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OZET

Kurt, A. (2022). Dental Hasta Protezlerinde Helicobacter pylori Varliginin
Aragtirlmasi ve Protez Materyallerinde Biyofilm Olusumunun Incelenmesi. Istanbul
Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, Tibbi Mikrobiyoloji ABD. Doktora Tezi.
Istanbul.

Helicobacter pylori diinyada en sik rastlanan enfeksiyon etkenlerinden biridir.
H. pylori enfeksiyonlarinin kronik gastrit, peptik ulser, mide adenokarsinomu ve
mukoza ile iliskili lenfoid doku lenfomasi gibi ¢esitli gastroduodenal hastaliklarin
gelismesinde rol oynadigimin kesinlesmesi ile birlikte H. pylori’yi konu alan ¢aligmalar
onem kazanmustir. H. pylori’nin oral kavitede dis plaginda, tlkirikteki varligi ve bu
durumun peridontal enfeksiyon, gastrik enfeksiyon, reenfeksiyon ve tedaviye etkisi
bircok arastirmacinin ilgisini ¢eken bir konu olmustur.

Calismamizda da oral kavitede H. pylori icin enfeksiyon/reenfeksiyon agisindan
kaynak olabilecek tukirik, dis plagi, vb. disinda baska bir nis olabilecegi diistiniilerek
sabit dental protezlerin i¢ yizeylerinde H. pylori varlig: arastirilmig ayrica H. pylori’nin
dental protez materyallerinde biyofilm olusturup olusturmadigi incelenmistir.

Calismamizin ilk asamasinda 200 hastanin dental protezlerinde H. pylori varlig:
real-time PCR yontemiyle arastirilmistir. Ikinci asamada ise taramali elektron
mikroskobu (SEM) yardimiyla dental protez baz materyallerinden krom-kobalt, krom-
nikel, zirkonyum, titanyum dental seramik ve akrilikte ayrica polistrende H. pylori’nin
biyofilm olusturma potansiyeli incelenmistir.

Real-time PCR ile 200 hastaya ait protezin 19’u H. pylori ag¢isindan pozitif
bulunmustur. SEM analizi sonucunda H. pylori’nin en yogun olarak dental seramikte ve
daha sonra titanyumda biyofilm olusturdugu saptanmistir. Biyofilm olusumu krom-
kobalt, zirkonyum, ve akrilik materyallerinde diisiik yogunlukta, krom nikel
materyalinde ise en diisiik yogunlukta gézlenmistir. Kontrol materyali olarak kullanilan
polistrende orta yogunlukta saptanmustir.

Elde ettigimiz sonuglar oral kavitede tukurik ve dis plaginda bulundugu
bildirilen H. pylori’nin dental protezlerde de bulunabilecegini ve protezlerin
kolonizasyon igin uygun bir ortam olusturabilecegini gostermistir. Bu nedenle,
H. pylori’nin dental protezlerin i¢ yiizeylerinde biyofilm olusturma potansiyelinin,
bakterinin antibiyotik tedavisinden etkilenmeyerek tedavide basarisizliga/reenfeksiyona
yol agabilecegi diisiintilmiistiir.

Dental protezlerle yapilan ilk arastirma niteligindeki bu ¢alismadan elde edilen
verilerin, H. pylori’nin oral kavitede biyofilm olusturma potansiyeli, eradikasyonu ve
tedaviye direncini arastiracak olan sonraki c¢alismalara katki saglayacagini
diistinmekteyiz.

Anahtar Kelimeler: Helicobacter pylori, Real-time PCR, SEM, Dental protez,
Reenfeksiyon.

Bu ¢alisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No: 29685
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ABSTRACT

Kurt, A. (2022). Investigation of Helicobacter pylori Presence in Dental
Prostheses and Investigation of Biofilm Formation in Prosthesis Materials. Istanbul
University, Institute of Health Science, Medical Microbiology Department. PhD Thesis.
Istanbul.

Helicobacter pylori is one of the most common infectious agent in the world.
With the confirmation of H. pylori’s role in various gastroduodenal diseases such as
chronic gastritis, peptic ulcer, gastric adenocarcinoma, and mucosa-associated lymphoid
tissue lymphoma, studies on H. pylori have gained importance. The presence of
H. pylori in oral cavity, dental plaque, saliva and its effect on periodontal infection,
gastric infection, reinfection, and treatment has been a topic of interest to many
researchers.

In our study, the presence of H. pylori on the inner surfaces of dental prostheses
was investigated, considering that there may be another niche other than saliva, dental
plaque, etc., which may be a source for infection/reinfection for H. pylori in the oral
cavity and whether H. pylori forms a biofilm in dental prosthesis materials.

In the first stage of our study, we investigated the presence of H. pylori in dental
prostheses of 200 patients by real-time PCR method. In the second stage, the biofilm-
forming potential of H. pylori in dental prosthesis base materials such as chrome cobalt,
chromium-nickel, zirconium, titanium, dental ceramic, acrylic, and also in polystyrene
was investigated with the help of a scanning electron microscope (SEM).

Nineteen prostheses of 200 patients were found to be positive for H. Pylori by
real-time PCR method. As a result of SEM analysis, it was determined that H. pylori
formed the highest density biofilm on dental ceramic and titanium was found to be
second high. Biofilm formation was observed at low density in chromium-cobalt,
zirconium, and acrylic materials, and at the lowest density was found in chromium-
nickel. The biofilm density of the control material polystyrene was found to be medium.

Our results showed that H. pylori, which is reported to be found in saliva and
dental plaque in the oral cavity, can also be found in dental prostheses and that the
prostheses can create a suitable environment for colonization. Therefore, it was thought
that the potential of H. pylori to form a biofilm on the inner surfaces of dental
prostheses might cause the bacteria to not get affected by the antibiotic treatment,
leading to treatment failure/reinfection.

We believe that the data obtained from this study, which is the first research
conducted with dental prostheses, will contribute to future studies that will investigate
the biofilm formation potential in the oral cavity, antibiotic resistance, and eradication
of H. pylori.

Key Words: Helicobacter pylori, Real-time PCR, SEM, Dental prosthesis,
Reinfection.

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University.
Project No: 29685



1. GIRIS VE AMAC

Helicobacter pylori enfeksiyonu diinya populasyonunun yarisindan fazlasini
etkileyen, genellikle ¢ocukluk caginda edinilen ve tedavi edilmedigi taktirde omiir boyu
seyreden bir enfeksiyondur. Farkli H. pylori suslar1 farkli virulans 6zelliklerine sahip olmakla

birlikte cevresel ve konaga bagli faktorlerden dolay1 enfeksiyon farkli seyredebilmektedir (1).

Dinyadaki en yiksek prevalansa sahip insan patojenlerinden biri olmasina karsin
H. pylori’nin bulas yollar1 halen tam olarak kesinlik kazanmamustir. insandan insana bulasma
en diistiniilen yol olmakla beraber H. pylori enfeksiyonlarinin tutulum bolgesi ve bakterinin
cogalmasi icin gastrik tip mukozaya yonelimi g6z oniine alindiginda bulasin gastro-oral, oral-

oral veya fekal-oral yol ile gergeklesebilecegi diisiiniilmektedir (2).

Yapilan caligmalardan elde edilen verilerle insandan insana bulasmanin hijyenik
olmayan kosullar sebebiyle fekal-oral yolla birlikte bakterinin DNA’sinin mide suyunda,
mide igeriginde, tiikiiriik ve dis plaginda saptanmasiyla oral-oral ve gastrik-oral yol ile de
mimkiin oldugu diistiniilmektedir. Bakteri kolonizasyon igin 6zel kosullara ihtiya¢ duymakta
ve bu kosullar midede, dis plaginda ve periodontal cepler gibi insan viicidunun bakterinin
kolonizasyonu ig¢in elverisli bdlgelerinde saglanabilmektedir. Bu tiir kolonizasyonlar
enfeksiyonun tekrarlamasinda ve tedavinin basarisiz sonuglanmasinda bir neden olarak ileri
surtlmektedir (1, 3). H. pylori’nin tikirik ve dis plagi gibi orneklerde saptanmasi oral
boslugun H. pylori igin bir rezervuar gorevi gorebilecegi ve reenfeksiyonlara sebebiyet

verebilecegini diistindiirmiistiir (1, 3).

Son yillarda yapilan c¢alismalarda H. pylori’nin ¢esitli yilizeylerde biyofilm
olusturabildigi ve bu biyofilm olusturma potansiyelinin antimikrobiyal maddelere direng
artis1 ve dis etkenlerden korunma gibi bakterinin hayatta kalmasi ig¢in elzem olan sartlart

olusturdugu belirtilmistir (4).

H. pylori’nin oral kavitede varliginin gosterilmis olmasi, farkli ¢alismalarda bunun
gastrik enfeksiyonla iliskilendirilmesi, ayrica periodontal hastalik ve dis plaginda gelisen
H. pylori kolonizasyonu arasinda pozitif korelasyon saptanmasi gibi bulgular H. pylori’nin
sabit dental protezlerin i¢ yiizeylerinde de kolonize olarak biyofilm olusturup olusturmadigi

ve dolayisiyla bu yolla enfeksiyona kaynak teskil edip etmedigi sorusunu akla getirmistir.



2

Bu c¢alismada sabit dental protezlerin H. pylori i¢in bir rezervuar olabilecegi
hipotezinden yola ¢ikilarak ilk asamada dental protezlerin i¢ yuzeylerinde real-time PCR

yontemiyle H. pylori varlig1 aragtirilmustir.

Dental protezlerin H. pylori’nin biyofilm olusturabilecegi bir yiizey saglayarak
enfeksiyona zemin hazirlayabilme potansiyelinin degerlendirilmesi amaciyla ¢alismamizin
ikinci asamasinda protezlerin baz materyallerini olusturan akrilik, dental seramik, titanyum,
krom-kobalt, krom-nikel, zirkonyum ve kontrol olarak polistren materyalinde taramali
elektron mikroskobu (SEM) yardimiyla H. pylori’nin biyofilm olusturma potansiyeli

incelenmistir.

Yaptigimiz literatlir taramasina gore ¢alismamiz, dental protezlerde H. pylori varligini
ve ayni zamanda protez materyallerinde H. pylori’nin biyofilm olusturma potansiyelinin

arastirilldigi ilk ¢aligmadir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Tarihge

Insan ve hayvan midesinde mikroorganizmalarm varlig1 yiiz yili askin bir siiredir
bilinmektedir. 1875 yil1 gibi erken bir tarihte, G. Bottcher ve Maurice Letulle insanda mide
tilseri tabani ve kenarlarinda bakterileri gostermisler ancak bakteriler Gretilemedigi igin
sonuglar goz ardi edilmis ve daha sonra unutulmustur. Bundan yirmi yila yakin bir siire sonra
1892°de Giulio Bizzozero kopek midesindeki parietal hiicrelerde spiral sekilli bakterilerin

bulundugunu bildirmistir (5).

1896 yilinda Alman bilim insan1 Hugo Salomon mide mukozasinda yasayan spiral
bakterilerle ilgili ilk kapsamli ¢alismay1 yapmis ve spiral sekilli bakterilerin kediler, kopekler
ve fareler de dahil olmak (zere ¢esitli hayvanlarin midesinde bulundugunu gézlemlemis
ancak in vitro ortamda yapay besiyerlerinde {iretme ¢abalar1 basarisizlikla sonuglanmistir.
Salomon daha sonra spiral bakterileri; kedi, kdpek ve kahverengi Norveg¢ sicaninin mide

mukusundan beyaz farelerin mide bezlerine aktarmayi basarmstir (6).

1875 yilindaki ilk gdzlemlerden sonra insan midesinde spiral bakterilerin tespit
edilmesi ise 1906 yilinda Walter Krienitz’in gastrik kanserli bir hastanin mide 6rneklerinde

spiral mikroorganizmalari tanimlamasi ile ger¢eklesmistir (5).

1930’1u yillara kadar aralikli olarak midede bulunan spiral sekilli bakterilerle ilgili
arastirmalar ve pozitif bulgulara elestiriler devam ederken 1938 yilinda James Doenges (7),
postmortem 242 insan mide 6rneginin %43’iinde ve ayni sekilde 24’1 kontrol olmak Uzere
toplam 43 postmortem maymun mide 6rneginde spiroketlerin bulundugunu bildirmis ve
ayrica insanda gozlenen spiroket morfolojisindeki bakterilerin maymunlardakinden daha kisa
ve spirallerinin daha az sayida oldugunu belirtmistir. 1940 yilinda Stone Freedburg and Louis
Barron (8), inceledikleri 35 parsiyel gastrektomi Orneginin %37'sinde “‘spiroketlerin”
bulundugunu bildirmislerdir. Arastirmacilar gordukleri bakterileri identifiye edemeseler de
bu bakterilerin mide tlseri bulunan hastalarda daha sik goriildiigiinii vurgulamislardir. Spiral
gorunumli  bakterilerin  postmortem kontaminant olmadigini kanitlar nitelikte olan bu
calisma, Doenges’in g¢alismalarini desteklemistir. Mide orneklerinin incelendigi sonraki
caligmalarda bu bulgu dogrulanamamis (olasilikla giimiisleme boyasi gibi dogru boyama
yonteminin o yillarda rutin olarak kullanilmamasi nedeniyle) ve kivrik morfolojiye sahip bu

bakterilerin oral kontaminantlar olabilecegi sonucuna varilmistir (5, 9, 10). Ayrica Doenges
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(7)’in galismasinda oldugu gibi insan disindaki diger memelilerde spiral mide bakterilerinin
varliginin gosterilmesi ve bu bakterilerin higbir hastalikla iliskilendirilmemis olmasi, insanda
gorilen spiral bakterilerin hayvanlardakilerle ayni ve dolayisiyla normalde midede yasayan
aside dayanikli bakteriler oldugu gibi yanlis bir varsayima yol agmis ve bu varsayim

insanlarda spiral sekilli mide bakterilerinin arastirilmasini bir siire kesintiye ugratmistir (9).

1950’lere gelindiginde ise gesitli arastirmacilar tarafindan gastrik ilserler ile gastrik
mukozada bulunan iireaz enzimi arasinda bir baglant1 bulundugu, iireaz aktivitesinin gastrik
mukozada Ure ve hidrojen iyonlarinin reaksiyonu sonucu amonyak olusumuna yol agarak
gastrik asidi notralize etmek suretiyle koruyucu oldugu bildirilmis ve midedeki iireaz

aktivitesinin bakteri kaynakli oldugu gosterilmistir (5).

Sonraki yillarda fiberoptik biyopsi tekniklerinin ortaya ¢ikisi antrum biyopsisinin
yapilmasina olanak saglamis ve 1975 yilinda H. W. Steer ve G. Colin-Jones (11) gastrik
iilserli hastalarda mukozal degisiklikleri inceledikleri ¢aligmalarinda gastroskopi ile alinan
biyopsi orneklerinin %80'inde Gram negatif kivrik ¢omaklar gozlediklerini ve kilturde ise
Pseudomonas aeruginosa izole ettiklerini bildirmislerdir. Benzer sekilde 1980’lere kadar
olan siiregte mide mukozasinda kivrik veya kok formunda bakterilerin saptandigini bildiren
cesitli ¢alismalar olsa da bu bakteriler tanimlanamamis ve izole edilememistir (9). Bu sirec,
Avustralyali patolog Robin Warren ve Barry Marshall’in bakterilerin gastrite neden oldugunu

kanitlamak i¢in yaptiklar: deneylere kadar devam etmistir (12).

Warren (9) son birka¢ yilda mide biyopsi orneklerinde kiigiik kivrik ve S seklinde
bakteriler gordiigiinii ancak bu bakterilerin hematoksilen-eozin boyasi ile goriilmesinin gii¢
oldugunu bununla birlikte Warthin-Starry glimiis yontemi ile daha iyi boyandiklarini
bildirmistir. Warren ve geng klinisyen Marshall peptik ilserli hastalarin mide dokusunda
gordiikleri kivrik sekilli bakterileri izole etmek i¢in birlikte ¢alismaya baslamislar ve 1982
yilinda Campylobacter’e benzettikleri bakterilerin kiiltiir ¢aligmalar1 i¢in mikroaerofilik
kosullar1 kullanmiglardir. Ik denemelerinde iki giinliik inkiibasyon sonrasinda kiiltiirii
sonlandirdiklar1 i¢in iireme saptayamamislar ancak paskalya tatili nedeniyle 6 gin
inkiibasyonda birakilmak durumunda kalan besiyerlerinde ilk tiremeyi gozlemlemislerdir.
1982 yilinda kiiltiiriinii basardiklar1 “tanimlanamayan kivrik basillere” Campylobacter
pyloridis (pilorik Campylobacter) ismini vermislerdir. C. pyloridis’i peptik iilser hastalig ile
iliskilendirdikleri makaleleri Haziran 1984'te Lancet dergisinde yayimlandiktan sonra (10)
diinyanin dort bir yanindaki diger arastirmacilar benzer bulgular bildirmeye baslamistir. Daha

sonra Marshall'in bir hastadan izole edilen canli bakterileri (H. pylori) goniillii olarak agiz
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yolundan almasiyla bu bakterilerin histolojik olarak normal mukozay1 kolonize edebilecegi

ve gastriti indiikleyebilecegi gosterilmis ve boylelikle Koch postulatlar1 da yerine getirilmistir
(12, 13).

1987 yilinda bakterinin adi Campylobacter pylori olarak dizeltilmistir. Daha sonra
yag asidi profili ve major yapisal 6zellikleri de Campylobacter’den farkli olan bu bakteri 16S
rRNA gen dizi analizine gore 1989 yilinda Helicobacter adi verilen yeni bir cins iginde

siiflandirilmistir (14).

1994 yilinda ABD Ulusal Saglik Enstitiisii tarafindan H. pylori’ nin peptik tlserin
birincil nedeni oldugu ve H. pylori ile enfekte olan {ilser hastalarinin tedavi edilmesi gerektigi
bildirilmistir (15). Ayn1 y1l Diinya Saglik Orgiitii (WHO)'ne bagh calisan Uluslararas1 Kanser
Aragtirmalart Ajansi (IARC) tarafindan H. pylori’nin insanlar i¢in 1. grup karsinojen oldugu

aciklanmustir (16).

H. pylori’nin tanimlamasi ve Kkiiltiirde iiretilmesinin basarilmas: ile birlikte
gastroenteroloji alaninda yeni bir donem baslamis ve 2005 yilinda Warren ve Marshall
H. pylori’nin gastrit ve peptik iilser hastaligindaki roliinii kesfettikleri i¢in Nobel Oduliine
layik goriilmuslerdir (17).

2.2. H. pylori’nin Ozellikleri

2.2.1. Siniflandirma

Helicobacter cinsi, Epsilonproteobacteria sinifinin Helicobacteriaceae ailesinin bir
uyesidir. Daha 6nce Proteobacteria smifinin epsilon alt sinifi olarak bilinen bu ailenin klinik
acidan en onemli Gyesi H. pylori’dir. Ailenin diger bir cinsi olan Wolinella ile
Helicobacter’ler fenotipik olarak Campylobacter cinsine benzerdir. Helicobacter cinsinin,
Campylobacter, Arcobacter ve Wolinella ile birlikte 16S RNA-DNA hibridzasyon
analizlerine gore rRNA stperailesi VI bakteri grubuna ait oldugu bildirilmistir (18). Spesifik
yag asidi profilleri, solunum kinonlari, iireme i¢in gerekli sartlar ve enzim karakteristikleri
gibi ozellikler Helicobacter lerin ayriminda kullanmilmakla birlikte 16S rDNA analizleri
smiflandirma ig¢in 6nemlidir ve Helicobacter, Campylobacter ve Arcobacter cinslerinin

taksonomik olarak ayrilmasinda kullanilmaktadir (19).

Helicobacter cins adi resmi olarak 1989 yilinda bildirilmis ve ilk olarak insan gastrik

patojeni olan H. pylori ve gelinciklerin midesinde bulunan H. mustelae olmak (zere iki tur
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tamimlanmistir (14). 1991 yilinda ise taksonomi revizyona ugramis ve H. cinaedi ve
H. fennelliae tlrleri bu aile icinde yerlerini almislardir. Bu tlrler Campylobacter’ler ile
benzer Ozellikler gosterse de farkli rRNA sekanslariyla Campylobacter cinsinden
ayrilmiglardir. Helicobacter cinsi bakteriler gastrik ve enterohepatik Helicobacter’ler olarak
ikiye ayrilirlar. Gastrik gruba H. pylori ve H. heilmannii, enterohepatik gruba ise
H. winghamensis, H. canis, H. salomonis, H. fennelliae, H. pullorum, H. cinadei, H.
canadensis, H. felis, H. westmead, ve H. rappini gibi Helicobacter turleri dahildir (15, 19,
20).

Gunumuzde gen dizilemelerine dayanan filogenetik analizlerle bu cins i¢indeki farkli
tirler tanimlanmustir (18). Tanimlanan Helicobacter tiirlerinin artmasiyla birlikte, filogenetik
analizler icin kullanilan 16S rRNA gen sekanslama yontemi siniflandirilma ve filogenetik
analiz duyarliligi agisindan kisith oldugundan 1s1 sok proteini 60 ve 23S rRNA gibi
bilgilendirici genler filogenetik ¢alismalarda kullanilmaktadir (21, 22).

Helicobacter cinsinin taksonomisi ile ilgili ileri bilgiler H. pylori dis1 tiirlerin tiim
genom analizleriyle mimkiin olacaktir. Karsilastirmali genomik c¢alismalarla birlikte

taksonomik analizlerin daha ayrintili yapilabilecegi diistiniilmektedir.

2.2.2. Mikrobiyolojik Ozellikler
H. pylori gastrik, duodenal ve 6zofageal epiteli kaplayan mukusta kolonize olan,
Gram negatif spiral sekilli, spor olusturmayan, kapsulsiiz, mikroaerofilik bir bakteridir.
Bakteri 0,5 — 1 um genisliginde ve 2,5 — 4 um uzunlugundadir. Katalaz, oksidaz ve ireaz
enzimleri bulunur. Yuksek motiliteye sahip olan H. pylori ¢oklu, polar, kilifli flajellere
sahiptir ve flajelleri ile gerceklestirdigi tirbuson hareketi tipiktir (23).

H. pylori’nin iiremesi icin optimum sicaklik 35-37°C’dir; Ureme icin nemli ve
mikroaerobik ortama (%5-10 COz, %5-10 Oz, %80-90 N2) gereksinim gésterir. inklibasyon
stresi 3-7 gilindiir. Gram boyama ile kiigiik, kivrak ¢omaklar seklinde gorinurler. Bununla
birlikte H. pylori’nin in vitro ortamda kiiltiirden izolasyonu giigtiir, dolayisiyla Brucella agar,
Columbia agar, beyin-kalp inflizyon agar gibi besiyerlerine zenginlestirici olarak at kani,
maya 0Ozeti, beta-siklodekstrin gibi katkilar eklenmektedir. Taze kiiltiirlerde kivrik ve spiral
sekillerde gozlenen H. pylori, eskimis kiiltiirlerde besin yetersizligi, artan oksijen miktari,
alkali pH, yiiksek sicaklik ve farkli antibiyotiklere maruz kalma gibi durumlarda kokoid

formlarda gozlenebilmektedir. Kokoid formdaki H. pylori’nin diisiik metabolik aktiviteye
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sahip, antibiyotiklere kars1 daha direngli, bakteriyi zorlu ¢evresel kosullardan koruyan bir
dormant form oldugu disinilmektedir. Dormant formdaki bakterilerin  kiltird
yapilamadigindan elektron mikroskopisi ve polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) tabanli tani

yontemleri ile dormant formun tespiti mumkindur (20, 23, 24).

Katalaz, oksidaz ve Ureaz aktivitesi disinda alkalen fosfataz aktivitesinin pozitif,
indoksil asetat hidrolizi ve nitrat rediiksiyonu aktivitelerinin negatif olmasi ve geleneksel
mikrobiyolojik biyokimyasal testlerde bagvurulan karbonhidrat kullanimindan yoksun olmasi
ay1rt edici biyokimyasal 6zelliklerindendir (20, 25).

H. pylori’nin hiicre duvar1 Gram negatif yapidadir; dis membraninda endotoksik
ozellik gosteren lipopolisakkarit bir yapi1 mevcuttur. Bakterideki lipopolisakkarit yap1 diger
Gram negatif bakterilere oranla ¢cok daha az endotoksik etki gosterir. Bu durumun konak
enflamatuvar yanitinin ~ sinirlanmasina  katkida bulundugu diisiniilmektedir (26).
Lipopolisakkarit tabaka bakterinin dis membran isleyisi ve fiziksel biitiinliigi icin gerekli
olmakla beraber temel ylzey antijenleri (O antijeni) diger mikroorganizmalar ve gevreleri ile

etkilesimde 6nemli bir rol oynar.

Lipopolisakkarit tabaka lipit bilesenleriyle (Lipit A) immunostimulator ve
imminomodulator 6zellik gostermektedir. Bu bilesenler ayrica non-immdanglobulin serum
faktorleri ve antikorlar i¢in baglanma bolgelerini olustururlar (27). H. pylori’de adezyonda
gorevli cesitli dis membran proteinleri mevcuttur. Bu proteinlerden en onemlileri BabA,
SabA, AlpA, AlpB, HpA ve HopZ’dir (28, 29).

2.2.3. Virulans Faktoérleri ve Patogenez
H. pylori’nin gastrointestinal mukoza ylzeyindeki canliligi pek ¢ok kolonizasyon ve
virulans faktori ile iligkilidir. Midenin asidik ortami ireme igin uygun bir ortam
olmadigindan iireaz enzimi, mide mukozasindaki tirenin hidrolizini saglayarak Ureyi NHz ve
CO2’ye parcalayarak bakteri icin koruyucu rol oynamaktadir. Ureaz aktivitesi mide asidini
notrler ve gevre hiicrelerin pH’si1 yiikseltir. Ayrica tireaz enzimi alt birimleri enflamatuvar
slirece katilarak, gastrik epitel hucrelerindeki CD74 reseptorleri ile etkilesime gegerek bir

adezin roll gormektedir (30).

H. pylori’nin, iireaz disinda da 6nemli enzimleri bulunmaktadir. Bunlar, bakterinin

aktive olmus polimorf niiveli 16kositlere karsi direngli olmasmi saglayan katalaz ve
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superoksit dizmutaz enzimleridir. Bu enzimlerin bakteriyi hidrojen peroksit ve hidroksil

radikalleri gibi reaktif oksijen substratlarindan korudugu diisiiniilmektedir (31).

Flajel, H. pylori’nin gastrointestinal sistem kolonizasyonunda biiyUk bir 6neme
sahiptir. Ylzme hareketi, yayilma hareketi ve yigilma hareketi gibi degisik tiplerde harekete
olanak saglar. Bu degisik tipteki hareketlilik sivi ortamda, agarda ve yari-kat1 veya kati
besiyerlerinde motiliteyi miimkiin kilmakla beraber kolonizasyonda, enflamasyonda ve

immiin yanittan kagista rol oynamaktadir (32).

H. pylori’nin bir diger onemli virlilans faktorii 6zellesmis adezin yapilaridir.
Adezinler bakterinin mide epitel hiicrelerine sikica baglanmasinm1 ve kolonizasyonun
kolaylagsmasini saglar. Bu sekilde mide peristaltik hareketlerinden de korunan bu bakterinin
en 6nemli adezinleri; babA ve sabA genleri tarafindan kodlanan BabA ve SabA proteinleridir.
BabA proteini mide epitel hiicreleri yiizeyinde bulunan Lewis kan grubu antijenlerine
baglanir. Yapilan ¢alismalarda; babA2 genine sahip suslarin midede daha fazla kolonize
olduklari, bu kolonizasyonun IL-8 salimmini artirdigi ve duodenal Glser ile mide kanseri
riskini artirdiklar1 gosterilmistir. SabA adezini ise, mide epitelinde siyalil-Lewis x veya
fukozil-Lewis x ad1 verilen glukokonjugatlara baglanarak adezyonda rol oynamaktadir (19,
28, 33).

H. pylori’nin dis yiizeyi dikkat ¢ekici 6zelliklere sahiptir; bakteri konak kolesterollini
glikolize ederek kendi dis membranina aktarir. Glikolize kolesteroliin gorevi heniliz tam
olarak bilinmese de dis membraninda kolesterol bulunmayan suslarin gevresel strese karsi
olduk¢a duyarli olduklari One siiriilmektedir. Ayrica kolesterol glikozilasyonunun CagA
aracil1 aktivitelerde ve konak immin sisteminden kagmada rol oynadigi belirtilmistir. Bir
diger ilging zar ozelligi ise diisiik endotoksik etki gosteren lipopolisakkarit tabakadir. Bu
durumun konak enflamatuvar yanitinin smirlanmasina katkida bulundugu diistiniilmektedir
(34-36).

H. pylori kolonizasyon ve hastalik siddetini etkileyen bir dizi virtlans faktoriine
sahiptir. cagA (sitotoksin-iligkili gen A) tarafindan kodlanan CagA en 6nemli ve en c¢ok
calisilmig virtilans faktoriidiir. CagA-pozitif H. pylori suslari enflamatuvar yanita yol agarak
tilserlesme ve kanserlesme riskini artirmaktadir (37, 38). cagA geni, tip IV sekresyon sistemi
bilesenlerini de eksprese eden bir patojenite adasinda (cag-PAl) kodlanir. Bu sekresyon
sistemi, siringaya benzer bir yapiya sahip olup, 6nceleri CagA’nin hedef konak hcrelere

enjeksiyonu disinda bir 6neme sahip olmadigi diisiiniiliirken, yapilan ¢aligmalarda CagA’dan
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bagimsiz islevleri oldugu ortaya konulmustur. Ornegin, bu siringa sistemi sayesinde CagA
disinda, yapisal bir protein olan Cagl. de konak hiicreye enjekte edilmekte ve bu protein

fibronektin proteininin bazi 6nemli fonksiyonlarini taklit etmektedir (39, 40).

CagA; konak hicre fizyolojisini, sinyal yolaklarini bozarak etkilemektedir.
H. pylori konak hiicre ile temas ettiginde, CagA direkt olarak tip IV sekresyon sistemi
tarafindan konak hiicre sitoplazmasina enjekte edilmekte ve burada konak sitoplazmik tirozin
fosfataz enzimi olan SHP-2’nin SH2 alanina baglanarak fosforillenmektedir. SHP-2’deki
mutasyonlar ile CagA aktivitesi ve timor gelisimi arasinda mekanik bir baglanti oldugu
ortaya konmustur. CagA ayn1 zamanda c-Met gibi sinyal transdiksiyonunda rol alan diger
proteinlerle de etkilesime girmektedir. CagA tiim bu bilesenlerle birlikte fenotipik olarak
hlcre-hiicre adezyonunun regulatif bozulmasina ve epitel polaritenin azalmasina, dolayisiyla

konak hticrenin invaziv bir karsinom hiicresi davranisi sergilemesine yol agmaktadir (41-43).

CagA’nin karboksi terminal bélgesinde bulunan tekrarlayan bes amino asitten (Glu-
Pro-lle-Tyr-Ala) olusan ve dort tipi (EPIYA-A, B, C, ve D) bulunan motif (EPI'YA motifi)
fosforilasyon bolgesidir ve degisik klinik izolatlar EPIY A motiflerinin sayis1 bakimindan
farklilik gOsterir. EPIYA motiflerinin dnemi, belirli EPIYA polimorfizmlerinin kanserlesme
ile gucli bir baglantisinin oldugunun diistiniilmesinden gelmektedir. EPIYA motifinden
yoksun CagA fosforile edilemez ve SHP-2 baglanmasi ile indiiklenen SHP2/ERK yolagi
yerine STAT3 yolag: aktive olur. STAT3 aktivasyonu hiicre gogiiniin artmasina yol agarken,
SHP2/ERK aktivasyonu hicre biiyiimesinin inhibe olmasina ve morfolojik degisikliklere yol
acar (44-47).

Ilging bir sekilde, CagA’nin, bir diger bakteri proteini olan vakuol olusturan sitotoksin
A (VacA)’nin hiicresel etkilerini azalttigi diistinulmektedir. VacA, konak hiicrede ¢ok sayida
biiyiik vakuol olusumunu indiikleyebildigi i¢cin bu ismi almistir. VacA CagA’nin aksine,
sekresyonu icin konak hiicre temasmna gerek olmaksizin bir ototransporter yapi
olusturmaktadir. VacA hicre yiizeyindeki reseptor benzeri fosfatazlara (RPTPa ve RPTPp)
ve diger glikolize transmembran proteinlerine baglanmaktadir. CagA, VacA’nin neden
oldugu vakuolizasyon dolayisiyla gelisen apoptozisi azaltir ve VacA’da CagA’nin neden
oldugu “hummingbird” fenotipi olarak da bilinen uzamis gastrik epirel hicre formu
olusumunu azaltmaktadir. VacA’nin epitel hiicreler Uzerindeki dramatik etkilerine ragmen,
hastaliklarda nedensel bir rol oynayip oynamadigi belirsizdir. Bu bilgiler H. pylori’nin
genetik ¢esitliligi ve viriilans faktOrleri arasindaki iliskinin patogenez Uzerindeki etkisini
vurgulamaktadir (45, 48-51).



10

2.2.3.1. Biyofilm Olusturma

Baz1 bakteriler genellikle besin agisindan kisitli ve gevresel sartlarin zor oldugu
ortamlarda bulunduklar1 ylzeye tutunarak biyofilm adi verilen topluluklar olusturmaktadir.
Biyofilmler ¢evrede her alanda (dogal, endiistriyel, klinik alan) bulunmakla beraber pek ¢ok
kronik enfeksiyonda da kritik rol oynamaktadir. Biyofilmler genellikle birden fazla bakteri
tirinden olusmaktadir; 6rnegin dental biyofilmler 500°den fazla bakteri turii icermektedir.
Biyofilm, canli ve 6lii bakteriler ile birlikte polisakkaritler, nikleik asitler ve proteinler gibi
bakteriler tarafindan tiretilen ¢esitli ekstraseliiler polimer maddelerden (EPS) olusan matriks
adinda bir yapidan olusmaktadir. Biyofilmlerde EPS matriks, biyofilmin %90’lik kismini
olusturabilmektedir. Bakterinin ylzeye ilk tutunmasi hidrofobik ya da elektrostatik
etkilesimlerle olabilmekle birlikte  spesifik bakteri ylzey molekilleriyle de
gerceklesebilmektedir. lkinci adimda yiizeye tutunan bakteriler EPS ile cevrili
mikrokoloniler olusturur. Bir sonraki adimda bakteri populasyonundaki artisla beraber
biyofilm tabakasi kalinlagir. Son adimda ise kalinlasan biyofilm tabakasindan kopan

planktonik bakteri hiicreleri diger bolgelere yayilirlar (4).

Biyofilm olusturan bakteriler planktonik bakterilerden farkli 6zelliklere sahiptirler. Bu
Ozelliklerden biri antimikrobiyal ajanlara karsi artan direngtir. Bir diger 6nemli 6zellik ise,
biyofilmde bulunan hiicrelerin, viriilans faktorii genlerinin ekspresyonu agisindan, planktonik
bakterilerden farkli bir model sergilemeleridir. Bu o6zellige o6rnek olarak, biyofilm
hlcrelerinin birbirleriyle iletisim kurmalarini saglayan hiicrelerarasi iletisim sistemi (Quorum

Sensing [cevreyi alglama]) verilebilir (4).

Bu sistem bazi sinyal molekiillerini iletisim araci olarak kullanmaktadir. Bu
molekiller bir esik degere ulaginca sinyal transdiuksiyonu baslar ve bdylelikle virilans
faktorleri, sekresyon sistemi, motilite, sporilasyon ve biyofilm formasyonu ile ilgili g¢esitli
gen ekspresyonlar1 tetiklenir. Boylelikle biyofilm tabakasinda bulunan tiim bakteriler hem
biyofilmin olusumunda hem de virllans faktorleri, sekresyon sistemleri, sporulasyon gibi gen

ifadelerini birbirleriyle paylasabilirler (4, 52).

H. pylori in vitro olarak biyofilm olusturma yetenegi ortaya konmus bir bakteridir.
Stark ve ark. (53), H. pylori NCTC 11637 susunun beta-siklodesktrin katkili Brucella sivi
besiyerinin su-hava arayiizeyinde polisakkarit igeren, suda cozinmeyen bir biyofilm
olusturdugunu ortaya koymuslardir. Daha sonra, Cole ve ark. (54), bakterinin cam yiizeyler

Uzerinde biyofilm olusturma kabiliyetine sahip oldugunu gostermislerdir. H. pylori mide
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mukozasinda da biyofilm olusturabilmektedir. Ayrica su sistemlerinde biyofilm

olusturmabilme yetenegine sahip oldugu diistiniilmektedir (4, 55).

2.3. Epidemiyoloji

2.3.1. Bulasma Yollar
Helicobacter tlrleri insanlarin yani sira kdpekler, kediler ve sigirlar dahil olmak lizere
cesitli hayvan konaklarin gastrointestinal ve hepatobilier sisteminden izole edilmistir.
H. pylori ise karakteristik olarak glclu Greaz aktivitesine sahip olan ve insanlarda sik gorllen
bir Helicobacter turudur. Midenin rezervuar gorevi gordigi H. pylori enfeksiyonlarinda
hayvandan insana bulasma kanitlanamamistir. Bakteri midede kardia, korpus ve antrumda
kolonize olmaktadir, ancak proksimal duodenumun gastrik metaplazi bolgelerinde de

bulunabildigi belirtilmistir (20).

H. pylori’nin insandan insana bulasma sekli halen kanitlanmaya calisiimaktadir.
Geligmekte olan Ulkelerde yetersiz sanitasyon ve kontamine su kaynaklarmin blytk risk
olusturdugu one slrllmekte, hem oral-oral hem de fekal-oral yol olasi bulasma yollari
arasinda sayilmaktadir. Kamu kullanimina agik su kaynaklarinin kontamine olmasi, Kaltlr
pozitif su orneklerinin ¢ok az sayida olmasi nedeniyle kanitlanamamistir. Uygun sekilde
muhafaza edilen ve kultlirli yapilan H. pylori’nin dezenfeksiyon iglemlerine karsi dayanikli
olduguna dair bir kamit olmasa da kudltirl yapilamayan formlarin canli kalabildigi
diigiiniilmektedir. Uygun sanitasyonun saglanamadigi zihinsel engelli okullar1 ve
yetimhaneler gibi kurumlardaki insan popiilasyonlarinda kolonizasyon prevalans ve

insidansinin yiiksek olmasi fekal-oral yolun gecerli olabilecegini diisiindiirmektedir (56-60).

Oral-oral yolla bulasma H. pylori’nin mide gastrik sivisinin geri  kagmasi
(regurjitasyon) dolayisiyla oral kavitedeki gecici kolonizasyona baglanmaktadir. Bir diger
olas1 bulasma yolu ise H. pylori’nin saatlerce canli kalabildigi kusmuk 6rnekleridir. Kisiden
kisiye bulagma, siklikla horizontal bulasma seklinde Ozellikle anne-gocuk ve kardesler
arasinda goriilmektedir. Gelismekte olan iilkelerde, 6rnegin yiksek prevalansa sahip Glney
Afrika’nin kirsal kesimlerinde hem aile i¢ci hem de aile dis1 bireylerdeki suslarin birbiriyle
iliskili paternlerine rastlanmistir. Kentsel yasamda ise klonal bulasmanin daha ¢ok birinci
dereceden akrabalar arasinda goriildigi  belirtilmektedir. Kisiden kisiye bulasmanin
arastirilmasinda en iyi yolun hane halk: igindeki bulasmanin incelenmesi oldugu, ancak

kanitlarin yorumlanmasinin halen karmasik oldugu bildirilmektedir (20, 23, 61, 62).
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2.3.2. Dunyada ve Tiirkiye’de H. pylori Prevalansi

H. pylori neredeyse insan populasyonunun yarisinda kolonize olmus bir bakteri
olmakla birlikte H. pylori enfeksiyonu prevalansi gelismis ve gelismekte olan Ulkelerde
farklilik gostermektedir. Gelismekte olan (lkelerde enfeksiyon erken yasta meydana
gelmektedir ve 10 yasma kadar bircok cocuk enfekte olmaktadir. Yetiskin gruplarinda ise
prevalans yuiksektir. Gelismis tilkelerde 30 yas alti grupta diisiik bir enfeksiyon orani
goriiliirken 1ileri yaslarda bu oran %40-50’lere g¢ikmaktadir. Bu sonuglarin enfeksiyon
oranlarinin artmasindan ¢ok kohort etkisinden kaynaklanabilecegi disunulmektedir.
H. pylori suslarinin fark: virulans 6zelliklerine sahip olmasi, ¢evresel sartlar, konak sartlari,
kiltir farkliliklari, tedavi ilkeleri gibi faktorler sebebiyle prevalans llkeden ulkeye farklilik
g0sterebilmektedir (20, 23, 63).

Asya’da gerceklestirilen c¢alismalarda, Cin’de yas¢a biiyilk (>60) bireylere
odaklanilmis ve yuksek prevalans (%83.4) tespit edilmistir (64). Japonya’nin yedi farkli
bolgesinde gergeklestirilen ve 1997-2013 yillarin1 kapsayan kesitsel bir ¢alismada farkli tani
testleri (seroloji, diskida antijen testi, idrarda antikor testi) kullanilmis ve calismada bdlgeler
arasinda prevalans agisindan onemli farkliliklar (%29,4-%54,5) saptanmistir. En diisiik
prevalansin Kuzey bolgesinde bulunmasi, diger testlere gore diisiik duyarliliga sahip oldugu
bilinen idrar antikor testinin kullanilmis olmasina baglanmistir. Ayrica gergeklestirilen bu
calismada kadinlara gore erkeklerde H. pylori prevalansi daha yiksek bulunmustur (%37,6;
%43,2). Yasa gore prevalans incelendiginde ise en yiiksek prevalans 1940-1949 yillan
arasinda dogmus bireylerde saptanmistir. Bu durum yasam standartlarinin iyilesmesine baglh
olarak prevalansin diismesi ile dogum kohort etkisinin belirgin bir sekilde gorilmesini
saglamistir. Japon popiilasyonunda geng bireylerde prevalans belirgin bir sekilde disiis
gostermektedir (65).

Avrupa'da Kuzey ulkelerinden Hollanda’da dort farkli bélgeden rastgele secilen 1550
kan donériinden alinan 6rnekler H. pylori ve CagA antijenlerine kars1 olusan antikor varligi
acisindan incelenmistir. Bu ¢alismada, yalniz Hollandali denekler degerlendirilmis ve
Avrupali olmayan go¢cmenler calismaya alinmamistir. Calismanin sonucunda H. pylori
seropozitifligi saptanan hasta sayis1 492 (%31,7) olarak bildirilirken, bu hastalarin iginde
CagA seropozitifligi bulunan hasta ise 138 (%28) olarak bildirilmistir. H. pylori
seroprevalansi, 1935-1946 dogumlu deneklerde %47,7'den, 1977-1987 dogumlularda dogum
kohortunun olas1 bir sonucu olarak %16,4’¢ diismiistiir. Ayn1 yas gruplarinda CagA

pozitifligi agisindan da prevalans %37,7°den %14,3’e diismiistlir. Bu veriler arastirmacilara
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gbre ©Onumizdeki yillarda gelismis tilkelerde ve Hollanda’da H. pylori prevalansinin

azalmasinin beklenebilecegini diisiindiirmektedir (66).

Hollanda’da bu ¢alismanin disinda 6837 hamile dondr ile gergeklestirilen bir ¢alisma
yayimlanmistir. Bu ¢alismaya gore Hollandali hamile kadinlarda H. pylori prevalansi1 %24
olarak saptanmustir. En 6nemli bulgu ise Hollandali olmayan hamile kadinlarda H. pylori
seropozitifliginin %64 gibi bir oranla ¢ok daha yiiksek olmasidir. H. pylori pozitifligi
sirasiyla en yiiksek Fasli (%92), Yesil Burun Adali (%80), Tirk (%81), Hollanda Antillerili
(%60) ve Surinamli (%58) hamile kadinlarda saptanmistir. Ayrica ikinci bir grupta Hollanda
disinda dogmus birinci nesil go¢menlerde ikinci nesil gocmenlere gore daha yuksek
prevalans saptandigi bildirilmistir. Dolayisiyla, bu calismada etnik koken ve gbé¢cmen

topluluklar H. pylori i¢in 6nemli bir belirteg olmustur (67).

Kuzey Avrupa ulkelerinin aksine, Portekiz'de enfeksiyon prevalansinin yiiksek
(%84,2) oldugu, CagA seropozitifliginin ise %61,7 oldugu ve Portekiz’de H. pylori

oranlari’nin diger Avrupa ulkelerine gore daha yiiksek oldugunu belirtilmistir (68).

Kuzey Amerika’da H. pylori prevalansi Kuzey Avrupa ile yakin oranlarda tespit
edilmistir. Kanada’da dispepsili ve gastroskopi icin yonlendirilmis 203 aborjin hasta ile
gergeklestirilen ¢alismada H. pylori enfeksiyon prevalansi histoloji sonuglarina gére %37,9
olarak tespit edilmistir (69). Bu bulgularin aksine, Meksika’da gerceklestirilen bir ¢aligma
Latin Amerika’daki yiiksek H. pylori enfeksiyon prevalansini ortaya koymustur. Meksika’nin
kirsal alaninda 343 hamile kadin ile gergeklestirilen bu ¢alismada seroprevalans %52,2 olarak
tespit edilmistir (70).

Uganda ve Sili’de hamile kadinlarda gergeklestirilen iki ayr1 arastirmadan Uganda’da
yapilan ¢alismada; H. pylori prevalansi cografi bolge farkliliklarina gore olduk¢a farkli
oranlarda (%18,2-%60,5) bildirilmis ve bu durumun kullanilan su kaynaklar1 ile ilgili
olabilecegi belirtilmistir (71). Sili’de gergeklestirilen ¢alismada ise 274 hamile kadindan
188’inde (%68,6) H. pylori tespit edilmekle birlikte dispeptik semptomlar ve gebelik
sirasinda ortaya c¢ikan hiperemezis ile H. pylori pozitifligi arasinda anlamli bir iligki
bulduklarini belirmiglerdir (72).

Bolivya’da kirsal yerlesim bolgesinde kiiglk yasta gocuklarin dahil edildigi 1065
kisinin katildig1 ¢alismada, prevalans %80 (848) orani ile oldukga yiiksek bulunmustur.
Ayrica en distik prevalansun 3 yasindan klcgik grupta oldugunu ve en yiiksek artisin da 3

yasindan kii¢iik grup ile 3-4 yas arasindaki ¢ocuklarda oldugunu bildirmislerdir (73).
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Ulkemizde ise H. pylori goriilme siklig1 olduke¢a yiiksektir. Niifusun %80’inin 20
yasina kadar enfekte oldugu belirtilmektedir (74). Tirkiye’de 81 il genelinde yapilan
populasyona dayali kesitsel bir ¢alismada, iilke genelinde 4600°den fazla birey Ure nefes testi
ile taranmis ve enfeksiyon prevalans: %82,5 gibi yiiksek bir oranda saptanmustir. flging bir
sekilde prevalansin, tilkemizin narenciye yetistirilmesi bakimmdan en zengin olan giiney
kesiminde yasayan ve genellikle narenciye bakimindan zengin bir beslenme tarzi benimseyen
bireyler arasinda daha diisiik oldugu belirlenmistir. Dolayisiyla yazarlar, C vitamininin birgok
enfeksiyonun Onlenmesinde rolii oldugu da dusiiniildiigiinden, H. pylori enfeksiyonlarinin

onlenmesinde de 6nemli rol oynayabilecegini 6ne slirmiislerdir (75).

Ulkemizin Kuzeydogu bolgesinde bulunan Kars ilinde 1400 hasta ile gergeklestirilen
caligmada 994 (%71,1) pozitiflik tespit edilmistir (76). Yine iilkemizden Diyarbakir ilinde
Onder ve arkadaslarmin (74) yaptig1 oral hijyen ve H. pylori pozitifliginin arastirildig: bir
calismada, calismaya dispeptik yakinmalar1 olan 66 hasta dahil edilmis ve hastalar oral
hijyenlerine gore iyi, zayif ve kotii olarak gruplandirilmistir (sirasiyla; 11 [%16,], 29 [%43,9]
ve 26 [%39,4]). Hastalarin %78,8’inin (52 hasta) gastrik biyopsi 6rneginde H. pylori
pozitifligi saptanmistir. Oral hiyjen indeks grubu iyi olan hastalarda gastrik H. pylori
varhigina istatistiksel oranda anlamli sekilde daha az oranda rastlanmustir. Tiirkiye’de
gergeklestirilen ve H. pylori’nin oral kolonizasyonuna deginen bir baska ¢alisma da Giirbiiz
ve arkadaslar (77) tarafindan Istanbul’da gerceklestirilmis ve dispeptik 75 hastanin 68’inde
dis plaginda H. pylori’nin varligi gosterilmistir.

Ulkemizde Marmara bolgesinden Istanbul ilinde gerceklestirilen bir calismada,
caligmaya dahil edilen 460 hastanin 150 (%33)’sinde histolojik incelemeler sonucunda
H. pylori pozitifligi tespit edilmistir. Tiirkiye geneli diisiiniildiigiinde bu oran nispeten diisiik
olarak degerlendirilmektedir (78)

2.4. H. pylori’nin Spesifik Hastalhklarla iliskisi

H. pylori’nin klinik agidan Helicobacter cinsi icindeki en 6nemli tur oldugu Marshall ve
Warren (10)’1n H. pylori ile peptik lseri iliskilendirdiginden beri bilinmektedir. H. pylori’nin
neden oldugu hastaliklar direkt olarak kolonizasyon bdlgesi ile ilgili olmakla beraber klinik
sonuglar1 degiskendir. Mikrobiyal ve konak kaynakli faktorlerin yanisira ¢evresel faktorler de

bu sonuglar Gzerinde rol oynamaktadir.
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Bircok Ulkeden aragtirmacilarin katildigi Maastricht Konsensus Konferanslarinda
gerceklestirilen calisma gruplarinda dispepsi, gastro-6zofagal refli, MALT lenfomasi,
intestinal metaplazi ve H. pylori iliskileri ele alinmig ve ortaya konan raporda H. pylori’nin
bu endikasyonlar ile iligkili oldugu belirtilmistir. Yine Kyoto Global Konsensus’unun ortaya
koydugu raporda H. pylori gastritinin bulasici bir hastalik olarak ele alinmasi gerektiginden,
H. pylori’nin dispepsi ile iliskisinden ve H. pylori’nin eradikasyonunun gastrik kanseri
Onleyip onlemedigi ele alinip belirtilen endikasyonlarda H. pylori’nin efektif olarak rol
oynadigi kabul gérmiistur (79-81).

2.4.1. Kronik Gastrit
H. pylori gelismis viriilans 6zellikleri sayesinde mide mukozasinda kolonizasyona
oldukga yatkin ve immin sistemden kacabilen bir bakteridir. Dolayisiyla, H. pylori

enfeksiyonlarinda kroniklesme sik gorilmektedir.

H. pylori ile enfekte bireylerin hemen hemen tumi kronik gastrit sikayetine sahip
bireylerdir. Kronik gastrit, polimorf niveli lokositlerin enfeksiyon bélgesine infiltrasyonu ile
karakterizedir. Mukozal enflamasyonun siiresi akut gastrit ile kronik gastritin ayrimini saglar.
Kronik gastritin pangastrit, antrum baskin ve korpus baskin olmak tizere 3 g¢esidi
bulunmaktadir. Akut H. pylori enfeksiyonu sonrasi ¢ogu akut gastrit olgusu histolojik olarak
mononukleer hiicreler, lenfositler, plazma hiicreleri ve makrofajlar ile karakterize olan aktif
kronik gasrite donisiir. H. pylori enfeksiyonlarinda karakteristik olarak germinal merkezlerde
lenfoid folikuller gorilebilmektedir. Antrum baskin gastrit olgulari genellikle atrofik
duodenal Ulselerler ile karakterizedir. Kalici enflamasyon ise hipoklorhidri veya aklorhidri ile
mide atrofisinin gelismesine sebep olur. Bu degisiklikler bakterinin proksimal gocunu
kolaylastirarak ilerleme egiliminde bir multifokal gastrit metaplazisine daha sonra ise gasrik
kansere sebebiyet verebilmektedir. H. pylori ile kronik gastrit iliskisi, gonulli kisilerin
bakteri ile enfekte edilmesi sonrasinda yapilan gastrik pH Olglimleri, biyopsi materyallerinin
histolojik incelemesi ve enfeksiyonu takiben koruyucu antikorlarin olusumu veya antibiyotik
tedavisi sonrast bakteri eradikasyonu ile birlikte gastritin siddetinin Olgulmesi gibi

calismalarla kanitlanmustir (2, 19, 82).
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2.4.2. Peptik Ulser

H. pylori'nin viriilan suslari, peptik iilserasyona yatkindir ve bakterinin tamamen
eradikasyonu ile Ulserler iyilesmekte ayrica blyuk 6lclide niiks de 6nlenmektedir. Bununla
birlikte, duodenum Ulserlerinin ve gastrik iilserlerin patogenezi farklidir; duodenal uUlserler,
H. pylori'nin neden oldugu antral gastritin bir sonucu olarak ortaya ¢ikar ve bu da
hipergastrinemiye yani hormonal degisimlerden sonra saglikli gastrik korpustan yuksek
miktarda asit Uretimine neden olmaktadir. Duodenum, yiiksek asit yikiine cevaben, mide
metaplazisi gelistirir ve normal duodenal mukozanin aksine, H. pylori’nin kolonizasyonu
kolaylasir. Dolayisiyla enflamasyon ve (lserasyonlar meydana gelmektedir. Buna karsilik,
gastrik Ulserler H. pylori kolonizasyonu tarafindan indiiklenen pan veya korpus baskin gastrit
ile ve normal veya diisiik asit seviyeleri ile iliskilidir. Ayrica ilserler genellikle yogun
iltihaplanma bolgesi olan antral ve korpus mukozasinin birlesme noktasinda ortaya
¢ikmaktadir. H. pylori kaynakli duodenal iilserler genellikle orta yas bireylerde gorultrken,
gastrik ulserler tipik olarak daha yasl bireyleri etkilemektedir (83-87).

Muhtemelen bu hastaliklarda prevalansin diismesi, H. pylori prevalansinin
diismesinden kaynaklanmaktadir. Yasam standartlar1 1iyilestikge, ¢ocuklarin bakteriyle
karsilasma olasiliklar1 gittikce azalmaktadir. Peptik {ilser hastaliginin ortaya ¢ikmasinin
altinda yatan nedenler tam olarak kesfedilememistir. Olas1 nedenler olarak sigara kullanimi
One cikartilmistir. Bu hipotez ¢ok popiiler hale gelse de, dlserler bu kadar yaygin hale
gelmeden de diger tiitin mamillerinin kullaniminin ¢ok yaygin olmasi nedeniyle dogrulugu
kanitlanamamustir. Bir diger olasilik, H. pylori viriilansinin artmasidir. H. pylori’nin midede
birden fazla susu mevcutsa, bu suslar hizli bir sekilde adapte olabilmekte ve gelisebilmekte;
bu da konak ile etkilesimde downregiilasyona neden olabilmektedir (83, 88-91).

Ayrica konak bagisikligindaki degisimler de hastalik patofizyolojisinde énemli rol
oynamaktadir. Peptik Ulser hastalarimin, Ulserleri olmayan H. pylori pozitif hastalarla
karsilastirildiginda, bozulmus gastrik mukozal Treg yanitina (diizenleyici T hiicresi yaniti)
sahip olduklart ortaya ¢ikmistir. On dokuzuncu yiizyilin sonlar1 ve 20. yiizyilin baslarinda
daha iyi beslenme kosullart ve gelisen hijyenik sartlar nedeniyle kademeli olarak
kolonizasyon azalmis ve bu da bazi konaklarda Treg yanitin daha az olgunlagmasiyla
sonuglanmis olabilecegi ve bunun da gastrik ve peptik Ulserasyonun artmasina neden
olabilecegi belirtilmistir (84, 92).
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2.4.3. Gastrik Adenokarsinom ve H. pylori iliskisi

Gastrik adenokarsinom iki tipte incelenmektedir; yaygin olan intestinal tip ve daha az
yaygin olan, siklikla daha agresif ilerleyen ve geng bireylerde ortaya ¢ikma egilimi olan
diffuz tip. Diffuz tip adenokarsinom bazen basit bir H. pylori gastritinin arka planinda ortaya
cikabilir, intestinal tip gastrik kanser ise pan veya korpus baskin olarak ortaya ¢ikar ve bunun
sonucunda hipoklorhidri gelisir. Intestinal tip gastrik kanser, basit gastritten mide atrofisine,
metaplazi, displazi ve karsinoma dogru ilerlemenin son asamasi olarak diisiiniilmektedir. Bu
asamalardaki kritik basamak mide atrofisidir. Buna karsin, H. pylori’nin atrofi gelismeden

once eradike edilmesinin karsinogenezi dnleyebildigi diisiiniilmektedir (84, 93).

Insanlarda gastrik kanserin H. pylori’nin neden oldugu atrofi ile iliskili olup
olmadiginin anlasilmas1 igin, Cag-A DNA’s1 tasiyan transgenik fareler ile galismalar
gerceklestirilmis ve farelerde enflamasyon veya atrofi olmadan adenokarsinom benzeri
hitopatolojik degisiklikler goze ¢arpmustir. Sonug olarak, hayvan deneyleri, mekanizmanin
anlasilmas1 agisindan yardimci olsa dahi CagA’min insan gastrik adenokarsinom

gelisimindeki roliiniin anlasilmasi i¢in daha ¢ok arastirmaya ihtiya¢ duyulmaktadir (94, 95).

2.4.4. Mukoza ile Tliskili Lenfoid Doku Lenfomasi (MALT) ve H. pylori Tliskisi
H. pylori’yi MALT lenfoma ile iliskilendiren ilk ¢alisma 1991 yilinda yapilmistir
(96). Arastirmacilar gastrik MALT lenfoma hastalarinin biiyiik gogunlugunun H. pylori ile
enfekte oldugunu gosterip H. pylori enfeksiyonunun gastrik MALT lenfoma riskini 6nemli
olciide artirdigini belirtmislerdir. Mide dokusu normal sartlarda organize lenfoid dokudan
yoksundur. H. pylori ile enfekte bireylerde lenfoid folikiller olusur, bundan dolay1 olusan
lenfoid doku morfolojik olarak MALT ile birebir aynidir (97).

H. pylori’nin MALT lenfoma patogenezindeki énemi gesiti ¢alismalar ile ortaya
konmustur. Hiicre kiltirlerinde H. pylori’ye spesifik T hticrelerinin stimiilasyonuyla lenfoma
gelisimi gozlenmistir (98). Antibiyotik tedavisi alan gastrik MALT lenfoma hastalarinin %
75’inde gerileme gorilmis ve antibiyotik tedavisine cevap veren hastalarin ¢ogunda klinik
olarak gerileme devam etmistir (99). Bu ve benzeri c¢aligmalar 1s1ginda H. pylori
enfeksiyonunun gastrik karsinom riskini artirdigi saptanmig ve IARC tarafindan grup 1

karsinojenler arasimda siniflandirilmistir (16).
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2.4.5. H. pylori’nin Diger Hastaliklarla iliskisi

H. pylori enfeksiyonlarinin mide disinda olusan hastaliklarla iligkisi halen arastirilan
ve merak edilen bir konudur. H. pylori, mide i¢inde ve disinda bulunan birgok biyolojik olaya
dahil olabilmekte, dolayisiyla da mide disinda gelisen bir¢ok hastaligin olusumda da
dogrudan veya dolayli yoldan rol oynayabilmektedir. idiyopatik trombositopenik purpura ve
demir eksikligi anemisindeki roli bilinse de yeni ortaya cikan kanitlar, H. pylori'nin akut
koroner sendrom riskini artirabilecegini, insiilin direnci gelisimde rol oynayabilecegini ve
norodejeneratif hastaliklar, solunum bozukluklari ve diger ¢esitli rahatsizliklarla iliskili
olabilecegini gostermektedir. Bu iliskiler, diisiik dereceli bir enflamasyonun devamli aktif
olmasit veya H. pylori’'nin molekiller mimikri mekanizmalar1 gibi degisik patojenik

mekanizmalar ile agiklanmaktadir (100).

2.5. Tam

H. pylori dinyadaki ylksek prevalansina ragmen tanisinda g¢esitli zorluklarla
karsilasigan bir bakteridir. Kullanilan tan1 yontemlerinin belirli avantaj ve dezavantajlar
bulunmakla beraber bu yontemler duyarlilik, 6zgiilllk, inazivlik, tecriibe gerekliligi agisindan
ve ekonomik olarak fark gostermektedir. Gunlimuzde ureaz aktivitesi, mikroskopi ve kultur
gibi birden fazla tam yontemi kombine olarak kullanilarak duyarlilik, o6zgullik ve
ekonomiklik gibi faktorler de g6z Onine alinarak en dogru sonucun alinmasi

hedeflenmektedir.

2.5.1. Ureaz Aktivite Testi

Ureaz aktivitesi H. pylori tanisinda en énemli faktorlerden biridir. Ureaz aktivite testi
Ureaz enziminin bakteri tarafindan biyuk miktarlarda Gretimine ve enzimin dreyi hidrolize
ederek CO2 ve NHz agiga cikartmasina dayalidir. Antral biyopsi materyallerinde Ureaz
aktivitesi tayini bakterinin tanisinda kullanilmaktadir. Bu amagla kullanilan ticari hizl {ireaz
testlerinde biyopsi materyali Ure igceren ortama eklendiginde amonyak salinimi ile artan pH,
Ureaz besiyerinde renk degisimine yol agmaktadir. Ureaz aktivite testleri bakteri yogunlugu
ile dogru orantili olarak c¢alismaktadir. Ureaz aktivitesi tayininde besiyerleri haricinde
yontemler de mevcuttur. Jel bazli, kagit bazli ve sivi bazli olarak ayrilan bu testler besiyerine
gore daha hizli sonu¢ vermekle beraber duyarhliklart nispeten diisiik kalmaktadir.

Duyarliligin kanayan ilserli ve kismi gastrektomili hastalarda diisebilecegi, ayn1 zamanda
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biyopsi materyalinin aliminda kullanilan forseps ve benzeri aletlerdeki formalin

kontaminasyonunun da duyarlilik tizerinde negatif etki yapabilecegi bildirilmistir (101, 102).

2.5.2. H. pylori Kulttru

H. pylori’nin kesfinden bu yana kiiltiir metodu rutin olarak yapilmakta olup altin
standart olarak kabul edilmektedir. H. pylori insan gastrik biyopsi materyallerinden izole
edilebilmektedir. Bakterinin kiiltiiriiniin yapilabilmesi i¢in mikroaerofilik bir ortam ve zengin
icerige sahip besiyerleri gereklidir. Izolasyon igin pek ¢ok madde ve kimyasallar
onerilmektedir. Genel olarak at kanli Columbia agar veya beyin kalp inflizyon s1v1 besiyerine
betasiklodekstrin ve fetal sigir serumu gibi bakterinin Gremesinde pozitif etkisi olan destek
maddeleri ilave edilmektedir. H. pylori’nin izolasyonu i¢in 35-37°C ve %5-10 CO2, %80-90
N2, %5-10 O2 iceren mikroaerofilik ortamda 3-7 gun inkubasyon gereklidir. Kultir
H. pylori’nin tamisinda en spesifik (6zgul) yontemdir ve optimal kosullar saglandiginda
%90’1n lizerinde duyarliliga ve %100 Ozgiillige sahiptir. Kiltir sonuglart genel olarak
Ornegin kalitesi, transport ve sonuglari yorumlama gibi kosullara baghdir. H. pylori;
inkibasyon suresi, mikroaerofilik ortam vb. kosullar sebebi ile kiltlrl zor bir bakteri olarak
kabul edilmektedir. (23, 101, 103, 104).

2.5.3. Histoloji

Histoloji H. pylori tanisinda enflamasyon varligi ve derecesi, metaplazi, atrofi,
neoplazi gibi mukozaya dair kritik veriler sunar. Hem antrum hem de korpus’tan biyopsi
ornekleri alinarak inceleme yapilmalidir. Altin standart olan gincellenmis Sydney
siniflandirma sistemine gore bes ayri alandan biyopsi alinmasi onerilmektedir. Fakat bu
yontem cok sayida biyopsi Ornegi alinmasmi gerektirdiginden ¢ogu merkez tarafindan
kullanilmamaktadir. Endoskopi, invaziv ve zaman alan bir prosedurdir ve Onerilenden az
sayida biyopsi Orneginin analiz edimesi H. pylori varligi agisindan yanlis negatiflik ile
sonuclanabilir. Biyopsi orneklerinde H. pylori saptanmasinda genellikle hematoksilen-eozin
(HE) boyama kullanilir. HE boyama sonugsuz kalirsa Warthin-Starry, Giemsa, toluidine
mavisi, akridin oranj, McMullen, Genta ve Romanouski gibi boyama yontemleri veya immin

kimyasal yontemler kullanilabilir (105-107).

H. pylori epitel yiizeyinde, mukus tabakasinda ve gastrik bezlerde kivrik ¢omak

olarak gozikmektedir. Diger bir Helicobacter tirl olan H. heilmanii de insan midesinde
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bulunabilir. Zoonotik enfeksiyonlara neden olan H. heilmanii kedi ve kopeklerden
bulasabilmekte ve kronik gastrite yol acabilmektedir. H. heilmanii kivrik olmayip
H. pylori’den daha uzun morfolojisi ile histoloji ile kolayca ayirdedilebilmektedir. Orneklerin
Oznel olarak degerlendirilmesi histolojinin dezavantajlarindan biridir, bu da arada kalinan
durumlarda sonuglarin yorumlayan Kisiye g@ore degisiklik gosterebilecegi anlamina
gelmektedir. Ayrica biyopsi ornekleri icin invaziv bir islem olan endoskopi gereklidir.
Histolojinin duyarlilik ve 6zgiilliigii H. pylori kolonizasyonunun yogunluguna ve patologun
tecriibesine gore degisebilmektedir (106, 108).

2.5.4. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

PCR az sayida bakterinin genetik materyallerinden saptanmasina izin veren bir
yontemdir. Invaziv ve invaziv olmayan islemlerden elde edilen drnekler PCR ile calisilabilir.
Pek cok tan1 yonteminden daha hizli sonu¢ vermesinin yamisira PCR yo0ntemi, cesitli
bakteriyel genotip Saptamalarinda, epidemiyolojik ¢alismalarda, antibiyotik direng
caligmalarinda, virulans faktorlerinin saptanmasinda ve bakteri kopya sayisi belirlenmesi gibi
calismalarda kullanilabilmektedir. PCR ydnteminin dezavantaji ise tedavi sonrasi hastalarin
gastrik mukozasinda bulunabilen 6lu bakterilerin DNA segmentlerini saptayarak yalanci
pozitif sonug verebilmesidir. H. pylori’nin PCR ile molekiiler tanisi invaziv ya da invaziv
olmayan yontemlerle elde edilebilen gastrik biyopsi, gastrik sivi, digki, oral bosluk drnekleri
vb. ornekler ile mimkindir. Molekiiler tani, transport siresi ve kontaminasyon gibi

sebeplerle kiiltiirii yapilamayacak ¢rnekler i¢in uygulanabilir durumdadir (101, 106, 109).

2.5.5. Seroloji

H. pylori’ ye kars1 olusmus c¢esitli antikorlar1 saptayan enzim imminoassay (EIA)
tabanli testler mevcuttur. Bu testler immunoglobulin G (1gG) saptanmasina yonelik olup
duyarlilik ve ozgiilliikleri degismektedir ve goreceli olarak ucuz ve kolay uygulanabilir
testlerdir. Genel olarak ¢esitli suglarin kompleks antijen varyasyonlarini igeren testler daha
yuksek duyarlilik degerlerine sahiptir. Aktif H. pylori enfeksiyonu tespitinde kullanilan
seroloji testlerinin degerlendirilmesinde dnemli olan kritik faktorler enfeksiyonun prevalansi,
cografya varyasyonlart ve ¢alisilan popiilasyonlardir. Sinir (Cut-off) degerlerini spesifik
populasyonlar igin belirlemede serolojik testlerin lokal validasyonu 6nemlidir. Serolojik

testler, antibiyotik ve proton pompa inhibitori tedavisi goren, kanamal: Ulser veya mide
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atrofisi bulunan hastalarda tre nefes testine bir alternatif olarak kullanilabilir ve H. pylori
negatif hastalarin saptanmasinda etkindir. Serolojik testlerin bir dezavantaji ise tedaviden
sonra bile antikorlarin vicutta uzun siire kalmasindan dolay1 bazi durumlarda yalanci pozitif
sonuglar verebilmesidir. Bu durum H. pylori enfeksiyonunun eradikasyonunu konfirme

etmesi agisindan serolojinin kullanisliligini kisitlamaktadir (106, 110).

2.5.6. Ure-Nefes Testi

Ure-nefes testi, oral olarak absorbe edilen 3C veya '4C isaretli Grenin gastrik
ortamdaki H. pylori tarafindan CO, ve amonyaga indirgenmesine dayanir. Kana diflize olan
13CO;, veya *CO; akcigerler ile solunum yoluyla disar verilir ve verilen nefeste saptanabilir.
Nefesteki isaretli karbon sinyali diizeyi H. pylori’nin kolonizasyon yogunlugunu belirtir. 1*C
isaretli Ure *C’ye gore daha siklikla kullanilmaktadir, bunun sebebi ise *3C radyoaktif
olmayan zararsiz bir izotoptur; ¢ocuklar ve dogurganlik ¢agindaki kadinlarda kullanilabilir.
13C izotop 6lcumii icin gaz kromatografi izotop kiitle spektrometresi kullanilir, ancak son
zamanlarda kiziltesi spektroskopi ve lazer destekli oran analizi gibi ekonomik olarak daha
uygun yontemler gelistirilmistir. *C izotopu 6l¢timi ise daha az maliyetli olmakla beraber
radyoaktif bir izotop oldugundan c¢ok tercih edilmemektedir. Ure-nefes testi uygulamasi
kolay bir testtir ve endoskopi gibi invaziv yontemler gerektirmez. Duyarlilik ve 6zgiilliguniin

%90’ 1n tlizerinde oldugu belirtilmistir.

Ancak ure-nefes testlerinin tedavi sonrasi biyopsi bazli tan1 yontemlerinden daha fazla
pozitif sonu¢ vermesi gibi durumlarla karsilagilabilmektedir; bu durum H. pylori
kolonizasyonunun az olmasi veya bakterinin dokuda seyrek dagilimi ile agiklanabilir. Diger
ureaz aktivitesine sahip mikroorganizmalar sebebiyle ise yalanci pozitiflik nadirdir. Bununla
birlikte ve serolojik tetlerin aksine Ure-nefes testi Ureaz aktivitesini baskilayici etkisi olan
proton pompa inhibitorii kullanimi, antibiyotik tedavisi ve korpus baskin gastrit gibi

sebeplerden dolay1 yalanci negatif sonuclar verebilmektedir (106, 111-113).

2.5.7. Diskida Antijen Testi
Digkida antijen testleri Ure-nefes testinden sonra piyasaya siiriilmiis invaziv olmayan
tan1 testleridir. Ilk {iretilen diskida antijen testleri poliklonal antikor tabanli EIA prensibiyle
calisan testlardir. H. pylori tanisinda giivenilir sonuglar vermesiyle birlikte tedavi sonrasi

donemde yalanci pozitiflik sebebiyle tartismali sonuglar elde edilebilmektedir. Monoklonal
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antikor bazli digkida antijen testleri ise daha yuksek 6zgulliige sahiptir ve poliklonal olanlara
gore daha dogru sonuglar verdigi belirtilmistir. Ginimuzde H. pylori tanisinda kullanilan iki
tip diskida antijen testi (assay) bulunmaktadir: EIA ve immuinokromatografik assay (ICA).
Her iki test de yuksek duyarlilik ve ozgiilliige sahip olmasina ragmen ICA tabanli testlerin
EIA’ya gOre tartismali sonuglar verdigi gosterilmistir. Ancak ICA tabanli teslerin
uygulamasinin daha kolay olmasi, hizli sonug alinmasi ve 6zel ekipman gerektirmeyen testler
olmasi1 nedeniyle bu testler siklikla tercih edilmekte ve 6zellikle gelismekte olan ulkeler igin
iyi bir alternatif olusturmaktadir (114, 115).

2.6. Tedavi

H. pylori tedavisi genellikle antibiyotik ve antisekretuvar ajanlarin birlikte
kullanimina dayanmaktadir. Ginlmiuzde genellikle iki antibiyotik ajan ve bir antisekretuar
ajandan olusan ve Ucll tedavi olarak adlandirilan tedavi yontemi kullanilmaktadir. Gastrik
pH’nin antisekretuvar ajanlar ile yilkseltilmesi antibiyotiklerin bakterisidal etkisini
goOsterebilmesi agisindan gereklidir. Alternatif olarak daha mekanizmalar1 tam olarak
bilinmese de bazi bitkisel ilaglar ve probiyotikler de H. pylori tedavisinde kullanilmaktadir.
Antibiyotik ve antisekretuvar ajanlarin etkisi sadece farmakolojik aktivitelerine bagli olmayip
farmakokinetik  ozelliklerinede baghdir.  Amoksisilin,  Klaritromisin, levofloksasin,
metronidazol, tetrasiklin, rifabutin ve bizmut igeren bilesikler gibi pek ¢ok antimikrobiyal
ajan H. pylori tedavisinde kullanilmakta olup antisekretuvar ajan olarak genellikle proton
pompa inhibitorleri (PPI) kullanilmaktadir (116).

2.6.1. Antimikrobiyal Ajanlar

Klaritromisin, levofloksasin, metronidazol veya tetrasiklin, rifampisin gibi H. pylori
tedavisinde kullanilan antimikrobiyal ajanlarin etkisi plazmadaki konsantrasyonlarina
dayalidir. Bazi antimikrobiyal ajanlarin  ise etkisi zamana, yani plazmadaki
konsantrasyonunun minimum inhibisyon konsantrasyonundan daha ylksek oldugu siireye
baglidir. Bizmut igeren bilesiklere direng diisiiktiir ancak suda 1yi ¢ozinmezler ve disiik
derece absorbsiyon meydana gelir bundan dolay: etkilerini gastrointestinal sistemde lokal
olarak iyi gosteremezler. Tedavide siklikla kullanilan Klaritromisin ve metronidazol
antibiyotiklerinden klaritromisine olan direncin Klaritromisin tedavisindeki basariy1 %66,

klaritromisin iceren Uc¢li tedavide ise %13 azalttig1 bildirilmistir. Metronidazole olan direng
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metronidazol tedavisindeki basariy1 %38, metronidazol iceren Ugli tedavide ise %14 azalttigi
bildirilmistir. Amoksisilinde ise direncin diger antibiyotiklere gore daha az goruldigi
belirtilmistir (117, 118).

H. pylori tedavisinde direng 6nemli sorunlardan biridir ve 2017 yilinda diinya saglik
orgutt (WHO) tarafindan ilaca direngleri nedeniyle insan saghigini tehdit eden en ciddi 20
patojen arasinda listelenmistir(119).

H. pylori’de antibiyotik direncini saglayan mekanik ve biyolojik 6zelliklere olan ilgi
son zamanlarda tedavilerde kullanilan antibiyotik ajanlara direng gelismesiyle giderek
artmistir.  Penisilin  baglayan proteinlerde (PBP) degisiklik, pbplA geninde nokta
mutasyonlari, membran gecirgenliginde azalma amoksisilin direncinin ana mekanizmalaridir.
Klaritromisin igin direng 23S rRNA geninde gelisen nokta mutasyonlari ile olusmaktadir.
Levofloksasine direngli suslarda ise DNA giraz enzimini kodlayan gyrA geninde nokta
mutasyonlar1 tespit edilmistir. Metronidazole direncgli suslarda oksijene duyarli olmayan
NADPH nitrorediktaz enzimini kodlayan rdxA geninde null mutasyonlar saptanmustir.
NADPH flavin oksirediiktazi kodlayan frxA geni ve ferredoksin benzeri ezimleri kodlayan
fdxB geni de metronidazol direncinde rol oynamaktadir Rifabutin igin ise rpoB genindeki
mutasyonlar direng saglamaktadir ve ek olarak rifabutin ile rifampin arasinda ¢apraz direng

gorildigi belirtilmistir (116, 120, 121).

2.6.2. Antisekretuvar ajanlar

Antisekretuvar ajanlar gastrik parietal hicrelerin kanalikil membraninda bulunan
hidroklorik asit sekresyonunda goérevli olan gastrik asit pompalarmi (H+/K+ATPaz) inhibe
ederek gastrik pH’y1 yiikseltme mekanizmasiyla calisir. Disiik pH degerlerinde, PPI'ler
protonlanir, sonra tetrasiklik stilfonamid olusturmak i¢in siklizasyona ugrar. Bu sekilde
H+/K+ATPaz’m o subunitesindeki sisteinlere geri doniigiimsiiz oOlarak baglanip
H+/K+ATPaz’1n inhibe olmasini saglar boylelikle pH yiikselir. PPI’ler arasinda rabeprazol en
etkin PPI’lerden biridir. Omeprazol, lansoprazol ve pantoprazol etkinlikte rabeprazol takip
etmektedir (122).
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2.6.3. Probiyotikler

Probiyotikler konaga yararli olan ve oral olarak alinan canli mikroorganizmalardir.
Son yillarda H. pylori tedavisinde probiyotik kullanimi aktif bir arastirma konusu olmustur.
Saccharomyces boulardii ve baz1 Lactobacillus cinsi gesitli probiyotikler tedavide antibiyotik
ajanlarla kombine olarak da kullanilmaktadir. H. pylori eradikasyon oraninda bir degisim
olmamasina karsin standart G¢li tedaviye gore tedaviyle birlikte S. boulardii kullanilan
olgularda antibiyotik kaynakli ishal oraninda 6nemli Glglide azalma saptanmistir. Ayni etki
Lactobacillus cinsi cesitli probiyotikler icin de belirtilmistir. Fermente edilmis siit bazh
probiyotiklerin kapsul bazli probiyotiklere gére H. pylori eradikasyonunda %5-%15 daha
etkili oldugu belirtilmistir. Bu durumun sit bazli probiyotiklerin laktoferrin ve
glikomakropeptidler gibi H. pylori’yi inhibe edici Ozellikleri olabilecek bazi molekdilleri

icermesinden kaynaklanabilecegi 6ne striilmiistiir (116, 123).

2.7. Korunma ve Asi

H. pylori enfeksiyonu genellikle ¢ocukluk ¢aginda edinilen ve tedavi edilmedigi
taktirde dmir boyu kronik olarak seyreden bir enfeksiyondur. Bir milyardan fazla insanin
H. pylori ile enfekte oldugu tahmin edilmektedir. Cocukluk c¢aginda bulas genellikle
ebeveynlerden kaynaklanmaktadir. Bu sebeple sanitasyon kurallar1 hakkinda bilgilendirme ve
gastrik sikayeti bulunan ebeveynlerin H. pylori varligi agisindan kontrol edilmesi énemlidir.
Temiz su kaynagi kullanilmasi, emzirme ve yemek hazirlama oncesi el yikama gibi

faktorlerin korunma agisindan 6nemli oldugu bildirilmektedir (124).

Gunumuzde H. pylori kolonizasyonunun eradikasyonu ve spesifik olarak mide kanseri
ile iliskili hastaliklara karsi korunma saglanmasi igin bir asiya ihtiya¢ duyulmaktadir.
Surdrulen caligmalarda pek ¢ok farkli antijen ve adjuvan kombinasyonlari ile ¢alisilmasina
ragmen fare modellerinde H. pylori kolonizasyonunu tamamen ortadan kaldiran bir
immiinizasyon saglanamamigs olmakla birlikte fare modelli c¢alismalarda H. pylori
kolonizasyonu agisindan mutevazi azalmalar gozlenmis oliup bu konuda caligmalar devam
etmektedir (125).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Calisma Grubu

Arastirmaya Istanbul Universitesi Dis Hekimligi Fakiiltesi Protetik Dis Tedavisi
Anabilim Dalina ve Bezmialem Universitesi Dis Hekimligi Fakiiltesi Protetik Dis Tedavisi
Anabilim Dalina bagvuran 200 hastanin ¢ikarilan dental protezleri dahil edilmistir. Calismaya
alinan 200 hastanin sabit dental protezlerinin 40’1 istanbul Universitesi Dis Hekimligi
Fakiiltesine basvuran hastalardan, 160’1 ise Bezmialem Universitesi Dis Hekimligi
Fakiiltesi’ne basvuran hastalardan almmistir. Bu calisma Istanbul Universitesi Istanbul Tip
Fakultesi Etik Kurulu tarafindan (Dosya no: 2017/730, Tarih: 23/06/2017-12 sayil1 toplanti)

onaylanmustir.

3.2. Gerecler
3.2.1. PCR Deneyi Geregleri

3.2.1.1. Orneklerin Toplanmasi i¢in Kullanilan Geregler
- Steril eklivyon cubugu

- Ependorf

- -80°C derin dondurucu

3.2.1.2. DNA izolasyon Kiti

DNA izolasyonu icin QlAamp® UCP Pathogen Mini Kit (Qiagen, Almanya)
kullanilmugtr.

- QlAamp UCP mini spin kolonlart

- Toplama tipleri (2 ml)

- Tup uzaticilar (3 ml)

- Elusyon tupleri (1,5 ml)

- ATL tampon ¢ozeltisi

- APL2 tampon ¢0zeltisi

- APW1 tampon ¢ozeltisi

- APW?2 tampon ¢ozeltisi

- AVE tampon ¢ozeltisi

- Proteinaz K
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FASTA:>MNE_044761.1 Helicolacter pylori =strain ATCC 43504 165 ribosomal
EMNA, partial =scouence
ITTATGGAGAGTTTGATCCTGGCTCAGAGTGAACGCTGGCGECGTGCCTARTACATSGCARGTCGARCGAT
GAAGCTICTAGCT T GCTAGAGTGCTGATTAGTGECEGCACGEETGAGTARCGCATAGETCATGETECCTCTT
AGTTTGGGATAGCCATTGEARACGATGATTAATACCAGATACTCCCTACGEGEEAARGATTTATCGCTAS
GAGATCAGCCTATGTCCTATCAGCTTGTTGGTAAGETAATGGCTTACCAAGGCTATSACGEETATCCGEGEC
CTGAGAGGGTGAACGEACACACTGEARCTGAGACACGESTCCAGACTCCTACGEGAGSCAGCAGCTAGEGAD
TARTTGCTCAATGGGGGAALRCCCTGRAGCAGCAACGCCGCGTGEAGGATGARGETTTTAGGATTGTAALCT
CCTTITGTTEGEGEEGATAATGACGGTATCTEECGEETAAGCECCGGCTEACTCCGTGCCAGCAGCCGCQ
GTAATACGGAGGETGCAAGC G T TACTCGGAATCACT GGG CETALAGAGCGCGTAGGCEEEATAGT CAGTC
AGGETGTGAR A TCCTATGGC T TAACCATAGAACTGCATTTGARACTACTATTCTAGASTGTGEGAGRAGETS
GETGEAATTCT T GG TG TAGG GG TARA A TCCGTAGAGATCAAGAGGAATACTCATTGCGARGECGACCTGO
ITGGAACATTACTGACGCTGATTGCGCGAAAGCGTGEEGAGCAAARCAGGATTAGATACCC TGS TAGT CCAC
GCCCTAARCGATGGATGCTAGT TG TTGGAGGGCTTAGTCTCTCCAGTAARTGCAGCTAACGCATTARGCAT
CCCGCCIGG G GAGTACGGTCGCAAGATTAA A A CTCAALRGEARTAGACGEEGACCCEGCACARGCGGET GGAG
CATGTGGTI T T AAT T CGAAGATACACGAAGAACCTTACCTAGEGCTTGACATTGAGAGRAATCCGCTAGRALAT
AGTGEAGTGTCTAGC T TGC TAGACCTTGAR AR CAGETECTGCACGGCTETCGTCAGCTCGTGTCGT GAGR
TGTTGEGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCARCCCCCTTTCTTAGT TGO TARCAGETTATGCTGAGARCTCTS
AGGATACTGCCTCCGTAAGGAGGAGGAAGET GEGGACGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACSCCTAGES
CTACACACGTGCTACAR T GG GG T GCACARAGARGRAAGCAATACTGTGAAGTGEAGCCAATCTTCARRACAC
CTCTCAGTTCGGAT TG TAGGCTGCAACTCGCCTGCATGAAGCTGEGAATCGCTAGTAATCGCARATCAGCC
ATGTTGCGGTGAARTACGTTCCCGGGTCTTIGTACTCACCGCCCGTCACACCATGEEGAGTTGTGTTTEZCCTT
AN G TCAGGATGCTAR AT TGS CTAC TGO CCACGEGCACACACAGCGACTGEEGETGALGTCGTARCARGETAS
CCGTAGGTGRAACCTGCGGCTGGATCACCTCCTT

Sekil 1: ATCC 43504 Helicobacter pylori 16S rRNA gen dizisi.

3.2.1.3. Real-time PCR Kiti

Real-time PCR deneyi icin Microbial DNA gPCR Assay Kit (Qiagen, Almanya)
kullanilmistir. Qiagen, Microbial DNA gqPCR Assay kitlerinde, belirttigi Uzere bakteri tur
tanimlamalarinda 16S rRNA gen dizisini (Sekil 1) kullanmaktadir.

- Microbial DNA gPCR assay

- Pozitif PCR kontrol assay

- Microbial DNA pozitif kontrol

- Microbial gPCR mastermiks

- DNA icermeyen su

3.2.1.4. PCR Cihaz1
Real-time PCR icin Rotor Gene Q cihaz1 (Qiagen, Almanya) kullanilmustir.

3.2.1.5. Mikrosantriftj Cihazi
Micromax SM3593 (Thermo IEC, ABD) santrif(ij cihazi kullanilmistir.
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3.2.2. Biyofilm Deneyi Gerecleri

3.2.2.1. Besiyerleri
e Maya 0zutl ve beta-siklodekstrin eklenmis beyin kalp infiizyon sivi besiyeri
(Oxoid, ABD)
- Beyin inflizyon katilar1 12,5 gr
- Sigir kalp inflizyon katilar1 5 gr
- Proteoz pepton 10 gr
- Glikoz 2 gr
- Sodyum Klortr 5 gr
- Disodyum fosfat 2,5 gr
- Maya 0zeti 4 gr
- Beta- siklodekstrin 10 gr
Hazir toz halindeki beyin kalp inflizyon besiyerinden 37 gram tartilmis ve 4 gram
maya 0zUtl ve 10 gram beta-siklodekstrin eklenip 1 litre distile suda ¢zdurulerek pH degeri

7,4’e ayarlanmigtir. 121°C’de 1 atm basing altinda 15 dakika otoklavda sterilize edilmistir.

e Defibrine at kanlhh Columbia agar
Columbia agar (Becton Dickinson, ABD)
- Proteoz pepton 15 gr
- Karaciger 6zitu (Liver digest) 2,5 gr
- Maya ekstrakti 5 gr
- Sodyum Klorlr 5 gr
- Agarl2qgr

Hazir toz halindeki besiyerinden 40 gr tartilmis ve 1 litre distile su igerisinde
cozlindurilerek pH degeri 7,3’e ayarlanmistir. 121°C’de 1 atm. basing altinda 15 dakika
otoklavda sterilize edildikten sonra besiyeri oda 1sisinda 50°C’ye kadar sogutulmaya birakilip

%5 steril defibrine at kani eklendikten sonra Petri kutularina dokilmistiir.
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3.2.2.2. Kontrol Sus
Calismamizda kontrol sug olarak Helicobacter pylori ATCC 43504 kullanilmustir.

e Anaerop Jar (Oxoid, ABD)
Standart sus Helicobacter pylori ATCC 43504’iin ¢ogaltilabilmesi igin anaerop jarlar

kullanilmustir.

e GasPak Kitleri (Becton Dickinson, ABD)
%5-10 Oz, %5-10 CO2 ve %80-90 N2 iceren mikroareofilik ortam saglanmasi

amaciyla GasPak kitleri kullanilmistir.

3.2.2.3. Taramah Elektron Mikroskopisi Geregleri

e Dental Protezlerde Kullanilan Baz Materyal Kuponlan

Krom-kobalt, krom-nikel, dental porselen, akrilik, titanyum, zirkonyum ve polistren
maddelerinden 1 cm c¢apinda kuponlar Kestirilip taramali elektron mikroskopisi igin

hazirlanmstir.

e Alti Kuyucuklu Doku Kultir Plag:
Her bir kuyucuk cap1 3,48 cm ve kuyucuk hacimleri 16,8 ml olan 6 kuyucuklu doku kaltdrd

plagi kullanilmagtir.

e Taramal Elektron Mikroskobu
Elektron mikroskobu ile gorintili incelemede FEI Quanta FEG 250 ESEM
(ThermoFisher, ABD) SEM Cihazi kullanilmistir (Sekil 2).
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Sekil 2: FEI Quanta FEG 250 ESEM elektron mikroskobu.

e SEM Kaplama Cihazx
Elektron mikroskopisi icin yapilan kaplamada Polaron SC7640 (Quorum, Ingiltere)

kaplama cihazi kullanilmustir.

3.3. Yontemler
3.3.1. Dental Protezlerde Real-time PCR Yontemi ile H. pylori Arastirilmasi

3.3.1.1. Dental Protezlerden Ornek Ahimm ve Homojenizasyonu

Sabit dental protezli hastalardan g¢ikarilan protezlerden ilk olarak steril eklivyon
yardimui ile protezlerin i¢ yuzeylerinden drnekler alinmistir. Alinan drnekler, icerisinde steril
serum fizyolojik bulunan ependorf tiplerine aktarilmistir. Ornekler -80°C’de DNA

ekstraksiyon islemine kadar saklanmuistir.

3.3.1.2. Ekstraksiyon
PCR yonteminde hedeflenen H. pylori 16S rRNA gen boélgelerinin ekstraksiyonu icin
QlAamp® UCP Pathogen Mini Kit (Qiagen, Almanya) kullanilmigtir.
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3.3.1.3. On Muamele Protokol(

Steril ekiuvyon ¢ubugu yardimi ile alinan 6rnekler ekiivyon cubugunun ucu Kesilip
ependorf tlplere koyularak tzerlerine Uretici firmaninin 6nerileri dogrultusunda 500 pul ATL
tampon cozeltisi eklenmistir. Tipler termal calkalayict (“thermoshaker”)’da 56°C’de 10
dakika 600 rpm’de inklbasyona birakilip inkiibasyon sonrasi yeni ependorf tlplere

aktartlmistir.

3.3.1.4. DNA Ekstraksiyon Protokolu

On muamelesi yapilmis olan érnekler 40 pl proteinaz K eklendikten sonra 10 saniye
vortekslenerek 56°C’de 10 dakika inkiibasyona birakilmistir. Inkilbasyon isleminden sonra
200 pl APL2 tampon ¢ozeltisi eklenip 15-30 saniye vortekslenerek iyice karigsmasi saglanip
70°C’de 10 dakika inkube edilmistir.

Elde edilen lizata 300 pl etanol eklenip 15-30 saniye boyunca vortekslenerek iyice
karismast saglanmistir. Son hali 600 pl olan karisim 2 ml’lik bir toplama tipl iginde olan
QlAamp UCP mini spin kolonuna aktarilarak 8000 rpm’de 1 dakika santrifiijlenmistir.
Santrifuj isleminden sonra Ql1Aamp UCP mini spin kolon yeni bir toplama tiipiine aktarilarak
filtrat iceren eski toplama tupl atilmastir.

Yeni toplama tuptine aktarilan QIAamp UCP mini spin kolona 600 pl APW1 tampon
cozeltisi eklenip 8000 rpm’de 1 dakika santriftjlendikten sonra UCP mini spin kolon yeni bir
toplama tipiine aktarilip filtrat iceren eski toplama tupi atilmigtir. UCP mini spin kolona 750
pl APW?2 tampon ¢ozeltisi eklenip 14000 rpm’de 3 dakika santriftjlendikten sonra QlAamp
UCP mini spin kolon yeni bir toplama tlplne aktarilip filtrat iceren eski toplama tipu
atilmastir.

QlAamp UCP mini spin kolon, tampon c¢ozelti kalintilarindan arindirilmak igin
ekleme yapilmadan 14000 rpm’de 1 dakika santrifiijlendikten sonra yeni bir toplama tipine
aktarilip kapagi acik halde 56°C’de 3 dakika inklibasyona birakilmistir. Inkiibasyonu takiben
UCP mini spin kolon 1,5 mI’lik ellisyon tiipiine aktarilip 20-100 pul AVE tampon cozeltisi
UCP mini spin kolon membraninin ortasina gelecek sekilde eklendikten sonra oda
sicakliginda 1 dakika inklibasyona birakilmistir.

Inkiibasyondan sonra UCP mini spin kolon 14000 rpm’de 1 dakika santrifiijlenerek
tekrar 1,5 ml’lik ellsyon tiipiine aktarilip 20-100 pl AVE tampon ¢Ozeltisi UCP mini spin

kolon membraninin ortasina gelecek sekilde eklendikten sonra oda sicakliginda 1 dakika
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inkiibasyona birakilmistir. Son inkibasyonu takiben UCP mini spin kolon 14000 rpm’de 1
dakika santrifujlenerek DNA elde edilmistir.

3.3.1.5. Real-time PCR

Real-time PCR islemi icin Helicobacter pylori “Microbial DNA gPCR Real-time
PCR kit” (Qiagen, Almanya) kullanilmistir. -80°C’de saklanmis olan DNA ekstraktlari ve
mastermiks buz Gzerinde (4°C’de) ¢ozlndiiriilmiistiir ve yavasca pipetlenerek karistirilmistir.
PCR islemine baslamadan 6nce elde edilen DNA ekstraktlariin konsantrasyon ve safliginin
kontrol edilmesi amaciyla absorbans Ol¢cim isemleri yapilmistir. Mikrobiyal DNA pozitif
kontrol, DNA icermeyen su ile 10 kat diltie edilerek galismaya hazir hale getirilmistir.

Her bir 6rnek igin Uretici firmaninin onerileri dogrultusunda pozitif PCR kontrol,
mikrobiyal DNA gPCR ile mikrobiyal DNA pozitif kontrol, negatif kontrol ve DNA ekstrakti
olmak Uzere 4 reaksiyon karisgimi hazirlanmistir. Calisilacak Ornegin reaksiyon karigimi
kuyucuk basina 12,5 pl mikrobiyal gPCR mastermiks, 1pl mikrobiyal DNA gPCR assay, 5
ng genomik DNA 6rnegi ve DNA igcermeyen su ile 25 pl’ye tamamlanmistir.

Reaksiyon karisimlari her kuyucuga 20 pl olacak sekilde PCR paneline eklendikten
sonra 1s1 koruyucu film (Rotor Disc Heat-Sealing Film) ile kaplanip Rotor-Gene Q PCR

cihazina yiiklenmistir.

Tablo 1: Esik ve baslangi¢ icin onerilen degerler.

Parametre Ayarlar
Dinamik tip (Dynamic tube) Acik
Egim duzeltme (Slope correct) Acik
Ignore first 5
Take off adj. 15/ 20
Esik degeri (Threshold) 0.02

Onceki dong(ileri ortadan kaldir
(Eliminate cycles before) 10
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3.3.1.6. Dongii Asamalar:

Baslangi¢ PCR asamasi esik ve baslangic degerleri ayarlanarak (Tablo 1), 95°C’de 10
dakika olacak sekilde bir dongu, denatlrasyon 95 °C’de 15 saniye olacak sekilde 40 dongu ve
baglanma ve uzama ise 60 °C’de 2 dakika olacak sekide 40 dongi olarak tamamlanmistir
(Tablo 2).

Tablo 2: PCR dongii asamalari.

Adim Zaman Sicakhik Dongii Sayisi

PCR baslangi¢ adimi 10 dk. 95°C 1

2 Asamah DOngu:

Denattirasyon 15 sn. 95°C 40

Baglanma ve uzama 2 dk. 60 °C 40

3.3.1.7. Gegersiz Sonuc Prosedirt

Hesaplanan CT degerlerine gore gecersiz sonu¢ elde edilen reaksiyonlar icin 6
reaksiyon karisimi daha hazirlanarak deney tekrarlanmistir (Tablo 3).

Ik reaksiyon karisimi olarak 12,5 pl mikrobiyal gPCR mastermiks, 1 pl mikrobiyal
DNA gPCR assay ve 25 ul’ye tamamlanacak sekilde DNA igermeyen su, ikinci reaksiyon
karisimi olarak olarak 12,5 pl mikrobiyal gPCR mastermiks, 1 pl mikrobiyal DNA gPCR
assay, mikrobiyal DNA pozitif kontrol ve 25 ul’ye tamamlanacak sekilde DNA igermeyen
su, Ugunci reaksiyon olarak DNA ekstrakti, dordinci reaksiyon olarak 10x DNA ekstrakti,
besinci reaksiyon karigimi olarak 12,5 pl mikrobiyal gPCR mastermiks, 1 pl mikrobiyal
DNA gPCR assay, DNA ekstrakti ve 25 pl’ye tamamlanacak sekilde DNA igermeyen su,
altinci reaksiyon karigimi olarak ise 12,5 pl mikrobiyal gPCR mastermiks, 1 pl mikrobiyal
DNA gPCR assay, 10x DNA ekstrakti ve 25 pl’ye tamamlanacak sekilde DNA i¢cermeyen su
eklenerek real-time PCR deneyi hazirlanip daha dnce belirtilmis olan galisma esaslarina gore

gerceklestirilmistir.
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Tablo 3: Gegersiz sonug prosediri reaksiyonlari.

Reaksiyon Deney Ornek
1 Microbial DNA qPCR Assay | DNA icermeyen su (NTC)
2 Microbial DNA gPCR Assay Mikrobiyal DNA poztitif kontrol
3 Pozitif PCR kontrol DNA ekstrakti
4 Pozitif PCR kontrol 10x DNA ekstrakt:
5 Microbial DNA gPCR Assay DNA ekstrakti
6 Microbial DNA gPCR Assay 10x DNA ekstrakti

3.3.1.8. Veri Analizi

Veri analizinde ACT metodu kullanilmistir. Negatif kontrol ile PCR yaparak (st
(upper) CT degeri ve alt (lower) CT degeri hesaplanmustir.

alt (lower) CT degeri (pozitif) = NTC - 6

ust (upper) CT degeri (negatif) = NTC - 3

Sonug degeri; CT degeri alt CT degeriyle tst CT degeri arasinda bulundugunda deney

tekrarlanmstir.

3.3.1.9. istatiksel Analiz

e Orneklem buyukliigiiniin hesaplanmasi

Orneklem biiyiikliigii Gliven Aralig1: %95 olacak sekilde n= t2pq / d2 formuli (p:0,15
d:0,05) ile hesaplanarak ¢alismaya 200 hasta dahil edilmistir.

e Verilerin istatiksel analizi

Degiskenlerin normal dagilima uygunlugu Shapiro Wilk testi ile incelenmistir. Strekli
degiskenler ortalamatstandart sapma ya da medyan(minimum:maksimum) degerleriyle ifade
edilmistir. Kategorik degiskenler ise n (%) ile ifade edilmistir. Istatistiksel analizler igin SPSS
(1IBM Corp. Released 2012. IBM SPSS Statistics for Windows, Version 21.0. Armonk, NY:
IBM Corp.) programi kullanilmis olup p<0,05 istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
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3.3.2. Biyofilm Calismas1
H. pylori bakterisinin biyofilm olusturma potansiyelinin taramali elektron mikroskobu
(SEM) yardimiyla gosterilmesi amaciyla dental protezlerin baz materyalleri olan krom-
kobalt, krom-nikel, zirkonyum, titanyum, dental seramik, akrilikte biyofilm deneyleri

yapilmustir. Ayrica deneylerde kontrol amaciyla polistren maddesi kullanilmistir (126).

3.3.2.1. Kontrol Susunun Uretilmesi

Calismada H. pylori kultir(, besiyerlerinin kontroli ve biyofilm deneylerinde
H. pylori ATCC 43504 susu kontrol sus olarak kullanilmistir. Standart suslari gogaltmak igin
defibrine at kanli Columbia agar ve maya Ozeti ve beta-siklodekstrin katkili beyin kalp
inflizyon siv1 besiyeri kullanilmistir (103).

H. pylori ATCC 43504 susu %5 defibrine at kanli Columbia agara ekilmistir. EKim
yapilan besiyerleri 37 °C’de, mikroaerofil bir ortam saglayan GasPak kiti ile birlikte anaerop
kavanoz icinde 5 gun inkiibasyona birakilmistir. Cogaltilan H. pylori ATCC 43504 kontrol
susu ekim yapilan besiyerlerinden maya 0Ozeti ve beta-siklodekstrin katkili beyin kalp

infuzyon siv1 besiyerine inokule edilmistir.

3.3.2.2. Kupon Par¢a Hazirhiklar:
Dental protez laboratuvarinda protez baz materyalleri olan krom-kobalt, krom-nikel,
zirkonyum, titanyum, dental seramik, akrilik ve polistren maddelerinden 1x1 cm

biiyiikligiinde kupon parcalar kestirilerek deney icin hazirlanmistir.

3.3.2.3. Kupon Parcalarmmn Sterilizasyonu

Belirtilen kupon parcalar: sterilizasyon i¢in 6nce deterjan ve onceden sitilmig distile
su karisiminda 30 dakika hafifge karigtirildiktan sonra kalint1 deterjan1 uzaklastirmak icin bes
kere saf su ile durulanmstir. Isiya duyarli olmayan krom-kobalt, krom-nikel, zirkonyum,
titanyum dental seramik materyalleri aliminyum folyo ile sarilip 121 °C’ de 15 dakika, 1s1ya
duyarli olan akrilik materyali ise 80 °C’ de 20 dakika otoklav yardimi ile steril hale
getirilmistir (127).
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3.3.2.4. Kupon Parcalarimin Doku Kultlr Plaklarma Yerlestirilmesi

Steril hale getirilen krom-kobalt, krom-nikel, zirkonyum, titanyum, dental seramik,
akrilik ve polistren kuponlarin her biri ayr1 bir kuyucuga olmak lzere doku kultir plaklarina
yerlestirilmistir. Bakteri yogunlugu 10 CFU/ml olacak sekilde ayarlanan maya 6zeti ve beta-
siklodekstrin katkili beyin kalp inflizyon siv1 besiyeri doku kiltir plaklarina kuyucuk basina
5 ml olacak sekilde dagitilmistir. Doku kiltur plaklari mikroaerofilik ortamda 37 °C’ de 4
gun inklbasyona birakilmistir (128).

3.3.2.5. Kupon Parc¢alarimin Fiksasyonu

Inkiibasyon sonrasinda krom-kobalt, krom-nikel, zirkonyum, titanyum dental seramik,
akrilik ve polistren materyal kuponlar: fiksasyon i¢in %2’lik glutaraldehit ¢dzeltisinde 2 saat
bekletildikten sonra fosfat tamponu ile yikanmistir. Yikama isleminden sonra kuponlar
sirasiyla %50, %75, %95, %100°1uk etanol ile 15 dakikalik muameleler ile dehidrasyon
islemi tamamlanmistir. Dehidrasyon islemi tamamlanan kuponlar desikatorde calisma

zamanina kKadar saklanmistir (128).

3.3.2.6. Kupon Parcalarin Kaplanmasi
Islemleri biten krom-kobalt, krom-nikel, zirkonyum, titanyum dental seramik, akrilik
ve polistren kuponlar Polaron SC7640 cihaziyla platin kaplama yapilarak taramali elektron

mikroskopisi igin hazir hale getirilmislerdir.

3.3.2.7. Taramah Elektron Mikroskopi Goéruntulerinde Skorlama

Taramali elektron mikroskopi sonuglari degerlendirilirken H. pylori agisindan bir
yogunluk degeri belirlenebilmesi icin skorlama yapilmistir. Bu amacla mikroskopta taranan
alan, bakterinin morfolojisi, tekil veya topluluk halinde gérulmesi, kapladig: yiizey alani gibi
kriterler g6z 6nline alinarak tablo 4’te gosterildigi sekilde az yogundan ¢ok yoguna dogru 1

ila 5 arasinda skorlama kriterleri olusturulmustur.



Tablo 4: SEM sonuglari icin kullamlan skorlama.

Skor Agiklama (Kriterler)
1 Az yogunlukta ve tekil
2 Az yogunlukta ve kii¢lk topluluklar halinde
3 Orta yogunlukta ve blyk topluluklar halinde
4 Yiksek yogunlukta ve yiizeyin buyuk bir bolimind kaplamis sekilde
5 Yuksek yogunlukta ve yizeyin tamamini kaplamis sekilde
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4. BULGULAR

4.1. Hastalara Ait Ozellikler

Dental protezi calismaya aliman 200 hastanin 103’0 erkek, 97’si kadin ve yas
ortalamasi 53,9 olarak saptanmistir. Hastalarin giinliik dis fircalamalar1 incelendiginde %41’i
ginde 1 kez, %54,5’i glinde 2 kez ve %4’0 glinde 3 kez firgaladiklarini, %0,5°i ise hig
firgalamadigim1 belirtmistir. Hastalarin %48°1 (96) sigara kullandigini belirtmis ve gunlik
tiketilen medyan sigara sayist 10 olarak tespit edilmistir. Ayrica calismaya alinan 200

hastanin protezlerinin ¢ikarilmadan ortalama 7 sene boyunca kullandigi saptanmistir

(Tablo 5).

Tablo 5: Calismaya katilan hastalara ait 6zellikler (n:200).

Yas Yas Ortalamasi
53,9 (36:72)*
Cinsiyet n (%)
Kadin 97 (%48,5)
Erkek 103 (%51,5)
Alkol Kullanimi
Evet 36 (%18)
Haywr 164 (%82)
Alkol Kullanim Sikhig
2 gunde 1 kez 1 (%2,87)
Haftada 1 kez 32 (%88,89)
Haftada 2 kez 3 (%8,33)
Sigara Kullanimi
Evet 96 (%48)
Haywr 104 (%52)
Dis Fir¢calama
Hi¢ fircalamayan 1 (%0,5)
1 kez 82 (%41)
2 kez 109 (%54,5)
3 kez 8 (%4)
Protez Kullanma Siresi Yil
7 (1:21)*

*Qrtalama (minimum:maksimum) olarak ifade edilmistir.
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4.2. Real-time PCR Sonugclan

PCR ile 200 hastadan 19°u H. pylori agisindan pozitif bulunmustur (Sekil 3). PCR
pozitif hastlarin 12’si kadin 7°si erkek ve yas ortalamalar1 54,3tlr. Toplam 30 hasta yanma,
reflli, eksime ve agri1 gibi mide sikayetleri oldugunu belirtmistir, bu 30 hastanin 2’si PCR
pozitif olarak tespit edilmistir. Pozitif hastalarin protezlerinin ¢ikarilmadan ortalama 7,8 sene

kullanildig1 saptanmustir.

Sekil 3: Real-time PCR ile H. pylori saptanan 6rneklere ait egriler.



Tablo 6: PCR pozitif hastalarin 0zellikleri.
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Yas | Mide Alkol Gunluk Duzenli Protez Gunluk Kopya
Sikayeti | Kullamim Sigara Kullanilan | Kullanim Dis Sayisi
Sikhig Kullanmm ila¢ Siresi Fircalama | (kopya/pl)
(adet) (Y1) Sayisi
48 Gastrit - - - 14 1 1037
46 - - - Astim 4 2 220
70 - - 10 Tansiyon 7 1 40239
54 - - 20 - 6 2 4545
62 - Haftada 1 10 - 6 2 738
44 - - - Guatr 7 2 22405
45 - - 20 - 11 2 292
47 - - - - 2 1 1372
65 Refli - 8 Tansiyon 21 1 61253
35 - - - - 2 3 109
38 - Haftada 1 10 - 5 2 7113
59 - - 20 Tansiyon 7 2 14545
71 - - - Tansiyon 10 3 2294
70 - Haftada 1 20 - 8 2 1402
52 - - 10 Tansiyon 8 2 54
66 - - - - 7 2 86
58 - Haftada 2 20 Tansiyon 9 1 1051
52 - - 20 Tansiyon 10 1 482
49 - - - Diyabet 6 2 1812
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H. pylori pozitif saptanan hastalarin 11°i, sigara kullandigin1 ve gunlik ortalama 15,3
sigara tikettiklerini bildirmislerdir. Pozitif bulunan 19 hastanin 7’si tansiyon, 1’i astim, 1’i
diyabet ve 1’i guatr olmak Ulzere 10 hasta kronik hastaliklart nedeniyle duzenli ilag
kullandiklarini belirtmiglerdir.

PCR pozitif bulunan 19 hastada kopya sayilar1 incelendiginde, 7°si <1.000 kopya/pul,
8’1 1.000 ila 10.000 kopya/pl arasi, 4’0 ise >10.000 kopya/pul olarak saptanmistir. En diisiik
deger 54 kopya/pl bulunurken en yuksek 61.253 kopya/pl’dir (Tablo 6).

4.3. Biyofilm Calismas1 Sonuclar

H. pylori’nin biyofilm olusturma potansiyelinin taramali elektron mikroskobu
yardimiyla gosterilmesi amaciyla dental protezlerin baz materyalleri olan krom-kobalt, krom-
nikel, zirkonyum, titanyum dental seramik, akrilik ve polistren maddelerinde biyofilm
calismasi yapilmistir. Calismamizda kullanilan dental protez materyallerinde SEM verilerinin
degerlendirilmesinde kullanilan skorlama kriterlerine (Tablo 4) gore elde edilen bulgular

tablo 7°de gosterilmistir.

Tablo 7: Calismaya dahil edilen maddelerin taramali elektron mikroskopi sonuclari.

Maddeler Skor Notlar

Dental Seramik 5 Tim yizeyde tabaka halinde

Titanyum 4 Yizeyin biyik bir kisminda tabaka halinde
Zirkonyum 2 Az sayida, kicuk gruplar halinde

Akrilik 2 Az sayida, kicuk gruplar halinde
Krom-Kobalt 2 Az sayida, genellikle deforme

Krom-Nikel 1 Az sayida, tekKil, genellikle deforme
Polistren 3 Tabaka halinde degil, topluluklar halinde

Buna gore en yuksek H. pylori yogunlugu (skor 5) dental seramik materyelinde, en
diistik yogunluk (skor 1) ise krom-nikel materyalinde saptanmistir. Dental seramikten sonra
H. pylori’nin en yogun (skor 4) saptandig1 materyal titanyumdur. Polistren materyalinde orta
yogunlukta (skor 3), krom-kobalt, zirkonyum ve akrilik materyallerinde ise diisiik yogunlukta
(skor 2) gozlenmistir (Tablo 7).
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4.3.1. Dental Protez Baz Materyallerinde Taramal Elektron Mikroskopi Sonuglar:

4.3.1.1. Krom-Kobalt
Taramali elektron mikroskopisi sonucunda krom-kobalt materyalinde H. pylori,
taranan alanlarda az yogunlukta, hem tekil hem topluluklar halinde saptanmis olup, comak

formdan kok forma donus belirtileri gézlenmistir (Sekil 4, 5).

det| HV [mag @ pressure | WD [spof| _———10 ym ——— |
ETD|20.00 kV/| 5 000 x |4.01e-4 Pa|10.1 mm| 3.0 TUBITAK MAM ME

Sekil 4: Krom-Kobalt maddesi taramah elektron mirokskopi gortntisu.

det| HV |mag | pressure | WD [spot|—— 4 ym ———|
ETD [20.00 kV|15 000 x |3.83e-4 Pa|10.1 mm| 3.0 TUBITAK MAM ME

Sekil 5: Krom-Kobalt maddesi taramal elektron mikroskopi goruntasu.



42

4.3.1.2. Krom-Nikel
Krom-nikel materyalinde H. pylori, taranan alanlarda az yogunlukta, genellikle tekil
ve deforme halde saptanmistir (Sekil 6, 7).

det| HV | mag | pressure | WD |spot| ———2pm———— |
ETD [20.00 kV|25 000 x |2.86e-4 Pa|89 mm | 3.0 TUBITAK MAM ME

Sekil 6: Krom-Nikel maddesi taramali elektron mirokskopi goriintiisii.

b W g b
det| HV |mag @ | pressure | WD |spot| ———— 4 ym ——— |
ETD [20.00 kV| 15 000 x |2.50e-4 Pa| 8.9 mm| 3.0 TUBITAK MAM ME

Sekil 7: Krom-Nikel maddesi taramali elektron mikroskopi géruntusu.
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4.3.1.3. Zirkonyum

Zirkonyum materyalinde H. pylori, taranan alanlarda az yogunlukta ve genellikle
kicuk gruplar halinde saptanmis olup comak formdan kok forma donis belirtileri
g6zlenmistir (Sekil 8, 9).

det| HV |mag | pressure spot
ETD [20.00 kV| 8 000 x [4.90e-4 Pa |9 O mm | 3.0 TLJBIT/—\K MAM ME

Sekil 8: Zirkonyum maddesi taramal elektron mikroskopi goruntusa.

[ det HV mag H pressure WD |spot — ‘p —
ETD [20.00 kV |10 000 x |1.03e-3 Pa| 9.1 mm | 3.0 TUBITAK MAM ME

Sekil 9: Zirkonyum maddesi taramah elektron mikroskopi géruntusa.
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4.3.1.4. Titanyum
Titanyum materyalinde H. pylori, taranan alanlarda yliksek yogunlukta, comak ve kok
form beraber ve yizeyin blylk bir b6lumunt kaplamis sekilde gozlenmisir (Sekil 10, 11).

S

5 hat® o s b
det | FV [mag @] pressure | WD [spot] _————20 ym ———— |
ETD |20.00 kV| 2 500 x |2.67e-4 Pa|10.4 mm| 3.0 BITAK MAM ME

Sekil 10: Titanyum maddesi taramah elektron mikroskopi gorintisu.

spot — 40 pm
3.0 TUBITAK MAM ME

Sekil 11: Titanyum maddesi taramah elektron mikroskopi gorintisa.
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4.3.1.5. Dental Seramik
Dental seramik materyalinde H. pylori, taranan alanlarda yiksek yogunlukta, gomak
ve kok form beraber ve tim ylzeyi kaplamis sekilde gozlenmisir (Sekil 12, 13).

det | FV  mag | prossure | WD [spot] ——— 50 ym —— |
ETD [20.00 k| 1 000 x |2.9%6-4 Pa| 9.1 mm | 3.0 TUBITAK MAM ME

Sekil 12: Dental seramik maddesi taramal elektron mikroskopi goruntusu.

det| HV |mag | pressure | WD |spot| —— 200 ym —— |
ETD|20.00 kV| 250x [2.09e-4 Pa|7.2 mm| 3.0 TUBITAK MAM ME

Sekil 13: Dental seramik maddesi taramah elektron mikroskopi gérintusu.
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4.3.1.6. Akrilik
Akrilik materyalinde H. pylori, taranan alanlarda az yogunlukta saptanmis olup,
genellikle tekil ve az sayida kicuk gruplar olusturmus sekilde gozlenmistir (Sekil 14, 15).

‘det | HV [ma
LFD |10.00

e E 3 . ; ‘
det| HV [mag @ |pressure| WD |spot| ———10um ——— |
LFD [10.00 kV|5000x | 90 Pa |10.0 mm| 4.0 TUBITAK MAM ME

Sekil 15: Akrilik maddesi taramah elektron mikroskopi gorintusu.
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4.3.1.7. Polistren
Polistren materyalinde H. pylori, taranan alanlarda orta yogunlukta, tim ylzeyi
kaplamayan, tekil ve biyuk gruplar halinde g6zlenmistir (Sekil 16, 17).

det | HV |mag M| pressure | WD [spot] ————20pm——— |
ETD |20.00 KV 2 500 x |6.87¢-4 Pa|10.9 mm | 3.0 TUBITAK MAM ME

Sekil 16: Polistren maddesi taramah elektron mikroskopi goruntusa.

det [ HV [mag @] pressure [spot]_——20ym ——— |
ETD |20.00 KV| 2 500 x |1.85¢-3 Pa|10.9 mm| 3.0 TUBITAK MAM VIE

Sekil 17: Polistren maddesi taramah elektron mikroskopi goruntasa.
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5. TARTISMA

Helicobacter pylori diinyada en sik rastlanan enfeksiyon etkenlerinden biridir. Dlinya
niifusunun yarisindan fazlasi enfekte olup en yiksek prevalans gelismekte olan iilkelerdedir
(129). H. pylori enfeksiyonu esas olarak yasamin erken donemlerinde edinilir ve tedavi
edilmezse genellikle 6mir boyu surer. H. pylori enfeksiyonlarinin kronik gastrit, peptik ulser,
mide adenokarsinomu ve mukoza ile iligkili lenfoid doku lenfomasi gibi ¢esitli
gastroduodenal hastaliklarin gelismesinde rol oynadiginin kesinlesmesi ile birlikte bu

bakterinin tanisi, tedavisi ve bulagsma yollarini arastiran ¢alismalar 6nem kazanmuistir (2).

Insandan insana bulasmanin oral-oral gastrik-oral veya fekal oral yolla gerceklestigi
diistiniilmektedir. Bakterinin (ve DNA’siin) dis plagi ve tukirikte saptanmasinin oral-oral
yolla bulagsma olasihgmi artirdigi belirtilmektedir (23). Bakteri, kolonizasyon icin 0zel
kosullara ihtiya¢ duymakta ve bu kosullar dis plaginda, dis eti ve periodontal ceplerde
saglanabilmektedir (3).

H. pylori’nin oral kavitede dis plaginda, tlkirukteki varligi ve bu durumun peridontal
enfeksiyonlar, gastrik enfeksiyon, reenfeksiyon ve tedaviye etkisi bir¢ok arastirmacinin

ilgisini ¢ceken bir konu olmus ve bu konudaki ¢alismalar giderek artmustir.

1980°li yillarin sonlarinda yapilan ¢alismalarda H. pylori’nin tikarikten izole
edilememesi nedeniyle tukdrigin H. pylori icin bir rezervuar veya bulasma araci olarak
gosterilemeyecegi ancak bu durumun mevcut kiltir ve izolasyon yontemlerinin yetersiz
olmasindan kaynaklanabilecegi (130), buna ek olarak oral drneklerden yapilan H. pylori
kaltirindeki zorluklarin konvansiyonel yontemlerle kiiltiirii yapilamayan H. pylori'nin canli
kokoid formunun varligryla iligkili olabilecegi 6ne sitiriilmistiir (131).

Sonraki yillarda PCR yonteminin kullanildigi bazi ¢alismalardan elde edilen bulgulara
gore H. pylori'nin tukirikte ve agizda farkli bolgelerde rastgele ve gegici olarak
bulunabilecegi, bunun kalic1 kolonizasyondan daha ¢ok gastrik refliiden kaynaklanabilecegi
(132, 133) ve oral kavitenin H. pylori enfeksiyonu icin bir rezervuar olarak kabul
edilemeyecegi (133, 134) bildirilmistir.

Mide kolonizasyonundan bagimsiz olarak agizda H. pylori varligina iliskin ¢eligkili
verilerin bulunmasi nedeniyle, oral kavitenin H. pylori enfeksiyonu ve bulasmasi i¢in ekstra
gastroduodenal bir rezervuar olduguna dair kuskular sona ermemis ve bu konudaki

tartismalar ve ¢alismalar devam etmistir.
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Song Q ve ark. (135) farkli kisilerden alinan oral 6rneklerde ve ayni bireylerde farkli
oral lokasyonlar ve mide biyopsileri arasinda H. pylori DNA’larinda sekans farkliliklart
oldugunu gostermislerdir. Arastirmacilar agiz boslugunun H. pylori i¢in kalici bir rezervuar

olabilecegini ve ayni anda birden fazla H. pylori susunu barindirabilecegini ileri siirmiiglerdir.

Burgers ve ark. (136) mide biyopsisi ve biyopsi yapilan hastalara ait oral érnekleri
eszamanli H. pylori varlig1 agisindan incelemisler ve H. pylori'nin mide kolonizasyonundan
bagimsiz olarak agiz boslugunda bulunabilecegini bildirmiglerdir. Silva ve ark. (137) ise
Brezilya’da dispepsi semptomlart olan ve H. pylori pozitifligi saptanan hastalarin agiz
boslugunda H. pylori ve cagA genlerinin varhigini tespit etmek amaciyla tiikiiriik, dis plagi ve
mide biyopsi Orneklerini nested PCR ile inceledikleri ¢alismalarinda H. pylori DNA's1 ve
cagA genini biyopsi, tiklrik ve dis plak 6rneklerinde sirasiyla; %100 ve %43,3, %53,3 ve
%43,8, %36,6 ve %27,3 oranlarinda semptom gostermeyen kontrol grubuna gére daha
yiksek saptamislardir. Hem oral hem de biyopsi érneklerinde H. pylori DNA sekanslar ile
tikurik veya dis plagt DNA's1 arasinda %98'e varan bir uyum oldugunu ve dis plag:i ve
tikirugiin, mide hastaligi olan bireylerde H. pylori ve cagA pozitif H. pylori igin gegici

rezervuar gorevi gorebilecegini ileri siirmiislerdir.

Tukdrik ve gastrik biyopsi 6rneklerinde es zamanli H. pylori taramasi yapan Roman-
Roman ve ark. (138), tukurik ve biyopsi materyallerindeki H. pylori genotiplerinin hastalarin
%51,1’inde uyumlu oldugunu tespit etmisler ve tikkiirigin ~ H. pylori’nin bulasmasinda ve
reenfeksiyonunda rol oynayabilecegini one siirmiislerdir. Benzer sekilde Bharath (139) ve
ark. da gastrik enfeksiyon gecirmekte olan hastalarin supragingival plaklarinda, hizli iireaz
testi ve real-time PCR ydntemi ile H. pylori tespit etmisler ve bu hastalarin gastrik mukoza ve
supragingival plaklarinda es zamanli olarak bulunan H. pylori kdkenlerinin ayni oldugunu

bildirmislerdir.

Oral kavitenin H. pylori kolonizasyonu igin ikincil bir bolgeyi temsil ettigine dair
gorlsler giderek artmig ancak (140) PCR ile alinan pozitif sonuglarin 6li bakteri DNA’s1
oldugu, PCR pozitif drneklerden alinan kiiltiir negatif sonuglarin da bunu destekledigi, mide
reflisi ile oral Kkaviteye yerlesen H. pylori’nin agiz boslugundaki yiiksek oksijen
konsantrasyonu nedeniyle yalnizca birkag saat canli kalabilecegi gibi karsit goriisler de ortaya

atilmustir.

Oral H. pylori'nin saptanmasinin olduk¢a karmagsik oldugu; agiz boslugunda

Streptococcus, Haemophilus spp. ve Actinomyces spp. dahil olmak (izere lreaz olusturan
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bircok bakterinin bulunmasi nedeniyle oral orneklerde (reaz aktivitesinin saptanmasinin
H. pylori varligim1 gosterdigi gibi bir sonuca goétlirmesinin uygun olmadigi; kivrik ¢omak
seklindeki H. pylori morfolojisinin, Treponema spp. de dahil olmak uzere spiroketlerin
bulundugu oral ornekler igin histolojik boyama yontemlerinin 6zgilligiini diistirdigi;
Ozgiilliigh yiiksek olan kiiltiir yonteminin, bakterinin Uretilmesi gii¢c olan kokoid formlarinin
olusma potansiyeli nedeniyle basar1 oraninin diisiik oldugu ve bu nedenlerle farkli bulgularin
blylk olctide oral H. pylori igin kullanilan farkli ve uygunlugu tartisilabilecek tespit
yontemlerine dayandigi bildirilmistir (131). PCR yonteminin kullanildig: ¢alismalarda alinan
farkli sonuglarin ise kullanilan farkli primer setlerine bagl olabilecegi gosterilmistir (141,
142).

Konuyla ilgili agik tartisma arastirmacilari, H. pylori enfeksiyonlarinin basarili bir
sekilde eradikasyonundan sonra 6énemli 6l¢iide azalmamasi ve niks oraninin yiiksek olusu
sebebiyle oral H. pylori’nin mide enfeksiyonunun niiksetmesinde rol oynayip oynamadigi ile
ilgili detayli ¢alismalara itmistir (143).

2011 yilinda yayimlanan bir meta analiz ¢alismasinda, klinik veAeya histolojik
gastrodzofageal hastaliklart olan hastalarin agiz boslugundaki H. pylori prevalansi (%44,8),
ulseri olmayan dispepsili hastalar veya saglikli kontrollere (%13,2) gore anlamli olarak daha
yiksek bulunmus, H. pylori'nin agiz boslugunda bulunmasi ile mide enfeksiyonu arasinda
yakin bir iliski oldugu, agiz boslugundaki H. pylori'nin eradikasyonunun mideden daha zor
oldugu ve reenfeksiyon kaynagi olabilecegi vurgulanmistir (144).

Wang XM ve ark. (143), 2014 yilinda yayimladiklar1 aragtirmalarinda oral kavitede
bulunan H. pylori’nin canli olmamasi durumunda midedeki enfeksiyonun eradikasyonu
Uzerinde herhangi bir olumsuz etkisi olmayacagi diisiincesinden yola ¢ikmislar ve
caligmalarint mide enfeksiyonunun eradikasyonundaki basari orani ile agiz boslugundaki
H. pylori varhigimin iliskisini ortaya koymak (izere mide agrist olan 159 semptomatik ve 118
asemptomatik bireyde gergeklestirmislerdir. Gastrik reflisii olmayan ve Ure nefes testi negatif
olan hastalarin agiz boslugunda antijen testleri, PCR ve kiltur yontemleriyle H. pylori ‘yi
saptayan arastirmacilar H. pylori’nin oral ve mide enfeksiyonu arasinda yakin bir iliski
oldugunu ve oral H. pylori enfeksiyonunun tedavisinin, mide enfeksiyonunun

eradikasyonundaki basai oranimi %61,33'ten %82,26'ya yiikselttigini bildirmislerdir.

Son ¢alismalarda, periodontal hastalik ve dis plaginda gelisen H. pylori kolonizasyonu
arasinda pozitif korelasyon tespit edildiginden séz edilmektedir. Periodontal tedavinin gastrik

H. pylori enfeksiyonu igin etkili bir yardimc1 tedavi olup olmadigini netlestirmek amaciyla
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gastrik H. pylori enfeksiyonu icin periodontal tedavi ile birlikte eradikasyon tedavisinin, tek
basina eradikasyon tedavisine karsi etkilerinin degerlendirildigi ve farkli tedavi gruplarinda
uzun sareli takipte tekrarlamama oranlarmin karsilastirildigt Ren ve ark.’na (145) ait
sistematik derlemede periodontal tedavinin H. pylori eradikasyonunun etkinligini ve gastrik

H. pylori'nin tekrarlamama oranini artirabilecegi bidirilmistir.

Li X ve ark. (146) da 2021 yilinda yayimlanan calismalarinda benzer sekilde
periodontitisli hastalarin periodontitisi olmayan bireylere gore gastrik H. pylori igin daha
fazla riske sahip oldugunu gostermisler ve klinisyenlerin periodontitisli hastalarda, 6zellikle
de gastrik H. pylori enfeksiyonu riski yuksek olanlar icin tedavilerinin yani sira diizenli

olarak ‘iyi agiz hijyeni uygulamalari’ yapmalarini 6nermislerdir.

Tiim bu ¢alismalarin yaninda, oral boslugun farkli bolgelerinin farkli bakteri tiirlerinin
tiremesini desteklediginin gosterilmesi, ayrica agiz iginde H. pylori tarafindan tercih edilen
belirli  bir ortamin tamimlanmamis olmasi (142); oral kavitede H. pylori icin
enfeksiyon/reenfeksiyon icin kaynak olabilecek tlkiruk, dis plagi, vb. disinda baska bir nis
olabilecegini diisiindiirmiis ve bunun arastirilmasi fikrini dogurmustur. Boylelikle, literattirde
arastirildigina rastlamadigimiz sabit dental protezlerin i¢ yizeylerinin H. pylori igin bir
rezervuar  olabilecegi  hipotezinden yola ¢ikilarak calismamizin  ilk  asamasi
gerceklestirilmistir. PCR halen oral H. pylori'yi test etmek icin en etkili yontem olarak
bildirildiginden (142, 145) calismamizda kopya sayisinin da saptanabilmesi sebebiyle real-
time PCR yontemi kullanilmis ve ¢alismaya dahil edilen 200 hastaya ait dental protezlerin

%39,5’inin i¢ ylzeylerinde H. pylori varlig1 gosterilmistir.

Liretatiir arastirmamiza gore ¢alismamiz dental protezlerde H. pylori arastiran ilk
caligma ozelligindedir ve protezlerin i¢ ylzeylerinde H. pylori’nin yasam alan1 bulabildigini

gostermistir.

Tez projesi kapsaminda yapilan bu ¢alismada dental protezleri incelenen hastalarda
bltce nedeniyle es zamanli olarak gastrik H. pylori arastirilamamasi ¢alismanin bir
kisitliligini olusturmakla birlikte ¢alismamizin bu agsamasinda elde edilen bulgular hem dental
protezler hem de midede ayni susun varliginin arastirilacagi sonraki calismalara 151k tutacak

Ozelliktedir.

Diger yandan oral hijyen ve sigara kullanim1 gibi baz1 aliskanliklar ile aktif H. pylori
enfeksiyonu arasinda iliskiyi arastiran cesitli ¢alismalar bulunmaktadir. Ulkemizde yapilan

ve H. pylori pozitifligi %78,8 bulunan bir ¢alismada genel agiz sagligini temsil edebilecek bir
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siiflama olan basitlestirilmis oral hijyen indeksinin gastrik H. pylori kolonizasyonu ile
birlikteligi arastirilmis ve oral hijyeni ideal olan bireylerde gastrik H. pylori pozitifligine daha
az oranda rastlandig: bildirilmistir. Ancak bu ¢aligmada iist gastrointestinal sistem hastaliklari

ile oral hijyen indeksi arasindaki birliktelige dair bir analiz yapilmamistir (74).

Oral hijyenin yan1 sira sigara kullaniminin da H. pylori enfeksiyonu ve tedavisinde
etkileri oldugu diistintilmektedir. Itskoviz ve ark. (147) sigara kullaniminin birinci basamak

tedavi basarisizlig1 olasiligin1 anlamli sekilde artirdigini bildirmislerdir.

Zheng ve ark. (148) periodontal hastalik, oral mukozal hastalik ve dis ¢iirtikleri gibi
oral problemler agisindan incelenen, ve H. pylori taramasi gerceklestirilen 55669 saglikli
kiginin % 46,97’sinde H. pylori saptamislar ve olasilikla dis plagi nedeniyle dis tartari ve
gevsek dislerin H. pylori enfeksiyonuyla iliskili oldugunu ve diizenli sigara ve alkol
tlketiminin gastrik mukozaya zarar verebilecegini, bu sebeple H. pylori enfeksiyonuna daha

acik olabileceklerini bildirmislerdir.

H. pylori sigara, alkol ve oral hijyen arasindaki iliskiye yonelik olarak bizim
calismamizda hastalara ait sigara ve alkol kullanimi1 ve oral hijyen agisindan dis firgalama
Ozellikleri arastirilmistir. Calismamizda H. pylori pozitif bulunan 19 hastanin 11’inin (%57,9)
sigara kullandigi, giinliik dis firgalama sayisi ortalamasinin 1,78 oldugu ve 4’tnln (%21)
haftada en az 1 kez alkol tiikettigi, H. pylori negatif bulunan 181 hastanin ise 85’inin (%46,9)
sigara kullandig1 giinliik dis firgalama sayist ortalamasinin 1,6 ve 32’sinin (%]17,7) haftada en
pozitif ve negatif saptanan grup arasindaki fark anlamli bulunmamustir. Ancak bu durum,
hastalarin kendileri ile ilgili verdigi bilgilerin dogrulugu veya bilgi vermede ¢ekingen tavir
gOstermesi, hasta popllasyonu sayist gibi farkli nedenlere bagli olarak degiskenlik
goOsterebilir. Bu konuda yapilacak daha fazla ve bu agidan iyi planlanmis c¢alismalara

gereksinim oldugu diisiiniilmistiir.

Calismamizin ikinci asamasinda, dental protezlerin baz malzemelerini olusturan
akrilik, dental seramik, titanyum, krom-kobalt, krom-nikel, zirkonyum ve ayrica kontrol
olarak polistren materyallerinde H. pylori’'nin biyofilm olusturma potansiyeli
degerlendirilmistir. Arastirmamiz, yaptigimiz literatiir taramasina gore dental protezlerde
H. pylori varligimmi arastiran ilk calisma oldugu gibi ayni zamanda protez materyallerinde
H. pylori’nin olusturdugu biyofilmin arastirildig1 ve elektron mikroskobuyla gosterildigi ilk

caligmadir.
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Insan mide mukozasinda biyofilm olusturan H. pylori’nin fotografik dokiimantasyonu
Carron ve ark. (149), tarafindan biyopsi materyallerinin elektron mikroskobu ile taranmasi
sonucu ortaya konmustur. Arastirmacilar, H. pylori pozitifligi saptanan mide biyopsi
orneklerinde epitel yuzeylerde olusmus olgun biyofilmleri gostermislerdir. Ardindan
Cammora ve ark. (150), H. pylori’nin biyofilm olusturmasinin klinik 6nemini gdsteren
calismalarinda en az dort kez H. pylori eradikasyonu igin tedavi olup basarisizliga ugramis
hastalarin gastrik biyopsilerinde SEM analizi gergeklestirmis, bu hastalarin tiimiinde
H. pylori’nin gastrik mukoza yiizeyinde biyofilm olusturdugu ve ancak biyofilm tabakasi yok

edildiginde basarili bir eradikasyon saglandigini ortaya koymustur.

H. pylori’nin biyofilm olusturma potansiyelinin gosterilmesini takiben oral kavitede
biyofilm olusturabilme potansiyelinin varligi, bu durumun 6nemi ve hangi yiizeylerde
biyofilm olusturabilecegi de ilgi ¢ekici konular haline gelmistir. Yapilan calismalarda
H. pylori’nin ¢esitli yizeylerde biyofilm olusturabildigi ve bu biyofilm olusturma
potansiyelinin antimikrobiyal maddeler ve diger dis etkenlerden, ayrica konak savunma
mekanizmalarindan koruma gibi bakterinin hayatta kalmasi i¢in elzem olan sartlart
olusturdugu belirtilmistir (149, 151).

Azevedo ve ark. (127) gesitli siirelerle suya maruz birakilan paslanmaz celik 304 ve
316, bakir, polivinil klorlr (PVC), polipropilen ve cam materyallerinde SEM ile H. pylori’nin
adezyon yetenegini arastirmiglar ve tum materyallerin ylzeyinde H. pylori’nin kolonize
oldugunu, bakir ve polipropilenin en yiiksek sayida adere bakteri sayisina sahip oldugunu,
H. pylori’nin tesisatta kulanilan materyallere adezyon gosterebilecegini ve bunun su ile
bulasa yol agabilecegini belirtmislerdir. Benzer sekilde Chow ve ark. (128) SEM ile
H. pylori’nin yesil sogan, lahana, marul ve ispanak sebzelerinde biyofilm olusturma
yetenegini arastirmislardir. Caligma sonucunda H. pylori’nin diger kontaminant bakteriler ile
beraber sebzelerin ylizeyinde biyofilm olusturabilecegini gostermisler ve H. pylori’nin gastrik
ortam diginda canli kalabilecegini, biyofilm tabakasindan dolay:r geleneksel temizlik
yontemleriyle bakterilerin elimine edilmesinin zorlagsmasi sebebiyle su ve yiyeceklerin bulas

kaynag1 olabilecegini bildirmislerdir.

Teughels ve ark. (152) mikroorganizmalarin epitel dokuya adere oldugunu ancak oral
epitel dokunun hizli dokilme o6zelliginin etkin bir savunma mekanizmasi olarak gorev
yaptigim1 buna karsin dis, takma dis, oral protez gibi dokulmenin olmadigi yiizeylerin

biyofilm tabakasi olugsmasi i¢in olanak yarattigini belirtmislerdir.
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Literatirde H. pylori’nin oral kavitede biyofilm olusturmasina yoénelik kisith veri
bulunmaktadir. Bu sebeple bilimsel literatlire bu alanda da katki saglanmasi amaglanmstir.
Calismamizda elektron mikroskobu yardimiyla farkli dental protez materyalleri Uzerinde

H. pylori’nin biyofilm olusturma potansiyeli gosterilmistir.

Gunumuzde dental protezler ¢ogunlukla dental seramik, zirkonyum, akrilik, titanyum,
krom-kobalt, krom-nikel gibi baz materyallerden olusmaktadir. Dental protezlerin agiz
boslugunda tiiklriiglin ulastigi ancak dis fircasinin ulasamadigi her ylizey potansiyel
kolonizasyon alani olarak degerlendirilebilir. Bu nedenle dis firgasinin ulasamadigi fakat
tikarik gecisinin saglandig: yiizeyler olarak titanyum, krom-kobalt, krom-nikel, zirkonyum,

akrilik gibi materyaller potansiyel kolonizasyon alani saglayabilirler (153, 154).

Persson ve ark. (155) peri-implantitisli 166 hasta ve 47 saglikli kisinin birer implant
orneginde  DNA-DNA “checkerboard” hibridizasyon yoOntemiyle yaptiklart 79 tdriin
incelendigi mikrobiyota arastirmasinda H. pylori’nin de dahil oldugu 19 farkli tiirii yiiksek
oranda saptamuslardir. Arastirmacilar bu sonuclara dayanarak titanyum implantlarin
kompleks biyofilm olusumu igin uygun bir ortam olabilecegini ileri stirmiislerdir. Ayni
yontemle islenmis titanyum, dokim titanyum ve zirkonyum materyallerinde 38 bakteri
tlrtnun adezyonunun inceledigi baska bir ¢alismada her ti¢ materyalde de gesitli bakteriler
tarafindan kolonizasyonun saptandiginit ve zirkonyumda, islenmis ve dokim titanyumdan

daha az bakteri sayis1 bulundugunu belirtmislerdi (156).

Scarano ve ark. (157) da genel olarak bakteriler agisindan saf titanyumun zirkonyum

oksite gore daha ylksek kolonizasyon potansiyeline sahip oldugunu belirtmislerdir.

Sanchez ve ark. (158) dental implant yilizeylerinde alti standart sus (Streptococcus
oralis, Actinomyces naeslundii, Veillonella parvula, Fusobacterium nucleatum,
Porphyromonas gingivalis, Aggregatibacter actinomycetemcomitans) ile biyofilm modelleri
Uzerine yaptiklart gahismalarinda zirkonyum yizeylerdeki biyofilm tabakasinin titanyum
ylzeylere gore daha ince oldugunu ve zirkonyum yiizeylerde biyofilm tabakasinin kapladigi
alanin titanyum yizeylere oranla daha az oldugunu bildirmislerdir. Al-Radha ve ark. (159)
titanyum ve zirkonyum dental implantlarda Streptococcus mitis ve Prevotella nigrescens ile
yaptiklar1 ¢aligmalarinda zirkonyum ve zirkonyum kaplanmig titanyumun adezyonu azaltma

acisindan titanyuma ustln etki gosterdigini saptamislardir.

Bizim g¢alismamizda da SEM analiziyle diger bakterilerde oldugu gibi ve diger
arastirmacilarla uyumlu olarak titanyumdaki H. pylori yogunlugu yuksek (skor 4) olarak
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belirlenmis ve ylzeyin biyik bir kisminda tabaka halinde gériuntilenmistir. Zirkonyumda ise
bu yogunluk daha diisiik (skor 2) olarak belirlenmis ve yiizeyde az sayida ve kiigclk gruplar

halinde gozlemlenmistir.

Dental protezlerde genellikle dis kaplamas1 olarak kullanilan dental seramik materyali
ve Streptococcus gordonii ve Streptococcus mutans’in kulanildigr iki ayri1 biyofilm

calismasinda seramik materyalinde biyofilm olsumu gosterilmistir (160, 161).

Bizim calismamizda da en yiksek H. pylori bakteri yogunlugu (skor 5) tim ylzeyde ve
tabaka halinde dental seramik materyalinde g6zlemlenmistir.

Ulkemize yurtdisina gore ekonomik nedenlerden dolayr daha sik kullanilan krom-
kobalt materyalinde ise Malthora ve ark. (162) metal implant materyallerinde biyofilm ve
bakteriyel adezyon konulu ¢aligsmalarinda en yiiksek adezyonun sirasiyla polietilen, titanyum,
paslanmaz celik, trabekiler metal ve en diisiik olarak krom-kobalt olarak belirtmislerdir.
Bizim c¢alismamizda da krom-kobalt ve krom-nikel materyallerinde H. pylori yogunluk

olarak olarak diisiik ve az sayida (Skor olarak sirasiyla 2 ve 1) saptanmustir.

Oilo ve ark. (163) akrilik ve benzeri polimer yapidaki materyallerin yapilarindaki por
ve defektler sebebiyle biyofilme yol agabilecegini ve bu sebeple biyofilm tabakasini ortadan
kaldirmada zorluklar yasanabilecegini belirtmislerdir. Bizim ¢alismamizda akrilik materyalde
H. pylori yogunlugu diisik (skor 2) saptanmistir. Kontrol olarak kullanilan polistren
materyalinde ise, H. pylori yogunlugu orta dizeyde (skor 3) degerlendirilmis ve tabaka
halinde degil topluluklar halinde gozlemlenmistir.

Biyofilm c¢alismamiz igin gergeklestirdigimiz 6n deneylerde H. pylori’nin spiral
formunu saptayabilmek icin farkli inkiibasyon sireleri denenmistir. Ilk olarak kupon
pargalar1 beta-siklodekstrin ve maya 0zitl igerikli sivi besiyerinde 1 hafta inkiibasyona
birakilmis ancak deney sonrasinda yapilan SEM analizinde bakteri yogunlukla kok formunda
goriilmistiir. Bu nedenle inklibasyon suresi 4 glin olarak uygulanmig ve H. pylori’nin spiral

formlari goriintiilenebilmistir.

Calismamizin 6nemli kisithiliklarindan biri sinirh biitge nedeniyle basta planlandigi
sekilde dental protezlerdeki H. pylori varligi ve gastrik enfeksiyon iliskisini gli¢lendirecek
digkida antijen testinin ¢aligma grubuna uygulanamamis olmasidir. Ayrica dental protez
orneklerindeki PCR pozitifligi direkt olarak oral H. pylori kolonizasyonunu gostermekten
ziyade kolonizasyonu gosteren pek ¢ok bulgudan sadece biri olarak diisiiniilmelidir. SEM

analiz sonuglari ise g¢esitli materyallerde in vitro olarak biyofilmin gosterilmesi icin bir yol
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gosterici olarak algilanmali ve oral bosluktaki dental protezler ile ayni kosullarda

bulunmadigi g6z 6nlne alinmalidir.

Sonug olarak kaynaklar incelendiginde, H. pylori’nin giinimuzde gerek bulas yolu ve
biyofilm olusumu gerekse periodontal ve mide hastaliklar1 olan kisilerin oral bosluklarindaki
prevalanst hakkinda heniiz sinirli sayida veri bulundugu goriilmektedir. H. pylori oral
boslukta uzun zamandir tespit edilmesine ragmen gunimuizde bu sonuglar hala tartismalidir.
Oral boslugun H. pylori icin ekstragastrik bir rezervuar olarak kabul edildigi bir durumda oral
bosluk H. pylori enfeksiyonu acisindan hem bir bulas yolu hem de reenfeksiyon kaynagi
olarak gorev yapabilir. Elde ettigimiz sonuclar dis plaginda bulundugu kesinlesmis olan
H. pylori’nin dental protezlerde de bulunabilecegini gostermistir. Ozellikle dental protezlerde
dis firgasinin ulasamadigi ylizeylerin kolonizasyon i¢in uygun bir ortam olusturdugu
distinilmustir. Dis plagi ve dental protezlerde biyofilm olusturan bakteriler antibiyotik
tedavisinden etkilenmeyeceginden tedavide basarisizliklara ve reenfeksiyona sebebiyet
verebilir. Bu sebeple dental protezlerle yapilan bir ilk arastirma 6zelligindeki bu ¢alismadan
elde edilen verilerin daha sonra yapilacak ¢alismalarla artirilmasi; dental protezlerin H. pylori
enfeksiyonundaki olast rolunii ve boylelikle H. pylori’nin mevcut tedaviye direncini ve
gelecekteki eradikasyon uygulamalarin1 degistirme potansiyelini anlamamiz agisindan

onemlidir.
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