasinda PZR
tabanli testlerin incelendigi ve 11 ¢aligmanin dahil edildigi bir metaanalizde, toplam
592 hasta degerlendirilmistir. Digk1 6rneklerinde PZR tabanli testler kullanilarak H.
pylori ile enfekte hastalarda klaritromisin nokta mutasyonlarinin saptanmasinin

yiiksek tanisal dogruluga sahip oldugu ifade edilmistir (168).

Xiong ve arkadaslarinin ¢ocuklarda diski 6rneklerinde PZR ile klaritromisine
direngli H. pylori’nin saptanmasi ile ilgili literatiir incelemesinde, kiiltiire dayali
duyarlilik testleri ile karsilastirildiginda; diski PZR yonteminin sonu¢ verme hizi,
bakteri liremesinden bagimsiz olmasi, tekrarlanabilirligi ve kolay standardizasyonu

acisindan iyi performansa sahip oldugu bulunmustur (169).

Calismamizda mide biyopsi 6rneklerinden ger¢ek zamanli PZR yonteminde
yiiksek Ct degerleri ile H. pylori DNA’s1 saptanan hastalarin, digki 6rneklerinde ise
gercek zamanli PZR yontemi ile H. pylori’nin negatif saptanmasi dikkat ¢cekmektedir.
Mide biyopsi drneklerinde ger¢cek zamanli PZR ile Ct degerinin yliksek olmasi 6rnekte

bakteriye ait DNA’nin az oldugunu ve intestinal sistemde H. pylori DNA’simin
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enzimatik veya mekanik bozunmaya maruziyeti nedeniyle diski ile atilima yansidigin
gostermektedir. Caligmamizin sonuclar1 ile uyumlu olarak Falsafi ve arkadaslari,
siddetli gastrit formu ile diski PZR pozitifligi arasinda iliski gézlemlemistir. H.
pylori’nin midede kolonizasyon derecesi, digki drneklerinden basarili sonug¢ alinmasi
icin 6nemli bir kriter olabilecegi ileri siiriilmiistiir (170). Calismamizin aksine, Gurtner
ve arkadaslarinin ¢aligmasinda ise ger¢ek zamanli PZR yonteminde mide biyopsi ve
digkt ornekleri arasindaki Ct degerlerinin zayif korelasyonu, Ct degerlerinin mide
mukozasindaki gercek bakteri yogunluguna karsilik gelmeyebilecegini bildirmislerdir

(124).

Calismamizda H. pylori’nin tespiti agisindan, diski oOrneklerinde gergek
zamanli PZR ile histopatolojik inceleme arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulunmamaktadir. Falsafi ve arkadaslarinin ¢aligmasinda, 28 pediyatrik hastanin mide
biyopsi Orneginin 16srRNA analizinde 18 hastada H. pylori DNA’s1 pozitif
saptanmistir. Digk1 Orneklerinin 11’inde (%39) PZR ile H. pylori DNA’s1 pozitif
bulunmustur. Digki Orneklerinden H. pylori’nin tespitinde PZR duyarliligi ve
ozgilligl sirasiyla %62,5 ve %92,3 olarak saptanmistir. Diski 6rneklerinde PZR
pozitif 11 hastanin 10’unda histopatojik incelemede H. pylori gdzlenmistir.
Histopatolojik incelemede yiiksek “Sydney” skoru ile disk1 PZR pozitifligi arasinda
iliski gézlenmistir (170).

Calismamizda histopatolojik inceleme ve diskida antijen testleri pozitif
saptanan bir hastanin mide biyopsi 6rneklerinden ger¢ek zamanli PZR ile H. pylori
DNA’s1 negatif saptanmistir. Digsk1 6rneginde ise gercek zamanli PZR ile H. pylori
DNA’s1 pozitif bulunmustur. Gastroduodenal endoskopi ile alinan mide antrum ve
korpus biyopsi orneklerinin tim mide mukozasii yansitmamast nedeniyle yalanci

negatif sonuglar elde edilecegi akilda tutulmalidir.

Calismamizin kisitliliklar1 arasinda “Ezplex” digki ger¢cek zamanli PZR
yonteminin, H. pylori nin tedavisinde ek olarak kullanilabilecek diger antimikrobiyal
ajanlar hakkinda duyarhilik bilgisi saglamiyor olmasidir. Calismamizda sadece

A2142G ve A2143G Kklaritromisin nokta mutasyonlar1 tespit edilmistir. Genotipik
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olarak klaritromisin direncine neden olan diger nokta mutasyonlarin tespiti agisindan

DNA dizileme yontemleri kullanilmalidir.

Mide biyopsi kiiltiirtinden izole edilen H. pylori nin antibiyotik duyarlilik testi,
emek yogun ve invaziv bir yontemdir. H. pylori kiiltiir ile izole edilse bile oksijene cok
duyarli olmas1 nedeniyle tekrar iiretilemeyebilir ve antibiyotik duyarlilik sonucu elde
edilemeyebilir. Bu nedenle, konvansiyonel yontemlerle klaritromisin duyarlilik
sonucu elde edilmeden once duyarlilik bilgisinin gerekli olmasi veya fenotipik
klaritromisin duyarlilik testinin basarili olmamasi gibi durumlarda, digki 6rneklerinden

gercek zamanli PZR yontemi ile klaritromisin nokta mutasyonlar: saptanabilir.
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6. SONUC VE ONERILER

. Digki Ornekleri kullanilarak yapilan bir gercek zamanli PZR testi,
gastroduodenal endoskopik incelemenin yapilmasinin zor oldugu ve
histopatolojik incelemenin gerekmedigi durumlarda veya H. pylori’nin
tedavisinin takibinde etkili olabilir.

. H. pylori tespitinde diski 6rneklerinden gergek zamanli PZR ydnteminin
pozitif sonuglarina giivenebiliriz ancak negatif sonuclar dikkatle izlenmelidir.
. Mide biyopsi Kkiiltlirlinden izole edilen H. pylori'nin antibiyotik duyarlilik
testleri, emek yogun ve invaziv bir yontemdir. H. pylori kiiltiir ile izole edilse
bile oksijene ¢ok duyarli olmasit nedeniyle tekrar {iretilemeyebilir ve
antibiyotik duyarlilik sonucu elde edilemeyebilir. Bu nedenle, konvansiyonel
yontemlerle klaritromisin duyarlilik sonucu elde edilmeden 6nce duyarlilik
bilgisinin gerekli olmasi veya fenotipik klaritromisin duyarlilik testinin basarili
olmamas1 gibi durumlarda, digki 6rneklerinden gergek zamanli PZR yontemi
ile klaritromisin nokta mutasyonlar1 saptanabilir.

. Diski orneklerinden gergek zamanli PZR yontemi, mide biyopsi kiiltiirii ve
konvansiyonel antibiyotik duyarlilik testleri ile birlikte kullanilmalidar.

Diski 6rneklerinden DNA ekstraksiyonu ile elde edilen verimin artmasi igin
preanalitik ve analitik siireclere dikkat edilmesi gerekmektedir. Bu durum,
kullanilacak gergek zamanli PZR kitinin duyarliliginin artmasini saglayabilir.
. Klinik laboratuvarlarda kullanilmadan 6nce digkidan H. pylori ve klaritromisin
direncinin tespitinde gercek zamanli PZR ticari kitlerinin verifikasyon,
validasyon caligmalarinin yapilmast ve analitik performansinin géz Oniine
alinarak degerlendirilmesi gerekmektedir.

. H. pylori’'nin diski 6rneklerinden 23S rRNA gercek zamanli PZR ile nokta
mutasyonlarinin saptanmasinda, yontemin gelistirilerek tanisal dogrulugunun
artirtlmasi i¢in daha genis capli ve ileri ¢aligmalara gereksinim duyulmaktadir.
. Mide biyopsi 6rneklerinde gercek zamanli PZR ile Ct degerinin yiiksek olmasi
ornekte bakteriye ait DNA’nin az oldugunu ve intestinal sistemde H. pylori
DNA’sinin enzimatik veya mekanik bozunmaya maruziyeti nedeniyle diski ile

atilima yansidigin1 géstermektedir.
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9. Gastroduodenal endoskopi ile alman mide antrum ve korpus biyopsi
orneklerinin tiim mide mukozasini yansitmamasi nedeniyle yalanci negatif
sonuglar alinmaktadir.

10. Fenotipik antibiyotik duyarlilik yontemi ile digki1 ve mide biyopsi gercek
zamanli PZR’de saptanan klaritromisin nokta mutasyonlari karsilagtirildiginda
direngli genotipi saptamasindaki basarisizlik karigik popiilasyonlarla iligkili

olabilir.
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