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TESEKKUR

Laboratuvar hayvani iireten veya kullanan tesislerde enfeksiyoz ajanlarin ortaya
¢ikmasinin deneysel degiskenlige bagli olarak bilimsel arastirma projelerini dogrudan
etkilemesinin yani sira hayvan refahimi da etkilemesi nedeniyle s6z konusu tesislerin
mikrobiyolojik kalitesini dikkate alma ihtiyac1 gozetilereck bu g¢alisma planlanmistir. Bu
calismanin sonuglarinin ileriye doniik projeksiyon ihtiva etmesi ¢alismada kullanilan hayvan
materyali ve tesis gesitliligi ile yakindan ilgilidir. S6z konusu bu ¢esitliligin olusmasinin
saglanmasinda desteklerinden dolayr Ege Bolgesinde faaliyet gosteren tiim deney hayvani
tesislerinin yoneticilerine tesekkiir ederim. Calisma konusundaki yardimlarindan dolay:
Bornova Veteriner Kontrol Enstitiisii Miidiirii Saym Dr. Ozhan TURKYILMAZ ve Teknik
Koordinatér Dr. Giilnur KALAYCI basta olmak iizere toplanan orneklerin analiz oncesi
hazirliklart konusunda beni yalniz birakmayan Deney Hayvanlar1 Birimi personeli Veteriner
Hekim Ziilal TAVLI YILDIRIR’a, analiz siirecindeki is ve islemlerin yiiriitilmesindeki
destekleri iginBakteriyoloji Boliim Sorumlusu Dr. Mehmet OZDEN’e ve bdliim personeli
Veteriner Hekim Cagatay NUHAY ’a siikranlarimi sunarim. Bu proje kapsaminda materyal ve
ekipman saglanmasi konusundaki yardimlar1 ve projenin olgunlagmasini saglayan fikirleri i¢in
Sayin Prof. Dr. Siikrii KIRKAN ve Aydin Adnan Menderes Universitesi Veteriner Fakiiltesi
Mikrobiyoloji Anabilim Dali 6gretim iiyelerine sonsuz siikranlarimi sunarim. Tiim ¢aligma
boyunca hicbir sorumu cevapsiz birakmayan, calisma iginde olusan darbogazlari pratik
Onerileriyle asmami saglayan sadece bilgisini degil dostlugunu da yudumladigim danisman

hocam Sayin Prof. Dr. Goksel ERBAS’a minnettarligimi ise 6zellikle belirtmek isterim.

Tiim c¢aligma boyunca yogun ¢alisma kosullart nedeniyle zaman zaman ihmal
ettigimden dolay16ziir borcum olan sevgili esim Veteriner Hekim Demet ICIL’e sonsuz

minnetimi sunuyor ve bu c¢alismayr evlatlarirm Gokce Nisa ve Asaf ‘a ithaf ediyorum.
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OZET

EGE BOLGESI RUHSATLI DENEY HAYVANI TESISLERINDEKI FARE, RAT VE
GERBILLERDE HELICOBACTER TURLERININ VARLIGININ ARASTIRILMASI

Icil N.I. Aydin Adnan Menderes Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii, Mikrobiyoloji
Programi, Doktora Tezi, Aydin, 2024

Amag: Bu cgalismayla Ege Bolgesindeki fare, rat ve gerbillerde Helicobacter spp. ve H.
hepaticus, H. bilis, H. muridarum, H. rodentium ve H. typhlonius tiirlerinin varliginin

arastirilmasi amaglanmistir.

Gere¢ ve Yontem: Ruhsatli 11 adet deney hayvani tesisinin her birinden 15-22 haftalik yaslar
arasindan rastgele segilen ayri kafeslerden 10 adet fare, 10 adet rat ve 10 adet de gerbil olmak
tizere toplam 230 hayvandan kolon ve digki 6rnekleri toplanmistir. Elde edilen DNA’lardan
Helicobacter spp,16S ribozomal RNA geni kullanilarak PCR yontemi ile pozitif 6rneklerin
tir tayini ise multiplex PCR ile belirlenmistir.

Bulgular: Farelerde Helicobacter spp. prevalansi %90,91 olarak gergeklesmistir. Pozitif
orneklerin tiir bazindaki PCR sonuglarina gére en yaygin tiir %90,91 prevalansla H.
rodentium olmustur. H. bilis ve H. muridarum tiirlerinin higbir tesiste tespit edilmedigi
calismada H. typhlonius %72,73 prevalans oraniyla ikinci yaygin tiir olurken onu
%27,27’lik prevalansla H. hepaticus’un takip ettigi tespit edilmistir. Ratlarda Helicobacter
spp prevalanst %87,5 olarak gerceklesmistir. Pozitif 6rneklerin PCR sonuglarina gore en
yaygin tiir %87,5 prevalansla H. rodentium olmustur. H. bilis, H. hepaticus ve H. muridarum
tiirlerinin higbir tesiste tespit edilmedigi ¢calismada H. typhlonius %12,5 prevalans oraniyla
ikinci yaygin tiirdiir. Gerbil bulunduran tek tesisten alinan kolon 6rneklerinde ise sadece H.

rodentium ve H. typhlonius tespit edilmistir.

Sonug: Calismaya konu olan bolgede, 6zellikle subklinik olmak iizere deney hayvanlarindaki
enfeksiyonlara neden olan Helicobacter spp.'nin olduk¢a yaygin oldugu belirlenmistir. Deney

Hayvani tesislerinin bu ajan yoniinden takibinin yapilmasi 6nerilmektedir.

Anahtar kelimeler: Helicobacter spp, Fare, Rat, Gerbil



ABSTRACT

INVESTIGATION OF HELICOBACTER SPP. IN MiCE, RAT AND
GERBILS iN LICENSED EXPERIMENTAL ANIMAL FACILITIES iN
AEGEAN REGION.

fcil N.I. Aydin Adnan Menderes University, Health Sciences Institute, Microbiology
Program, Doctorate Thesis, Aydin, 2024

Objective: In this study, it was aimed to investigate the presence of Helicobacter spp. and
H. hepaticus, H. bilis, H. muridarum, H. rodentium and H. typhlonius species in mice, rats

and gerbils in the Aegean Region.

Material-Method: Colon and stool samples were collected from a total of 230 animals, 10
mice, 10 rats and 10 gerbils, from separate cages randomly selected between the ages of
15- 22 weeks from each of the 11 licensed experimental animal facilities. From the DNA
obtained, Helicobacter spp. 16S ribosomal RNA gene was determined by PCR method,

and positive samples were determined by multiplex PCR.

Results: The prevalence of Helicobacter spp. in mice was 90,91%. According to the
species-based PCR results of the positive samples, the most common species was H.
rodentium with a prevalence of 90,91%. In the study in which H. bilis and H. muridarum
species were not detected in any facility, it was determined that H. typhlonius was the
second most common species with a prevalence rate of 72,73%, followed by H. hepaticus
with a prevalence of 27.27%. The prevalence of Helicobacter spp. in rats was 87,5%.
According to the PCR results of the positive samples, the most common species was H.
rodentium with a prevalence of 87,5%. In the study where H. bilis, H. hepaticus and H.
muridarum species were not detected in any facility, H. typhlonius was the second
common species with a prevalence of 12,5% in rats. On the other hand, only H. rodentium
and H. typhlonius were detected in the colon samples taken from a single facility

containing gerbils.

Conclusion: It was determined that Helicobacter spp., which causes infections in
experimental animals, especially subclinical, is quite common in the study area.lt is

recommended that the Experimental Animal facilities moniterize for this agent.

Key Words: Helicobacter spp.,Mice, Rat, Gerbil.



1. GIRIS

Cevresel ve genetik faktorler ve bunlarin birbiriyle olan etkilesimleri, deneysel amacla
kullanilacak hayvanlarin arastirmada kullanim uygunlugunu etkileyebilmektedir. Laboratuvar
hayvani iireten veya kullanan tesislerde enfeksiydz ajanlarin ortaya ¢ikmasi, deneysel
degiskenlige bagli olarak bilimsel arastirma projelerini dogrudan etkilemesinin yani sira
hayvan refahin1 da etkilediginden s6z konusu tesislerin mikrobiyolojik kalitesini dikkate alma
ihtiyact dogmustur (Maihler ve digerleri, 2014). Bilimsel gerekliliklerden biri olan
arastirmalarin  tekrarlanabilirliginin  saglanmasi, deneysel sonuglar1 etkileyebilecek
hastaliklardan ve diger kosullardan arinmis laboratuvar hayvanlarini gerektirdigi biiyiik

Olciide kabul goren bir yaklasimdir (Matos-Rodrigues ve digerleri, 2020).

Simdiye kadar yapilan arastirmalara gére kemirgenlerdeki enfeksiyonlardan birkag¢ grup
mikroorganizmanin sorumlu oldugu belirtilmektedir (Méahler ve digerleri, 2014). Bu
enfeksiyonlardan 6nemli bir kismmin agik klinik belirtilere yol agmamasi nedeniyle klinik
belirtilerin yalnizca sinirh tanisal degere sahip oldugu, ancak klinik bir tablo olusturmasa bile
enfeksiyonlarin  hayvan deneylerinin  sonucunu etkileyecek potansiyel tasidiklar
bildirilmektedir. Zira subklinik bile olsa deney hayvanlarinda dogal olarak meydana gelen
enfeksiyonlar, hayvanin fizyolojisini, bagisikligini ve davranisini etkileyebilmektedir (Mahler
ve digerleri, 2014). S6z konusu bu etkiler bagisikligi baskilanmis deney hayvanlari i¢in
baskilanmamis olanlara nispetle daha biiyiik bir tehdit olusturmaktadir (Matos-Rodrigues ve
digerleri, 2020). Bu nedenle, deney hayvani kullanimu ile ilgili standartlar olusturma amaciyla
kurulan uluslararasi organizasyonlar her kurumun herhangi bir kalite giivence sistemine
entegre edilmis bir laboratuvar hayvani ‘Saglk Izleme’ programi olusturmasmi tavsiye

etmektedirler (Bracken ve digerleri, 2017; Méhler ve digerleri, 2014).

Bu organizasyonlardan en genis katilimlis1 olan Avrupa Laboratuvar Hayvanlar1 Bilimi
Dernekleri Federasyonu (FELASA)min tavsiye ettigi ‘Saglik Izleme’ programinin rutin
taramalarinda; laboratuvar fareleri i¢in 3 aylik periyotlarda izlenmesi Onerilen bulasici ajanlar
arasinda Helicobacter spp’de yer almaktadir. S6z konusu etkenin cins diizeyinde pozitif
olmasi durumunda ise, H. hepaticus, H. bilis ve H. typhlonius tiirlerinin belirlenmesini, ratlar
icin ise yine 3 aylik peryotlarda Helicobacter spp.’nin izlenmesi ve s6z konusu ajanin cins
diizeyinde pozitif olmasi durumunda ise H. bilis tiiriiniin belirlenmesini tavsiye etmektedir

(Méhler ve digerleri, 2014).



Robin Warren ve Barry Marshall 1984'te Helicobacter pylori'yi kesfettiginden beri,
hizla genisleyen Helicobacter cinsi su ana kadar 67’si klasifiye edilmis 314 adeti ise klasifiye
edilmemis toplam 381 tiirti icermektedir (National Center for Biotechnology Information
[NCBI], 2023)

Helicobacter spp. sadece insanlarda degil, 6zellikle laboratuvar kemirgenlerinde dnemli
olmak iizere olan tiim hayvanlar aleminde bulunmaktadir. S6z konusu bakterinin kabaca
mideyi kolonize eden gastrik Helicobacter tiirleri ve bagirsakta ve hepatobiliyer sistemde
bulunabilen enterohepatik Helicobacter tiirleri olmak {izere iki gruba ayrilabilecegi
belirtilmektedir (Neubert ve digerleri, 2022). Enterohepatik Helicobacter tiirlerinin (EHS)
farelerde baskin Helicobacter tiirleri oldugu ve fare tesislerinde kiiresel olarak endemik

oldugu belirtilmektedir (Pritchett- Corning ve digerleri, 2009).

Laboratuvar kemirgenlerinde Helicobacter spp. subklinik seyrin yani sira klinik
semptomlara da neden olabilmektedir. Bazi Enterohepatik Helicobacter tiirlerinin azalmis
tireme performansi, rektal prolaps, inflamatuar bagirsak hastaligi ve tiflokolit ile iligkili
oldugu bilinmektedir. H. hepaticus ve H. bilis ayrica farelerde hepatit ve hepatokarsinoma da
neden olabilmektedir (Whary ve Fox, 2006). Bununla birlikte Helicobacter ile iliskili hastalik,
bagisikligr yeterli kemirgenlerin cogunda klinik olarak gézlemlenebilir degildir ve bagisiklik
sistemi anormallikleri olan bagisiklig1 yetersiz veya transgenik fareler deneysel veya dogal
olarak enfekte oldugunda, morbidite safhasina kadar subklinik inflamasyon gelismektedir
(Whary ve Fox, 2006). Hastalik belirtilerinin ortaya c¢ikmasi, normal savunmadan
yoksunlastiran veya Helicobacter enfeksiyonuna karsi proinflamatuar yanitlara yatkinlik
olusturan bagisiklik kusurlarina bagl olmaktadir. Baz1 fare irklarinda ve suslarda cinsiyetin
hastalik seyri tizerindeki etkisine ek olarak, konagin yasi ile pozitif bir korelasyonun

varhigindan s6z edilmektedir (Fox ve digerleri, 2003; Ward ve digerleri, 1994).

Kemirgenlerin enterohepatik Helicobacter spp. enfeksiyonlarina olan ilgi, yalnizca
aragtirma modelleri tizerindeki olumsuz etkileri nedeniyle degil, ayn1 zamanda Kkolesistit,
hepatoseliiler karsinom, bakteriyemi ve inflamatuar bagirsak hastaliklar1 dahil olmak iizere
beseri hastaliklarin modellenmesindeki deneysel yararlar1 nedeniyle arttig1 belirtilmektedir.
Soyle ki; H. hepaticus ile fareleri ve gerbilleri deneysel olarak kolonize eden gastrik
Helicobacter spp. mide, karaciger ve alt bagirsak yolunda neoplastik lezyonlara ilerleyebilen
onemli epitelyal hiperplazi ve displazi ile iligkili kronik inflamasyonu uyarmaktadir (Whary
ve Fox, 2006).

Immiinolojik olarak insanlara benzer sekilde fareler de enfeksiydz ajanlara karsi, normal
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tepkinin yani sira ilgisiz enfeksiyonlara karsi konak yanitlarinin modiile edildigi bir bellek T
hiicreleri repertuari ile yanit vermektedir. Bu konake1 bagisiklik tepkisi genellikle heterolog
bagisiklik olarak adlandirilir. Bu baglamda; farelerde enterik Helicobacter enfeksiyonlarinin
yaygin olarak goriilmesinin yan1 sira insanlarda enterohepatik Helicobacter ile iliskili hastalik
sayisinda gozlenen belirgin artig, Helicobacter koenfeksiyonlarmin H. pylori patogenezi, asi
stratejileri ve antimikrobiyal modellemeleri iceren kemirgen c¢alismalarini etkileyebilecegi
diisiincesi ile yapilan ¢alismada; H. pylori ve H. bilis ile deneysel bir koenfeksiyonun, H.
pylori kaynakli gastriti azaltic1 bir etki gosterebildigi belirtilmektedir. Lemke ve digerleri
(2009) tarafindan yapilan s6z konusu ¢aligmada daha once Helicobacter spp. antijenlerine
maruz birakilmis olan farelerde, Helicobacter spp. tarafindan aktive edilen dogal regiilator T
hiicrelerinin (TREG), H. pylori enfeksiyonu olusumu sonrasi bagirsaktan mideye go¢ etmesi
halinde, mide lezyonlarinda azalma olabilecegi belirtilmektedir. Benzer bir sonu¢ C57BL/6
fareleri deneysel olarak H. pylori ve H. muridarum ile birlikte enfekte edildiginde de
goriilmustir (Ge ve digerleri, 2011). Bununla birlikte Ge ve digerleri (2011) tarafindan
yapilan ¢alismada Lemke ve digerleri, (2009) nin ulastig1 sonugla tutarsiz olarak H. Pylori ve
H. hepaticus'un deneysel ko-enfeksiyonunun H. pylori mono-enfekte farelere kiyasla daha
giiclii mide lezyonlarinin gelistigi gézlenmistir. Bunun nedeni olarak, H. hepaticus'un Th17
hiicrelerini TREG hiicrelerinden daha fazla uyarmasi, Th17 sinyallerini arttirmasi ve daha
belirgin patolojik bulgulara yol agmasi olarak belirtilmektedir (Ge ve digerleri, 2011). Bu
sonuglara benzer sonuglar daha once yapilan g¢alismalarda da alinmisg ve H. bilis ve 6zellikle
de H. hepaticus ile enfeksiyonun, gerbil modelinde H. pylori kaynakli gastrit ve mide
kanserinde, konak¢inin Helicobacter spp.'ye verdigi yanitin potansiyel bir etkileyicisi olarak
endise verici boyutlara ulastig1 bildirilmistir (Bergin ve digerleri, 2006). Ayrica hamsterlerin
s6z konusu cinsin bir bagka tiirii olan H. aurati ile subklinik enfeksiyonunun atipik Giardia

kolonizasyonunu meydana getirdigi de belirtilmektedir (Nambiar ve digerleri, 2005).

Uygun konake¢1 bagisiklik tepkilerine ragmen Helicobacter spp.’nin kalici olarak
kolonize olmasina izin veren veya doku tropizmini etkileyen bakteriyel viriilans faktorleri
konusunda olduk¢a fazla arastirma yapildigr belirtilmektedir (Whary ve Fox, 2004).
Kemirgenlerdeki dogal enfeksiyonlar ile insan hastaliklari arasindaki baglantilar bulundukga,
1990’11 yillarda H. rappini ve H. cinaedi gibi baz1 Helicobacter’lerin zoonotik olduguna dair
kanitlarin ortaya ¢iktig1 bildirilirken (Fox, 1997) 2000’li yillarda bu kusku dogrulanmis ve
insanlarda H. bilis enfeksiyonunun safra yolu karsinomunu tetikleyebilecegi belirtilmistir

(Segura ve digerleri, 2015).



Deneysel calismalarda sadece herhangi bir patojen veya potansiyel olarak zoonotik
kommensal ile enfekte olmayan hayvanlar kullanilmasi arastirmacilarin ortak goriisii olmasina
karsin birgok Helicobacter spp. enfeksiyonunun subklinik seyrettigi bilinmektedir. Bu
enfeksiyonlar arastirma sonuglarinin yanlis yorumlanmasina neden olabilmekte, deneylerin
tekrarlanmas1 gerektirebilmekte veya sonuglar artik tekrarlanabilir olmayabilmektedir.
Bunlarin tiimii goz Oniine almmadiginda daha fazla sayida hayvanin kullaniimasi
kaginilmazdir. Helicobacter spp. enfeksiyonu, bagisikligi yetersiz ve/veya diizensiz fare ve
siganlarda morbiditeye 6nemli oranda katkida bulunarak arastirma programlarini zaman, para
ve veri kaybiyla etkilemektedir (Neubert ve digerleri, 2022). Bu nedenle, Avrupa Laboratuar
Hayvan Bilimi Dernekleri Federasyonu (FELASA), fare Helicobacter izleme sikligi 1995'te
gozetimsiz iken 2014'te H. hepaticus, H. bilis ve H. typhlonius'un ii¢ aylik peryoda yiikseltme
ithtiyact duymustur (Mahler ve digerleri, 2014).

Kemirgenlerde, bir kism1 normal komensal bagirsak mikrobiyotasi olarak kabul edilen
bir kismi ise hastalikla iliskilendirilen 14 Helicobacter tirti tanimlanmistir. Deneysel ve
yabani kemirgen tiirleri iizerinde yapilan arastirmalar, bagirsak mukozasmin genellikle bir
veya daha fazla Enterohepatik Helicobacter tiirii (EHS) ile kolonize oldugunu gostermistir.
Yaygin olarak bulunan organizmalar arasinda H. bilis, H. ganmani, H. hepaticus, H.
mastomyrinus, H. muridarum, H. rodentium, H. trogontum ve H. typhlonius yer almaktadir.
Bu organizmalarin immiinkompetan hayvanlarda daha ¢ok normal bagirsak mikrobiyotasinin
bir parcasini olusturduklarindan ve patojenik bir rolii destekleyen ¢ok az kanitin varligindan

da ayrica sz edilmektedir (DeLong ve digerleri, 2013).

Whary ve Fox (2006) Rodentlerde Helicobacter spp. enfeksiyonlarinin tespiti igin

izlenebilecek 4 ana yontemin bulundugunu bildirmektedir. Bunlar;

a) Seroloji: Helicobacter ile dogal olarak enfekte olmus immiinokompetan farelerin
cogu, enzime bagli immiinosorbent testi (ELISA) veya western blot ile tespit edilebilen giiclii
bir serum antikor yamiti gelistirecek olmasina karsin bu konuda yapilmis calismalarda

ozellikle mix enfeksiyonlarda yanlis negatif seroloji raporlarinin varligi bilinmektedir.

b)  Histoloji: Enterohepatik Helicobacter spp. enfeksiyonlarindan kaynaklanan
bagirsak ve karaciger lezyonlari, bu lezyonlar1 gelistirme egilimine genetik yatkinligi olan
immiinokompetan farelerde bile olusmayabilmektedir. Bu nedenle histopatolojik tani,

Helicobacter spp. enfeksiyonu i¢in duyarli veya spesifik olmaktan uzaktir.

c)  Kiiltir Yontemi: Helicobacter spp. 6zel gereksinimleri olan hassas bakterilerdir



ve bu nedenle kiiltiirii zor olan bir cins oldugu bilinmektedir. Kemirgenlerin birden fazla
Helicobacter tiirii ile enfekte olmasi durumunda, aralarindan bazi tiirlerin asir1 gogalmasi, ayri

ayr1 kolonize olan Helicobacter tiirleri i¢in yanlis negatif kiiltiir sonuglar1 verebilmektedir.

d)  Molekiiler Yontemler: PCR, klasik kiltiir teknikleriyle tiir diizeyinde
kiiltiirlenmesi veya tanimlanmasi zor olan bazi bakterilerin, 6zellikle de Helicobacter spp.’nin
tespiti ve tanimlanmasi igin rutin olarak kullanilmaktadir. PCR yontemi Helicobacter

enfeksiyonunu tespit etmek i¢in en hassas ve 6zel arag oldugu genel kabul gérmiis yontemdir

Bu calismayla bolgesel olarak fare, rat ve gerbillerde Helicobacter spp. varliginin
belirlenmesinin yan1 sira rutin taramaya elverisli bir yontemin tespit edilerek dogrulanmasi
planlanmaktadir. Helicobacter spp’nin  kiiltiiriiniin ~ zorlugu, histopatolojik  taninin
Helicobacter spp. enfeksiyonu i¢in duyarli veya spesifik olmamasi ve serolojik yontemlerin
mix enfeksiyonlarda 6zgilinliikten yoksun olmasi nedenleri ile PCR yonteminin Helicobacter
spp. enfeksiyonunu tespit etmek i¢in en hassas ve giivenilir arag oldugu belirtilmektedir
(Whary ve Fox, 2006). S6z konusu tespit yonteminin sensitivite ve spesifite oranlarinin
yiiksekliginin yan1 sira rutin uygulamaya uygun ve nispeten diisiik maliyetli olmas1 tarama
testlerini kolaylastiric1 faktorlerdir. Biitiin bu etkenler g6z oniine alindiginda, yapilacak

tarama testinde PCR yontemi kullanilmasinin uygun olacagi degerlendirilmistir.

Ornekleme i¢in ise diski kullaniminin tarama testlerini kolaylastiric bir faktdr oldugu
belirtilmektedir (Matos-Rodrigues ve digerleri, 2020). Ayrica bu ydntem Otenaziyi
onlediginden dolayr tarama testlerinde ve klinik arastirmalarda 3R (Aritma, Azaltma,
Degistirme) saglanmasi agisindan giivenilir ve kolay bir yontem saglayacaktir (Neubert ve
digerleri, 2022). Bu nedenle ¢alismada digki kullaniminda alinan sonuglar ile kolon igerigi

sonuglar kiyaslanarak, 6rneklem igin fekal 6rnek kullaniminin uygunlugu da tartisilacaktir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Helicobacter spp.

2.1.1. Tarihge

Hayvanlarin midesinde spiral sekilli bakteriler ilk kez 1881'de Rappini ve 1893'te
Bizzozero tarafindan tanimlanmistir. 1896'da ise Salomon’un kopeklerde, kedilerde ve
kahverengi Norveg¢ ratlarinda spiral organizmalarin varligini rapor ettigi belirtilmektedir
(Hristova ve digerleri, 2017). 1984 yilinda Marshall ve Warren tarafindan izole edilen spiral
sekilli mikroaerofilik s6z konusu bakteriler, mide hastalig1 ile iligkileri nedeniyle 6nemli
arastirmalarin odak noktasi olmaya baslamistir. O yillarda ilk kez izole edilen bu bakterilerin
Helicobacter cinsine ait oldugu distiniilmektedir (Fox ve digerleri, 1994). Bu ¢alismanin
ardindan domuz kuyruklu makaklardan Helicobacter nemestrinae sp izole ve identifiye
edilmistir (Bronsdon ve digerleri, 1991). Bunlarin yan1 sira kopeklerde Helicobacter canis
(Stanley ve digerleri, 1993) gibi memeli bagirsaklarindan da ek Helicobacter tiirleri izole
edilmistir. Oncelikle kemirgenlerin ileum ve sekumlarmi kolonize eden ancak ayni zamanda
daha yashi kemirgenlerin mide mukozasini kolonize ettikten sonra gastrite neden olabilen
enterik tiirlerden biri olan H. muridarum ise 1992 yilinda Lee ve digerleri, (1992) tarafindan

izole edilmistir.

Daha sonra yapilan arastirmalarda kopeklerin, kedilerin ve Rhesus maymunlarinin
midelerinde %100’e varan oranlarda spiral organizma prevalanslarinin kaydedildigi
belirtilmektedir (Fox, 2002). Hayvanlarin midelerinde goézlemlenen Helicobacter spp’nin
bliylik bir kismi1 gorece yakin zamanda izole edildiginden, bu bakterilerin daha onceki
makalelerde morfolojik kriterlerle agiklanmakta oldugu goriilmektedir. Bu organizmalarin ii¢
morfolojik formunun, 1970 yilinda Lockard ve Boler tarafindan kdpeklerde rapor edildigi

belirtilmektedir (Fox, 2002).

H. rapini taksasi olarak bilinen Lockard tip 1, organizmanin tiim yiizeyini kapsamig gibi
goriinen periplazmik liflerle cevrelenmis bir bakteri olarak tanimlanmistir. Bryner ve digerleri
(1987) benzer bir organizmay1 aborte kiigiikbas fetiislerden izole etmisler ve organizmayi,
giinimiizde bir Helicobacter tiirii  oldugu Dbilinen “Flexispira rapini” olarak
simiflandirmiglardir. “Flexispira rapini” deneysel olarak kobay ve koyunlarda abort ve aborte
fetiislerde ise hepatitise neden olmaktadir. Ayrica bu tiir ¢esitli hayvanlarin ve insanlarin

bagirsaklarindan da izole edilmistir (Schauer ve digerleri, 1993).



Lockard bakteri tip 2’de de tip 1’e benzer sekilde periplazmik lifler mevcut olmakla
birlikte bu lifler daha seyrektirler ve organizma iizerinde tek tek veya ikili, tglii, dortlii
gruplar halinde dagilmis goriinebilmektedir (Fox, 2002). 0.4x5—10 um boyutlarindaki bu
bakteri, kedi, kopek ve insan midelerinden elde edilmis ve H. felis olarak adlandirilmistir

(Paster ve digerleri, 1991).

Ugiincii morfolojik olarak farkli organizma olan tip 3, hayvan midelerinde en sik
goriilen bakteri (kOpekler, kediler, insan olmayan primatlar, ¢italar, domuz) olmakla birlikte
kimi zaman insan midelerinde de bulunmaktadir. Bu bakteri, sik1 sarmal yapisina karsin,
periplazmik liflerden yoksundur. Organizmaya "Gastrospirillum hominis”, "H.heilmannii*
gibi ¢esitli isimler verilmesine karsin son zamanlarda Hanninen ve digerleri (1996) tarafindan
kopeklerden kiiltiire alindigi ve H.bizzozeronii olarak adlandirildigi bildirilmektedir (Fox
2002). Bu bakterinin 0,3x5-10 pm boyutlarinda oldugu ve hiicrenin her iki ucunda 10-20
kilifli kamgiya sahip oldugu belirtilmektedir (Fox, 2002).

Helicobacter tiirleri ayrica gelinciklerin, insan olmayan primatlarin, ¢italarin,
yunuslarin, balinalarm ve vizonlarin midelerinden de kiiltiirlenmistir. Insan gastritinin ve
mide kanseri dahil ilgili rahatsizliklarin sik goriilen bir nedeni olarak H. pylori'ye olan yogun
ilgi, birgok arastirmaciya benzer bakteriler igin ¢esitli hayvanlar inceleme konusunda motive
ettigi belirtilmektedir. Baglica Helicobacter cinaedi ve Helicobacter fennelliae olmak {izere
bazi tiirlerin alt bagirsak disfonksiyonlar ile iligkili oldugunun fark edilmesi de cinse olan
ilgiye katkida bulunmustur. Helicobacter felis, Helicobacter bizzozeronii, Helicobacter canis,
Helicobacter pullorum gibi baz tiirlerinin zoonoz potansiyeli ve hepatit ile iliskili oldugunu
gosteren gdzlemlerin varlig1 da ayrica bilinmektedir (FOx,2002). Insanlarda mide lezyonlarina
neden olan H. pylori bu cinsin en ¢ok incelenen tiiriidiir. Son derece yaygin oldugu ve diinya
niifusunun %50'sinden fazlasin1 etkiledigi diistintilmektedir. Eski Misir déneminde Ebers
Papyrus, M.O 1600 ve daha sonra Hipokrat, Galen, Dioscurides ve digerleriyle birlikte klasik
diinyada, gastrointestinal semptomlar tanimlandig1 ve ¢esitli mide semptomlarini tedavi etmek
icin belirli sifali bitkilerden elde edilen 6zler olan gesitli veya gastrointestinal veya diger
zehirlenmeler icin Theriaca olarak adlandirilan panzehir tabiath ilaglar kullanildigi
bilinmektedir (Charitos ve digerleri, 2021).



2.1.2. Taksonomi

Taksonomi bilimi her birinin digerine baglantili oldugu ii¢ ana alandan olusur; bunlar
siniflandirma, tanimlama ve terminolojidir. Suslar, baz1 ortak 6zellik(ler) temelinde gruplar
halinde siralanir veya smiflandirilir ve grubun tanimlanmasini saglayan 6zellikler tanimlanir.
Pratik amaglar icin, takson isimlendirilmeli ve netlik adina isim, isimlendirme kurallarina gore
olusturulmalidir. Taksonomi, iizerine gesitli diger bilimlerin insa edildigi anlamli bir biyolojik

gergeve saglamay1 amaglar (On, 2001).

Ik kez 1963'te tanimlanan ve baslangicindan bu yana taksonomik yapis1 biiyiik dlciide
degisim gosteren Campylobacter cinsi, molekiiler yontemlerin kullanilmasi sonucunda
icerisinde Helicobacter spp’nin de bulundugu farkli cinslere koken olmustur. Helicobacter
cinsi, Epsilonproteobacteria bolimii igindeki Proteobacteria sinifi Campylobacteriaceae

familyasina atanmistir (Coldham, 2004).

Helicobacter cinsinin en yakin taksonomik akrabalar1 Campylobacter, Wolinella,
Arcobacter, Thiovulum ve Sulfurospirillum'dur. Helicobacter tiirlerinin tanimlanmasinin,

biyokimyasal inertlik ve tiirler icindeki fenotipik degiskenlik nedenleriyle son derece zor

oldugu belirilmektedir (Coldham, 2004).

Kismi 16S rRNA gen dizilerinin sayisal karsilagtirmasi ile, Campylobacter spp.
igerisinde birka¢ farkli kusak tanimlanmistir (Pastor ve Dewhirst, 1988). Bunlardan insan
mide mukozasindan izole edilen Campylobacter pylori ve gelincik mide mukozasindan izole
edilen Campylobacter mustelae, daha sonra Helicobacter olarak klasifiye edilmistir.
Helicobacter spp., flagellar yapi, yag asidi ve menakinon bilesimi ve 16S rRNA gen
sekanslari  bakimindan  diger = Campylobacter  tiirlerinden  6nemli  farkliliklar
gostermektedir(Goodwin ve digerleri, 1989). Paster ve Dewhirst (1988) ayrica Campylobacter
cryaerophila ve Campylobacter nitrofigilis'in diger Campylobacter ve Helicobacter
tirlerinden farkli olmakla birlikte iliskili oldugunu ve birkag Wolinella ve Bacteroides

tirtiniin Campylobacter spp. ile veya Helicobacter spp. ile baglantili oldugunu belirlemistir.

DNA, rRNA hibridizasyonlarimin kullanilmasiyla, bagil filogenetik pozisyonlarin
belirlendigi fenotipik ve genetik verilerle capraz referanslandigi bir ¢alisma su anda kullanilan
taksonomik yapinin temelini saglamis ve Campylobacter spp.'yi rRNA siiper ailesi VI olarak
tanimlamistir. Bu grup ayrica Proteobacteriamin € boliimii olarak da bilinmektedir. Bu rRNA

homoloji gruplari, grup I (Campylobacter ve Bacteriodes ureolyticus), grup Il (Arcobacter) ve
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grup III’i (Helicobacter ve W. succinogenes) igermektedir. rRNA homoloji gruplari I ve
II'nin yakin akrabaligina bagli olarak daha sonra yapilan bir c¢alisma ile bunlarin

Campylobacteraceae familyasina dahil edilmesi 6nerilmistir (On, 2001).

Proteobacteria i¢inde filogenetik olarak farkli bir soy olan Epsilonproteobacteria sinifi
icerisinde ilk tespit edilen cinsin Campylobacter cinsi oldugu belirtilmektedir. Bu cins
icerisinde belirli tlirlerin 6nemli insan ve hayvan patojenleri oldugunun fark edilmesi, benzer
organizmalarin ekolojisini ve dagilimin1 daha genis sekilde arastiran bir¢ok baska calismayi
harekete gegirmistir. Insan gastriti vakalarinda bulunan ve baslangigta Campylobacter spp.
daha sonra ayri ama ilgili bir cins olan Helicobacter olarak yeniden smiflandirilnistir.
Izolasyon, tespit ve taksonomik karakterizasyonda iyilestirme yontemleri, bu tiir bakterilerin
Oonemi ve dagilimina yonelik devam eden ilgiyle birlikte, 100'den fazla takson i¢eren olduk¢a
cesitli organizmalar grubu olan Epsilonproteobacteria'nin mevcut durumunu olusturmustur.
S6z konusu sinif i¢inde filogenetik alt gruplar tanimlanabilir. Bunlardan Campylobacteraceae
familyasindaki ¢ogu takson ve Helicobacteraceae, Nautiliaceae gibi serbest yasayan
Epsilonproteobacteria iiyelerine goére birbirleriyle daha yakindan iliskili goériinmektedir.
Patojenler olarak bilinen ve ayni1 ekolojik nisi paylasan bircok taksonla birlikte
Campylobacter ve Helicobacter’in en yogun iireme gosteren cinsler oldugu bildirilmektedir.
Birbirlerine yakin fenotipik benzerlikleri nedeniyle birgok Arcobacter, Sulfurospirillum ve
Helicobacter spp. orijinal olarak Campylobacter tiirleri olarak tanimlanmistir (On ve
digerleri, 2017).

Suslarin  Campylobacter, Arcobacter, Helicobacter veya Wolinella cinsine kolayca
atanmasini saglayan tek bir fenotipik 6zellik olmadigindan Campylobacteraceae familyasina
ait yeni tlirlerin tanim1 veya Helicobacteraceae yeni taksonun cinse atanmasi i¢in hem
genotipik hem de fenotipik yoOntemleri kullanan ¢ok fazli bir taksonomik yaklagim
gerektirmektedir. Bu nedenle, suslari cins seviyesine uygun sekilde atamak i¢in en azindan
16S rRNA gen dizilerinin karsilastirmali analizine dayanan bir filogenetik atama
zorunlulugundan so6z edilmektedir. Taksonomik smiflandirmada kullanilan fenotipik
yontemler; hiicre morfolojisi, motilite, biiylime kosullari, biyokimyasal ozellikler,

antimikrobiyal ajanlara direng ve diger testler olarak siniflandirilabilir (On ve digerleri, 2017).

Bu cinsle ilgili dikkate alinmasi gereken birka¢ Onemli taksonomik sorun oldugu
belirtilmektedir. Baz1 taksonlar, karakteristik hiicre morfolojileri ile biiyiik, sikica sarilmig
sarmal ¢ubuklar olarak taninirlar ve sonralart Gastrospirilla hominis adin1 alan bazi insan

gastrit vakalarinda goriilen suslar icin ilk Onerilen jenerik isim "gastrospirilla” olarak
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anilmaktadirlar (On, 2001). Benzer organizmalar, evcil hayvanlar, maymunlar ve gesitli
egzotik etoburlar da dahil olmak iizere ¢ok ¢esitli diger hayvanlarda gorilmiistiir; sirasiyla
domuz ve lemur midelerindeki bakteriler i¢in ‘Gastrospirillum suis' ve ‘Gastrospirillum lemur'
isimleri 6nerilmistir. Bilinen tiim Gastrospirilla'nin in vitro kiiltiiriiniin son derece zor oldugu
kanitlanmistir ve bu durum cesitli konakg¢ilarda bulunan suslar arasindaki iliskiyi dogru bir
sekilde belirlemek icin yapilan taksonomik g¢alismalar biiylik 6lgiide engellemistir. Bununla
birlikte, kedi ve kopeklerden birkag 'gastrospirilla' kiiltiiri yapilmis ve H. felis, H. bizzozeronii
ve H. salomonis olmak iizere ii¢ farkli tiir belirlenmistir. Insan suslar1 ("G. hominis" veya "H.
heilmannii" olarak anilir) iki farkli sekans tipine ayrilir. Tip 1 suslar Candidatus H. suis ile bir
klad olustururken, tip 2 suslar H. felis, H. bizzozeronii ve H. salomonis'e baglidir. Bu tiirlerin
16S rRNA genindeki intraspesifik ve infraspesifik degiskenlik, kesin bir farklilasmanin elde
edilemeyecegi sekildedir. insan suslarmmn H. felis, bizzozeronii, salomonis kompleksi ve
Candidatus H. suis ile ilgili taksonomik durumunun bu nedenle dogru bir sekilde

degerlendirilmesinin imkansiz oldugu belirtilmektedir (On, 2001).

2.1.3. Mikrobiyolojik Ozellikler

2.1.3.1. Morfoloji ve Boyanma Ozellikleri

Bu cinsin iyelerinin hiicresel morfolojisi ¢esitlidir ve boyutlart 0,2 ila 1,2 pm
genisliginde ve 1,5 ila 10 um uzunlugunda degisen kavisli, spiral veya 1§ seklinde ¢ubuklar
igerir. Spor ve kapsiil olusturmayan séz konusu cins gram negatif boyanma 6zelligindedir.
Cinse ait ¢ogu tiir, tek polar flagella veya 20 flagellaya kadar ¢ift kutuplu kiimeler araciligiyla
hareketlidirler. Helicobacter mustelae ayrica lateral flagelleya sahiptir. Tiirlerin biiyiik
kisminda flagella kiliflidir ancak Helicobacter pullorum, Helicobacter rodentium,
Helicobacter ganmani ve Helicobacter mesocricetorum dahil olmak iizere kilifsiz flagellaya
sahip birkag tlir tanimlanmistir. Hiicreler zamanla veya g¢evresel strese maruz kaldiklarinda

daha kiiresel hale gelebilmektedir (On ve digerleri, 2017).

2.1.3.2. Kiiltiir Ozellikleri

Oldukga kirillgan olmasindan dolay1 kiiltiirlenmesinin zor oldugu belirtilen Helicobacter

cinsinin kiiltiirlinlin, yasayabilirligi degerlendirmenin en dogru yolu oldugu, organizmanin
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izolasyonunu ise patojenite, antibiyotik duyarliligi ve suslar arasindaki farkliliklarin tespiti

amaciyla yapilacak ¢alismalar i¢in gerekli oldugu belirtilmektedir (Whary ve ark 2006).

Helicobacter tiirlerinin birincil izolasyonu genellikle %5-10 at veya koyun kan1 veya
%20 fetal buzagi serumu (FCS) ile desteklenmis kat1 besiyeri ile gerceklestirilmektedir
(DeLong ve digerleri, 2014). Kanli agar, Brucella, Columbia, beyin kalp inflizyon agari
(BHI), triptikaz soya agar1 (TSA) gibi zenginlestirilmis agarlar rutin olarak kullanilmasina
karsin bu besiyerlerinin ¢ok sayida hiicre elde etmek igin ¢ok uygun olmadigi da
belirtilmektedir. %5 fetal sigir serumu igeren Brucella broth’a inokiilasyon ve doner
calkalayicida 24-48 saat inkiibasyon ile bakteri sayilarin1 ¢ogaltmak ise miimkiin

olabilmektedir (Whary ve digerleri, 2006).

Daima cesitli konake¢1r hayvan tiirlerinin gastrik, enterik, ilireme ve/veya hepatik
ortamlart ile iligkilendirilen Helicobacter spp. igin optimum biiyiime sicakliklar1 37 °C ile 42
°C arasindadir ve bilinen tiim tiirler 37 °C'de kiiltiirlenebilmektedir (Neubert ve digerleri,
2021). Havalandirmali kavanozlarda 37 °C ve 42 °C'de mikroaerobik kosullar altinda (%80—
90 N2, %5-10 Hz ve %5-10 CO2 karisimi) 3—7 giin inkiibasyon rutindir, ancak negatif
pleytlerin 21 giin tutulmasi dnerilmektedir (DeLong ve digerleri, 2014).

Daha kirilgan mide bakterilerinden bazilarinin kiiltiirlenmesi biiytime faktorlerinin yani
sira toksik bilesikleri uzaklastirmak icin aktif komiiriin eklenmesi ve ortamin pH'inin S'e
diistiriilmesiyle miimkiin olabilmistir. Hem selektif hem de non-selektif agarlarin merdiven

filtre teknigiyle birlikte kullanilmas kiiltiirden elde edilen verimi iyilestirilebilmektedir.

Helicobacter cinsine ait tiirlerin kiiltirlenmesinde antibiyotik kullanimi da o6nerilen
yontemler arasindadir. Yaygin olarak kullanilan antibiyotik takviyeleri Skirrow's (TVP)
(Vancomycin 10 mg/L Trimethoprim 5 mg/L Polymyxin B 2,500 IU/L) (Skirrow 1977) ve
CVA'dir (Cefoperazone 20 mg/L Vancomycin 10 mg/L Amphotericin B 2 mg/L) (Burnens ve
digerleri, 1993). Skirrow's (TVP) bilesimine mantar gelisimini engellemek i¢in genellikle

Amfoterisin B (5 mg/L) veya sikloheksimit (100 mg/L) eklenebilmektedir.

Aerobiyoz, hemen biitiin Helicobacter spp.'de strese neden olmasina ve sonunda
kiiltiirlenebilirlikte bir kayba yol agmasina karsin in vitro bilylime i¢in az miktarda oksijen de
gereklidir. Ancak bunun bir istisnasi, yalnizca anaerobik kosullar altinda biiyliyen H.
ganmani'dir. Hidrojen, bazi tiirler i¢in gereklidir ve digerlerinin biiyiimesini, bazen tiire bagl
bir sekilde provake de edebilmektedir. Ornegin, baslangigta H. westmeadii olarak tanimlanan

izolatlar daha sonra hidrojen gerektiren H. cinaedi olarak tanimlanmistir (DelLong ve
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digerleri, 2014).

Helicobacter spp.’nin biiyiikk bir kismi nemli bir ortami1 korumak igin kapaklar iistte
olacak sekilde inkiibe edilmelidir. Inkiibasyon sirasinda anaerob kavanozlara 1slak kagit havlu
konularak elde edilecek yiiksek derecedeki nemin bir¢ok farkli tiiriin kiiltiirii i¢in genellikle
gerekli oldugu belirtilmektedir. Nemli plakalara duyulan ihtiyag, birkac¢ giinde bir BHI sivi
besiyerinin eklendigi agar pleytlerinde H. bizzozeronii ve H. salomonis'in basarili bir sekilde
tiretilmesiyle vurgulanmistir. Cogu Helicobacter tiirii, sivi ortamda zayif bir sekilde biiyiir
veya hi¢ gelismez, ancak H. pylori ve diger bazi tiirler, genellikle serum veya b-siklodekstrin
ile desteklenmis sivi kiiltiire uyarlanabilmektedirler. Kiiltiirler gliserol (%10-20) veya Di
Metil Siilfooksit (DMSO) gibi bir kiryoprotektif madde ile muamelenin ardindan-80 C'de
veya sivi nitrojende 5 yila kadar saklanabilmektedir (DeLong ve digerleri, 2014).

Dondurma i¢in alternatif bir ¢6ziim 25 mL BHI, 75 mL inaktif at serumu art1 7,5 g
glikozdur. Bu organizmalarda liyofilizasyonun genellikle istenilen sonucu vermedigi

vurgulanmaktadir (DeLong ve digerleri, 2014).

2.1.3.3. Biyokimyasal Ozellikleri

Genellikle mikroaerofilik atmosferde kiiltiirlenen Helicobacter sppigerisinde katalaz
tireten suslarin ¢cogunlugunun yani sira oksidaz tiretimi yapanlarinda oldugu bilinmektedir.
Gastrik Helicobacter spp. ise bugiine kadar tanimlanan verilere gore bol miktarda iireaz

tiretmesine karsin birgok enterohepatik tiirler lireaz negatiftir (DeLong ve digerleri, 2014).

Helicobacteraceae yaygin laboratuvar yontemleri arasinda olan, karbonhidratlar
fermente etme veya oksitleme yetenegi gostermez (On ve digerleri, 2017). Nispeten yaygin

olarak goriilen bazi tiirlere ait;

(i) oksidaz aktivitesi,

(i) reaktif ¢Ozeltisinin ylizdesi ve siiresi ile katalaz aktivitesi;
(iii) nitratr ediiksiyonu,

(iv) bir disk yontemi kullanilarak indoksil asetat hidrolizi,

(v) lireaz aktivitesi

(vi) alkalin fosfataz aktivitesi;

(vii) hippurat hidrolizi
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(viii)  selenit rediiksiyonu

(ix) %2,0 NaCl, %1 glisin ve %0,04 trifenil tetrazolyum kloriir (TTC) ortamlarinda

biliylime 6zelliklerini igeren biyokimyasal 6zellikler ayirici tan1 i¢in kullanilmaktadir.

2.1.4. Calismaya Konu Olan Helicobacter Tiirleri

2.1.4.1. Helicobacter typhlonius

Helicobacter typhlonius; (typhlonius: sekuma ait) ilk olarak kombine immiin yetmezligi
olan (SCID) farelerinin enterik lezyonlarindan izole edilmis ve orijinal olarak Helicobacter
typhlonicus olarak adlandirilmis (Franklin ve digerleri, 1999), ancak isim daha sonra
Helicobacter typhlonius olarak degistirilmistir (Franklin ve digerleri, 2001).H. typhlonius
DNA's1 aragtirma farelerinin fekal 6rneklerinde yaygin olmasiin yani sira ii¢ fare tiiriiniin

esey organlarinda da saptanmustir (Franklin ve digerleri. 2001; Scavizzi ve Raspa; 2006).

Bu tiire ait bakteriler morfolojik olarak periplazmik lifler icermeyen, 0,3 um capinda ve
2-3 um uzunlugunda spiral ¢ubuklara kivrimli filamentlidir. Cift kutuplu olantek kilifli kamgi
sayesinde hareketlidirler ve 37°C veya 42°C'de mikroaerobik kosullar altinda agar iizerinde
noktasal koloniler halinde gelismektedirler. . Anaerobik veya aerobik kosullarda veya 25 C°'de
gelisemezler, oksidaz ve katalaz pozitif iireaz negatiftir. Alkalin fosfataz veya g-glutamil
transferaz aktivitesi olmayan bu tiir %I glisin varhginda biiyiiyebilmektedir. Ureyen
bakterilerin ¢ogu kokoid morfolojiye sahiptir. %1,5 NaCl varliginda gelismezler. Nitrati
rediikte eden s6z konusu tiir indoksil-asetat ve hippurati hidrolize etmez. H. typhlonius

sefalotine direngli nalidiksik aside ise duyarlidir (DeLong ve digerleri, 2014).

Son zamanlarda, bu tiirle enfekte fareler; IBD, hepatit ve Helicobacter kaynakli
karsinojenez ¢alismalarinda 6nemli modeller olarak kabul edilmistir (Scavizzi ve Raspa,
2006). H. typhlonius ile enfeksiyonun bagisikligi zayiflamig IL10—/— farelerde ciddi IBD ve
IBD ile iligkili neoplazi gelisimini tetikleyebildigi belirtilmektedir (Chichlowski ve digerleri,
2008). H. typhlonius inokule edilmis CB-17 SCID farelerinde tiflokolitin saptanmasina karsin
H. hepaticus veya H. bilis ile enfekte olmus farelerdekinin aksine, bu farelerde kronik aktif
hepatit lezyonlari saptanmadigi belirtilmektedir. Bunun yani sira H. typhlonius ile dogal
yollardan enfekte edilen IL-10-/- farelerde, diyare, perianal iilserasyon, bagirsak hemorajisi ve

rektal prolapsus gelisimi de raporlanmistir (Whary ve Fox, 2004).

Bu tiir Avrupa Laboratuar Hayvanlar1 Bilim Dernekleri Federasyonu (FELASA)
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tarafindan Onerilen uluslararasi standartlara gore potansiyel murin patojenleri olarak kabul
edilmistir (Mahler ve digerleri, 2014). Kemirgen kolonilerinde yaygin olduklari ve arastirma
sonuglarin yanlis degerlendirilmesine yol agacagi gerekgesi ile 2002'den itibaren de rutin
taramalarin bir pargasi haline gelmistir. Helicobacter typhlonius, spiral sekli ve iki kutuplu
kilifli flagellas1 ile H. hepaticus ile benzer 6zellikler gostermesinin (Whary ve Fox, 2004)
yani sira 16S rRNA gen sekansinda yalnizca % 2,36'lik bir farka sahip olan H. hepaticus ile
genetik olarak da en yakin akrabadir. Ancak bu gende, onu PCR ile kolayca tanimabilir kilan
benzersiz bir diziye sahip oldugu belirtilmektedir (Scavizzi ve Raspa 2006). Bu sayede PCR
ile ayrimi kolayca yapilabilmektedir.

2.1.4.2. Helicobacter rodentium

Helicobacter rodentium ilk olarak farelerin barsak mukozasindan ve digkilarindan izole
edilmistir (Shen ve digerleri, 1997). Bakteriler, bir ila ii¢ spiral doniisii olan, 0,3 pm ¢apinda
ve 1,5-5 pm uzunlugunda spiral ¢ubuklara sahiptir. Kilifsiz, ¢ift kutuplu tek flagellalart
sayesinde hareketlidirler. Mikroaerobik kosullar altinda veya anaerobik kosullar altinda
37°C'de 1-2 mm ¢apinda bireysel koloniler halinde iireme paterni gosteren bu tiir genellikle
ince yayilan katmanlar olarak goriinmektedirler. Aerobik kosullar altinda iireme gostermeyen
bu tilire ait suslarin ¢ogu (tip susu dahil) 42 C°'de gelisebilmesine karsin 25 C°de gelisme
gostermemektedir. Oksidaz ve zayif katalaz aktivitesine sahiptir, lireaz aktivitesi ise yoktur.
Nitrat1 rediikte edebilen s6z konusu tiir indoksil asetat veya hippurati hidrolize etmez.
Biiyiime, %1,5 NaCl, %1glisin ve %0,04 TTC varliginda gerceklesebilmektedir. H. rodentium
sefalotin ve nalidiksik aside direnglidir (DeLong ve digerleri, 2014).

Fenotipik, protein elektroforetik ve filogenetik analizler, H. rodentium ve H.
ganmani”nin yakindan iligkili oldugunu ancak farkl tiirler oldugunu goéstermistir. Bu tiiriin,
H. canadensis, H. mesocricetorum ve H. pullorum ile birlikte, flagellar kilifi olmayan diger
tim Helicobacter tiirlerinden farkli oldugu belirtilmekle birlikte bu farkliligin teori ya da

pratie yanstyan bir 6neminin bilinmedigi vurgulanmaktadir (DeLong ve digerleri, 2014).

H. rodentium baslangigta subklinik olarak enfekte olmus bir fare kolonisinden
kiiltiirlendiginden normal bagirsak florasinin bir pargasi olarak degerlendirilmistir (Myles ve
digerleri, 2004). Bununla birlikte, Shomer ve digerleri (1998) tarafindan daha sonra H.
rodentium ve H. bilis ile ko-enfekte (scid/Trp53-/-) fare kolonisinde bir diyare salgini
tanimlanmistir. Bu kolonide histopatolojik olarak proliferatif tifilit, kolit ve proktit gozlenen

orta ila siddetli hemorajik diyare gelistirdigi raporlanmistir. Tek basima H. bilis ile deneysel
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olarak indiiklenen enfeksiyonun, immiin yetmezlikli farelerde enterite neden oldugu
belgelenmis olsa da, bu ¢alismadaki klinik hastaligin ciddiyeti, H. rodentium'un da patojenik
stirecin 6nemli bir bileseni olabilecegi seklinde degerlendirilmesine yol agmistir. Ancak bu
calismanin sonuglari, H. rodentium'un, tek bir enfeksiyon ajani olarak, bagisikligi yeterli
A/JCr farelerinde veya bagisikligi baskilanmis SCID farelerinde hepatit veya tiflite neden
olmadigint gosterdigi bildirilmektedir (Whary ve Fox, 2004). Ayrica, H. rodentium ve H.
hepaticus ile birlikte enfekte olmus farelerde histolojik lezyonlarin siddetinde, tek basina H.
hepaticus ile enfekte olmus farelerdekine kiyasla anlamli bir fark olmadigi da bir baska
calismanin ¢iktilart arasinda yer aldigi belirtilmektedir (Whary ve Fox, 2004). Ancak, bu
bilgi, ko-enfekte A/JCr ve SCID farelerinde artmis sekal proinflamatuar gen ekspresyonu
bulgulari, sekal igerigin sivilagsmasi, yalnizca ko-enfekte SCID farelerinde gézlemlenen diisiik
ortalama terminal viicut agirligt ve artan IL-10 bulgulariyla celistigi bildirilse de bu
calismalarin sonucunda ortaya ¢ikan sentez, H. rodentium'un konvansiyonel fare kolonilerinin
cogunda kabul edilebilir bir kirletici olarak degerlendirilmistir (Matthew H. Myles ve
digerleri, 2004).

Bu tirAvrupa Laboratuar Hayvanlar1 Bilim Dernekleri Federasyonu (FELASA)
tarafindan Onerilen rutin izleme ajanlar1 arasinda yer almamaktadir (Mahler ve digerleri,

2014).

2.1.4.3. Helicobacter muridarum

Helicobacter muridarum ilk olarak siganlarin ve farelerin bagirsak mukozasindan izole
edilmis (Lee ve digerleri, 1992) daha sonra ise yasli hayvanlarda midede kolonize oldugu
tespit edilmistir (Lee ve digerleri, 1993). Morfolojik olarak sarmal sekilde, 0,5-0,6 pm
genisliginde ve 3,5-5,0 pm uzunlugundadirlar ve iki ila ii¢ spiral doniisii vardir. Hiicreler, ¢ift
kutuplu 10-14 kilifli kamg1 sayesinde hizli bir tirbuson benzeri harekete sahiptir. Her hiicre,
hiicre yiizeyinde esmerkezli sarmal yiikseltiler olarak goriinen 9-11 periplazmik lifle
cevrilidir. H. muridarum beslenme agisindan kirilgandir, yalnizca kan veya serumla
zenginlestirilmis besiyerlerinde gelismekte ve optimum biiylimesini nemli bir agar yiizeyinde
gerceklestirmektedir. Bakteriler, 37 ©°C'de mikroaerobik kosullar altinda 2-3 giinliik
inkiibasyonun ardindan ince, yari1 saydam, yayilan bir film olarak goriliir. %1 — 16 O, ve %5
— 10 COz2 igeren atmosferlerde gelisim hizlanmaktadir. Aerobik veya anaerobik kosullar

altinda veya 25 °C veya 42 °C'de liremenin olmadig1 belirtilmektedir. Tiim suslar iireaz,
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oksidaz, katalaz, alkalin fosfataz ve arginin aminopeptidaz pozitiftir.

Bu tiir tarafindan hippurat hidrolize olmaz ve nitrat indirgenmez, indol ve HS
retilmez. %2 safra tuzu, %1 glisin veya %1,5 NaCl varhifinda iireme yetenegi
gostermemektedir. H. muridarum, nalidiksik asit ve sefalotine direnglidir (DelLong ve
digerleri, 2014).

Bagisikligr yeterli kemirgenlerin bu tiir ile dogal enfeksiyonu, klinik hastalik ile
iliskilendirilmemistir. H. muridarum igin dogal nis kalin bagirsak olsa da, farelerde gastrit ile
iliskilendirilmistir. Farelerde, mide atrofisi gelismis ve bu nedenle daha az asidik mide, H.

muridarum kolonizasyonunu desteklemektedir (Whary ve Fox, 2004).

Bu tiirde H. rodentium ile birlikte su an igin Avrupa Laboratuar Hayvanlari Bilim
Dernekleri Federasyonu (FELASA) tarafindan Onerilen rutin izleme ajanlari arasinda yer

almamaktadir (Mahler ve digerleri, 2014).

2.1.4.4. Helicobacter hepaticus

Helicobacter hepaticus ilk olarak farelerin karacigerlerinden ve bagirsak mukozal
kazintilarindan izole edilmis Fox ve digerleri (1994) ve insanlarda PCR ile tespit edilmistir
(Hamada ve digerleri, 2009). Morfolojik olarak hiicreler, bir ila {i¢ spiral doniisii olan, 0,2 —
0,3 wm genigliginde ve 1,5 — 5,0 pum uzunlugunda ince kavisli-spiral g¢ubuklardir.
Mikroorganizmalar kilifli, tek ve/veya ¢ift kutuplu kamgi sayesinde hareketlidir. Hiicreler,
belirgin nokta kolonileri olarak gelisir, ancak kiiltiirler genellikle ince yayilan katman olarak
goriinmektedirler. Biiyiime hem mikroaerobik hem de anaerobik kosullarda 37 C'de
gerceklesir, ancak aerobik kosullar altinda veya 25 C° veya 42 C°de iireme olmaz. H.
hepaticus tireaz, katalaz ve oksidaz aktivitesine sahiptir. Hiicreler, %1,5 NaCl, %1 glisin, %
0,1 trimetilamin N-oksit ve %0,4 TTC varliginda anaerobik olarak biiyiir. Nitrat rediikstiyonu
gerceklesir ve kursun asetat disklerde H»S tespit edilebilir. Bakteriler indoksil asetati hidrolize
etmesine karsin hippurati hidrolize etmez. H. hepaticus sefalotin ve nalidiksik aside
direnclidir ancak metronidazole duyarlidir. Helicobacter ulmiensis orijinal olarak Genbank'ta
(AJO07931) yeni bir tiir olarak tanimlanmis ancak 2009'daki bir arastirma sonucunda, susun
yanlis siiflandirilmis bir H. hepaticus izolati oldugunu dogrulanmistir (DeLong ve digerleri,
2014).
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Helicobacter hepaticus, A/JCr, BALB/CANNCr, SIL/NCr, B6C3F1, SCID/NCr ve
C3H/HeNCr fareleri dahil olmak iizere duyarli fare suslarinda kronik aktif hepatit ile iligkili
farelerde tanimlanan ilk enterohepatik Helicobacter tiiriidiir. Immiinokompetan bir sus olan
A/JCr faresi ve immiin yetmezlikli bir sus olan SCID/NCr, karaciger lezyonlarinin yasla
birlikte giderek daha siddetli hale gelmesiyle hepatite en yatkin suslar arasindadir. A/JCr
farelerinde Helicobacter hepaticus ile iligkili hepatit ve hepatoseliiler karsinomada ilerleme en
yaygin olarak enfeksiyon sonrasi 18. aydan sonra goriimekte ve bilinmeyen nedenlerle

erkeklerin bu tiire predispoze oldugu belirtilmektedir (Whary ve Fox, 2004).

Helicobacter hepaticus, Avrupa Laboratuar Hayvanlar1 Bilim Dernekleri Federasyonu
(FELASA) tarafindan Onerilen uluslararasi standartlara gore potansiyel murin patojeni olarak
kabul edilmistir (Mahler ve digerleri, 2014). Kemirgen kolonilerinde yaygin olduklar1 ve
arastirma sonuglarinin yanhs degerlendirilmesine yol acacagi gerekcesi ile 2002'den itibaren

de rutin taramalarin bir pargasi haline gelmistir (Mahler ve digerleri, 2014).

2.1.4.5. Helicobacter bilis

Helicobacter bilis ilk olarak farelerin kolon ve sekumundan ve hepatitli farelerin safra ve
karacigerlerinden (Fox ve digerleri, 1995) ve ardindan saglikli olanlarin yani sira diyareli kedi
ve kopeklerden (Eaton ve digerleri, 1996) izole edilmistir. insan safrasi, karaciger ve safra
kesesi 6rneklerinden alinan suslarin da 16S rRNA gen sekansi karsilastirmalar1 sonucunda H.
bilis olarak tanimlandigi belirtilmektedir (Fox ve digerleri, 1998; Tolia ve digerleri, 2004).
Insanlardan, koyunlardan ve domuzlardan izole edilen ve daha énce Flexispira taksonlar1 2, 3
ve 8 olarak adlandirilanlarin fenotipik ve genotipik 6zelliklerinin polifazik analizinin, bunlarin
H. bilis tiiriiniin birer tiyesi oldugu gosterdigi bildirilmektedir (DeLong ve digerleri, 2014).
Morfolojik olarak mikroorganizmalar fusiform ila hafif spiral seklindedir ve 0,5 um
genigliginde ve 4-5 pm uzunlugundadir. Hiicreler, kilifli bipolar flagella (3 - 14) demetleri
araciligiyla hareketlidir. Bakteriler, mikroaerobik kosullar altinda noktasal koloniler halinde
biiyiirler, ancak kiiltlirler genellikle hem 37 °C hem de 42 °C'de ince bir yayilma tabakasi
olarak goriiniirken 25 °C de bir biiylime gozlenmez. Bakteriler iireaz, katalaz ve oksidaz
aktivitelerine sahiptir. %20 safra ve %0.4 TTC'de gelisebilir ve %1 glisinde degisken biiylime
gosterebilirler. %1,5 NaCl'de iiremezler. Nitrat1 rediikte eder ve H2S kursun asetat disklerde

tespit edilir. Indoksil asetat ve hippurat hidrolize olmaz. H. bilis, sefalotin ve nalidiksik aside

direnclidir ancak metronidazole duyarlidir (DeLong ve digerleri,2014).
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H. bilis’in yash ve inbred farelerde karacigere nispetle sekum ve kolondan daha yaygin
olarak izole edildigi belirtilmektedir (Fox ve digerleri, 1995). Ortam pH’sinin degiskenligi bu
tireme paternine neden olarak gosterilmektedir. Bu tiir Fasciola hepatica ile deneysel olarak
enfekte olmus sicanlarin safra kanalinda gozlenmistir. Enfeksiyonun farelerin bakteriyostatik
olan safra sivisinin biyokimyasal 6zelliklerini degistirdigi ve bu degisikligin de ortamin
bakterilerin kolonizasyonuna uygun hale gelmesine neden oldugu tahmin edildigi
bildirilmektedir (Fox ve digerleri, 1995).

Bu tiir Avrupa Laboratuar Hayvanlari Bilim Dernekleri Federasyonu (FELASA)
tarafindan Onerilen uluslararasi standartlara gére potansiyel murin patojenleri olarak kabul
edilmistir (Mahler ve digerleri, 2014). Kemirgen kolonilerinde yaygin olduklari ve arastirma
sonuclarinin yanlis degerlendirilmesine yol agacagi gerekgesi ile 2002'den itibaren de rutin

taramalarin bir parcasi haline gelmistir (Mahler ve digerleri, 2014).

2.1.5. Patogenez

Helicobacter tiirleri, insanlarin ve diger memeli tiirlerinin gastrointestinal sisteminin
hemen her yerinde bulunan kolonizorleridir. Cogu durumda, bu bakterilerin konakgilar ile
patojenik bir iliskisi oldugu goriilmemektedir. Bununla birlikte, bu genellemenin &nemli
istisnalart vardir, en Onemlisi insanlarda peptik tlserlerin ve mide kanserinin gelisimi ile
iliskili olan H. pylori'dir. Ancak, H. pylori ile konakg¢1 arasindaki iliskinin bile karmasik,
genellikle kommensal ve hatta bazi durumlarda yararli oldugu dahi vurgulanmaktadir

(DeLong ve digerleri, 2014).

Helicobacter tiirleri, ¢ok ¢esitli evcil ve vahsi hayvanlarin gastrointestinal mukozal
yiizeyl boyunca her yerde bulunmaktadirlar. Yine de, bagisiklig1 yeterli, dogal bir konagin
enfeksiyonunun Klinik hastaliga yol agmasi ile ilgili ¢ok az ornegin varligindan soz
edilmektedir (Solnick ve Schauer, 2001).

S6z konusu bakterinin kabaca mideyi kolonize eden gastrik Helicobacter tiirleri ve
bagirsakta ve hepatobiliyer sistemde bulunabilen enterohepatik Helicobacter tiirleri olmak
tizere iki gruba ayrilabilecegi belirtilmektedir. Helicobacter spp. sadece insanlarda degil,
laboratuvar kemirgenlerinde Onem arz etmekle birlikte tiim hayvanlar aleminde
bulunmaktadir (Neubert ve digerleri, 2022). Laboratuvar kemirgenlerinde goriilen bu cinse ait

tiirlerin ¢ok biiyiik kismi ise enterohepatik 6zellik sergilemektedir (Whary ve Fox, 2006).
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2.1.5.1. Gastrik Enfeksiyonlar

H. pylori disinda insanlarda goriilen tek onemli mide kolonizatoriiniin Helicobacter
heilmannii sensu lato oldugu ifade edilmektedir. Bu organizmalarin genel prevalansi,
cocuklar da dahil olmak {izere endoskopi yapilan hastalarda yaklasik 9%0,5'tir. Tiir bazinda ise,
H. suis i¢in %36,6, H. salomonis i¢in % 21, H. felis i¢in % 15 ve H. bizzozeronii i¢in ise %8

prevalans oranlar1 tanimlanmistir (DeLong ve digerleri, 2014).

Hayvanlarda Gastrik Helicobacter enfeksiyonlari, insanlarda goriilene benzer
histolojik bir gastrit ile iligkilidir, ancak polimorfoniikleer bilesen genellikle minimal
diizeydedir veya yoktur. Kediler ve kopekler, su anda tanimlanmis olan en az alt1 farkl
Helicobacter tiiriiyle, genellikle gastrik bakteriler tarafindan yiiksek diizeyde kolonizasyon
gostermektedir. H. suis'in domuzlarda %60'a kadar ¢ikan yiiksek prevalans oranlarina sahip
oldugu, deneysel ve dogal olarak enfekte olmus domuzlarda gastrit ve pars Ozofagus
tilserasyonu ile iliskili oldugu bildirilmistir. Biiyiik vahsi kedigil tiirlerinde H. acinonychis ve
H. heilmannii valigi1 gosterilmistir. Citalarda kronik gastritin 6nemli bir klinik problem oldugu
bilinmektedir. H. mustelae ise diffiiz antral kronik gastrit ve gastrik iilserlerle birlikte
bulundugu dag gelincigi mide mukozasinin dogal kolonizatoriidiir (Fox ve digerleri, 1990). H.
aurati, hamsterlarda kronik gastrit, bagirsak metaplazisi ve bildirilen bir mide

adenokarsinomu vakasi ile iliskilendirilmistir (Nambiar ve digerleri, 2005).

2.1.5.2. Enterohepatik Enfeksiyonlar

H. pylori'nin ve bunun bir insan patojeni olma potansiyelinin ilk tanimlarindan kisa bir
slire sonra, insan hastaligina potansiyel olarak karigan mide dig1 Helicobacter tiirlerinin ilk
raporlarinin Quinn ve digerleri (1983) tarafindan yapildigi belirtilmektedir (DeLong ve
digerleri, 2014). Bunu takiben, gastroenterit ile iliskili enterohepatik Helicobacter tiirleri
(EHS) ile 1ilgili ¢ok sayida rapor oldugu, ancak dogrudan bir nedensel baglantinin
kurulamadig1 bilinmektedir (DeLong ve digerleri 2014). {lgili ek tiirler arasinda H. canis, H.
pullorum, H. canadenesis, "H. winghamensis" ve H. bilis yer almaktadir. Bu bulgular
gastrointestinal mukusla iligkili bakterilerin inflamatuar bagirsak hastaliinin (IBD)
etiyolojisindeki olasi roliiniin incelenmesine yol agmistir. EHS'nin IBD'deki nedensel roliinii

destekleyen potansiyel kanitlarinise hem hayvan hem de insan ¢aligmalarindan elde edildigi
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bildirilmektedir (DeLong ve digerleri,2014). Diger bagirsak patojenlerinde oldugu gibi,
EHS'nin bakteriyeminin yan1 sira seliilit ve artrit gibi diger ikincil enfeksiyonlara yol agacak
sekle evrildigi de gosterilmistir (Rimbara ve digerleri, 2012). DeLong ve digerleri’nin (2014)
bildirdigine gore bu enfeksiyonlarda tanimlanan baskin organizma H. cinaedi iken, diger
vakalar dnceden flexispira olarak siniflanan H. bilis, H. fennelliae ve daha yakin zamanda H.
canis'e atfedilmistir. EHS duyarli hayvanlarda karaciger lezyonlari ve hepatoseliiler

karsinomun (HCC) gelismesine yol agan hepato-safra sistemini de etkilemektedir.

Tablo 1. Kemirgenlerde hastalikla iliskilendirilen Helicobacter spp. tiirlerinindoku
tropizmleri ve neden oldugu hastaliklar (Whary ve Fox, 2006).

Rodent Taxon Doku tropizmi Miskili Hastalik

Immiin yetmezligi olan farelerde
H. bilis Bagirsak, karaciger tifilokolit ve hepatit, belirli immiin
yetmezlikli suslarda hepatitis.

H. ganmani Bagirsak Bulgu rapor edilmemistir.

Bagisiklik sistemi anormallikleri
olan bir¢ok susta tiflokolit, belirli

H. hepaticus Bagirsak, karaciger immiin  yetmezlikli ~ suslarda
hepatit, duyarli fare suslarinda
Fare karaciger ve kolon kanseri.
H. muridarum Bagirsak, mide Gastritis

p53-/-,C57BL/6 farelerde proktit,

H. mastomyrinus Bagirsak, karaciger mastomilerde thml1 hepatit

H. rappini Bagirsak Bulgu rapor edilmemistir.
H. rodentium Bagirsak Bulgu rapor edilmemistir.
. } IL-10-/—(B6.129P2(B6)-IL-
H. typhlonius Bagrsak 10tm1Cgn/J)tifilokolit.
- 5 Typhlocolitis in nude rats (Cr:
H. bilis Bagirsak NIH-rnu)
H. muridarum Bagirsak
Rat H. rodentium Bagirsak
Bulgu rapor edilmemistir.
H. trogontum Bagirsak
H. typhlonius Bagirsak
] H. bilis Bagirsak
Gerbil i Bulgu rapor edilmemistir.
H. hepaticus Bagirsak

Kemirgenlerde, bir kism1 normal komensal bagirsak mikrobiyotas: olarak kabul edilen
bir kismi ise hastalikla iliskilendirilen tiirlerin doku tropizmleri ve neden oldugu hastaliklar

tablo halinde 6zetlenmistir (Whary ve Fox, 2006) (Tablo 1). Deneysel ve yabani kemirgen
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tiirleri lizerinde yapilan arastirmalarin, bagirsak mukozasinin genellikle bir veya daha fazla
Enterohepatik Helicobacter tiirii (EHS) ile kolonize oldugunu gosterdigi belirtilmektedir.
Yaygin olarak bulunan organizmalar arasinda H. bilis, H. ganmani, H. hepaticus, H.
mastomyrinus, H. muridarum, H. rodentium, H. trogontum ve H. typhlonius yer almaktadir.
Bu organizmalarin immunkompetan hayvanlarda normal bagirsak mikrobiyotasinin bir
pargasint olusturduklar1 ve patojenik rolii destekleyen c¢ok az kanitin varlifindan da soz
edilmektedir. Ancak patojenite mono enfekte hayvanlarda sinirl olsa da, birden fazla tiir ile
olusan enfeksiyonlar patolojik lezyonlar olusturabilmektedir. Tirler arasinda gergeklesen
etkilesimlerin genellikle yasli hayvanlarda meydana geldigi, bu duruma ise s6z konusu
bakterilerin dogal yasam alanlarindan daha farkli nislere invazyonuna izin veren bagisiklik
yeterliliklerinin rolii olabilecegini gostermektedir. H. muridarum ve H. aurati, gastrit, atrofi,
intestinal metaplazi ve adenokarsinoma ile iligkili mide mukozasinda bulunmasi ise bu olguya

bir 6rnek teskil etmektedir (Whary ve Fox, 2006).

EHS'nin 6nemli bir 6zelligi, normal kosullar altinda bagisikligi yeterli hayvanlarda
bircogunun mide mukozasini kolonize etme ve/veya hepatobiliyer sisteme invzyon yetenegi
sergilemesi ve bu  durumlarda normal  konakgilarinda  ciddi  hastaliklarla
iligkilendirilebilmesidir. Klinigi normal farelerin sekumundan izole edilmesinden dolay1
normal bagirsak florasinin bir iyesi oldugu kabul edilen Helicobacter rodentium ko-
enfeksiyon durumunda patolojik bulguya neden olabilmektedir. Zira H. rodentium ve H. bilis
ile birlikte enfekte olan bir fare kolonisinde bir diyare salgini sonras1 bu bakteri i¢in "normal
flora" tanimlamasinin sorgulanmaya basladigi belirtilmektedir. H. bilis'in immiinsuprese
farelerde patojenik oldugu bilinmesine ragmen s6z konusu salgimin gergeklestigi kolonide
hemorajik ishalin ve proliferatif tiflokolitin siddeti, H. rodentium'un hastaliktaki rolii ile
aciklanmistir (Myles ve digerleri, 2004). H. rodentium mono-enfekte farelerde karaciger ve
sekum lezyonlari bulunmamasina ve H. rodentium ve H. hepaticus ile birlikte enfekte olmus
farelerde gozlemlenen lezyonlarin siddetinin, yalnizca H. hepaticus ile enfekte olmus
farelerdekinden 6nemli dlglide farkli olmamasina karsin ko- enfekte gruptan SCID farelerinde
stvi sekum igerigi ve diigiik terminal viicut agirligi raporlanmistir (Myles ve ark. 2004).
Ayrica H. rodentium'un yetiskin vahsi tip farelerde patojenik olmadigi, ancak H. hepaticus ile
enfekte olmus farelerin sekumunda IL-10 {retimini arttirdigi belirtilmektedir (Franklin ve
digerleri, 2001). H. rodentium gelencksel fare kolonilerinin ¢ogunda kabul edilebilir bir
kirletici olabilecegi ile birlikte, H. rodentium ile mix enfeksiyonun, bu cinsin H. hepaticus

veya H. bilis gibi daha patojenik {iyelerinin neden oldugu hastaligi gii¢lendirebilecegi
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vurgulanmaktadir (Myles ve digerleri, 2004).

Tim EHS'ler arasinda en siddetli klinik tabloya H. hepaticus'un neden oldugu
gosterilmistir. Bindokuyiizdoksanli yillarin basinda, H. hepaticus'un izolasyonundan 6nce, dis
ortamdan korunakli bigimde yetistirilen birka¢ fare susunda yeni bir aktif kronik hepatit
formu kaydedilmistir. Bu hayvanlarin incelenmesi sonucunda, karacigerlerinde daha sonra
kiiltirlenen ve H. hepaticus olarak karakterize edilen sarmal organizmalarin varligmni
belirlenmistir. H. hepaticus, hepatit ve hepatoseliiler karsinomu indiikleyebilmekle birlikte, bu
indiiksiyonda konakg¢1 bagisiklik tepkisi, cinsiyet, yas ve enfeksiyon gibi birtakim faktorler
onemli bir rol oynamaktadir. immiin yetmezlikli farelerde H. hepaticus'un rol oynadig1 diger
bir karsinomunda bagirsak karsinomu oldugu gosterilmistir (Fox ve digerleri, 2011). H.
hepaticus ile enfekte olan bagisikligi baskilanmis gesitli fare suslarinda, rektal prolapsus
vehepatitin de eslik edebildigi klinik bir tifilokolit sendromu tanimlanmistir (Whary ve Fox,
2004). H. hepaticus enfeksiyonunun bazi hassas fare suslarinda koliti indiikleyebilecegini,
ancak enflamatuar tepkinin dogasi ve bazi suslarin neden daha duyarli olduguna dair daha

fazla aragtirma gerektirdigi belirtilmektedir (Fox ve digerleri, 2011).

H. typhlonius, basta immiin yetmezligi olan farelerde olmak {izere sekum ve kolonda
mukozal hiperplazi ve iligkili inflamasyon ile karakterize hastaliga neden olmaktadir.
Kemirgen kolonilerinde olduk¢a yaygin oldugu bildirilen H. typhlonius immiinokompetan
farelerde dogal olarak olusan gastrointestinal lezyonlarla ilgili daha fazla arastirma yapilmasi
onerilmektedir (Franklin et al. 2001). Iki laboratuvar tarafindan es zamanli ve birbirinden
bagimsiz olarak fare ve sican kolonilerinde tespit edilen Helicobacter typhlonius’un CB-17
SCID farelerinde tiflokolite neden oldugu belirtilmektedir. Ancak H. hepaticus veya H. bilis
ile enfekte farelerin aksine, H. typhlonius inokule edilmis farelerde kronik aktif hepatit
lezyonlarinin saptanmadigi belirtilmektedir (Whary ve Fox, 2004). Bir baska ¢alismada ise
daha sonra H. typhlonius olarak tanimlanacak bir Helicobacter ile dogal olarak enfekte edilen
IL-10-/- fareler, diyare, perianal tiilserasyon, bagirsak hemorajisi ve rektal prolapsus
gelistirdigi belirtilmektedir. Daha sonra Helicobacter enfeksiyonu olmadig: teyit edilen s6z
konusu IL-10-/- farelerinin deneysel H. typhlonius inokulasyonunun reenfeksiyona neden

oldugu ve yeniden typhlocolitis tablosu olustugu gézlemlenmistir.

Arastirma farelerinin Helicobacter typhlonius enfeksiyonu, H. hepaticus ve H.
rodentium enfeksiyonundan daha az yaygin goriinmekte ve prevalansi ise akademik
kurumlardaki fare kolonilerinde H. bilis prevalansina benzer oranlardadir (Whary ve Fox,
2004).
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EHS'nin 6nemli bir 6zelligi, normal kosullar altinda, bagisiklig1 yeterli hayvanlarda,
birgogunun mide mukozasini kolonize etme ve/veya hepatobiliyer sisteme invzyon yetenegi
sergilemesi ve bu  durumlarda normal  konakeilarinda  ciddi  hastaliklarla
iliskilendirilebilmesidir. Helicobacter muridarum ilk olarak sigan ve farelerin bagirsak
mukozasindan izole edilmis ve immunkompetan kemirgenlerin dogal enfeksiyonu Klinik
hastalikla iligkilendirilmistir. H. muridarum ig¢in her ne kadar dogal nis olarak kalin
bagirsaklar isaret edilse de, muhtemelen kolonizasyonu destekleyen gastrik atrofi kaynakli
asiditesi diismiis midede gastrite neden oldugu bildirilmektedir. H. muridarum ile mono
inokulasyon, CD4'T hiicre yoksunlugu olan konjenik BALB/c farelerinde tifilokoliti
tetiklediginin gosterildigi bildirilmektedir (Whary ve Fox, 2004).

H. bilis'in karacigerde ve adindan da anlasilacagi gibi yash farelerin safra kesesinde
kolonize oldugu gosterilmistir (Fox ve digerleri, 1995). Hepatit, hepatik displazi ve safra
hiperplazisi dahil olmak iizere bir dizi hepato-safra hastaligi teshisi konan yasli hamsterlarda
da H. bilig tespit edilmistir (Fox ve digerleri, 2009). H. bilis'in s6zii edilen hastaliklardaki ve
IBD'deki rolii acgikliga kavusturulmay: gerektirse de, bu organizmanin konagin kendi
mikrobiyotasina verdigi tepkiyi bagirsak enflamasyonuna yol acabilecek sekilde
degistirebilecegi de 6ne siiriilmiistiir (Jergens ve digerleri, 2007). H. bilis ayrica koyunlarda
ve deneysel olarak enfekte olmus kobaylarda aborta neden olabilen bir patojen olarakta
tanimlamistir (DeLong ve digerleri, 2014). H. hepaticus enfeksiyonuna benzer sekilde,
farelerin H. bilis enfeksiyonu, bagisikligi baskilanmig farelerde orta ila siddetli proliferatif
tiflit ve kronik aktif hepatit ile iligkilidir. H. bilis’in bulas yollar1 ve invazyon kinetigini
degerlendirmek {izere yapilan bir ¢calismada s6z konusu etkeni tasidigi bilinen fare kafeslerine
maruz birakilan sentinel Swiss farelerinin etkeni aldig1 ve rektal prolapsus, sekumda, kolonda
ve rektumda fokal iilserler ile tiflokolit gibi lezyonlar gelistirdigi ancak Klinik tablo
gostermedigi belirtilmektedir (Whary ve digerleri, 2000). Literatiirde non- pylori Helicobacter
tirlerinin zoonoz karakterlerinin varlig: ile ilgili ¢ok sayida arastirma dikkati ¢ekmektedir.
Bunlardan biri de Sili’de insanlar iizerinde yapilan bir ¢alismadir. S6z konusu caligmada
kronik kolesistitli hastalardan alinan safra kesesi ve safra orneklerinde H.bilis’in PCR ile
tanimlandig1 ve bu tiirlin varliginin Japonya ve Tayland olmak {izere iki iilkede safra yollar1

ve safra kesesi kanserleri ile iliskilendirildigi bildirilmektedir (Whary ve Fox, 2004).

Kemirgenleri enfekte eden diger Helicobacter tiirlerinden H. cinaedi, H. fennelliae ve
H. mesocricetorum hamsterlerin normal bagirsak florasi olarak kabul edilmis, ayrica H.

cinaedia semptomatik Rhesus maymunlarinda da rapor edilmistir (Fernandez ve digerleri,
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2002). Geng domuz kuyruklu makaklarin H. cinaedi ve H. fennelliae ile deneysel enfeksiyonu
ise C. jejuni'nin neden oldugu bakteriyemi ve ishale benzer sekilde sonuglanmistir (Flores ve
digerleri, 1990). Hamsterlerden izole edilen diger Helicobacter tiirlerinden farkli olarak H.
cholecystus, kolanjiyofibroz ve santrilobiiler pankreatit ile ¢ok gii¢lii bir korelasyon gosterdigi
(Franklin ve digerleri, 1996), H. cholecystus benzeri bir bakterinin ise bir gelincik kolonisinde

hepatobilier hastalik ile iliskili olabilecegi one stiriilmiistiir (Garci ve digerleri, 2002).

Kemirgenlerden izole edilen diger bir EHS de hepatoseliiler karsinoma (HCC) teshisi
konmus bir dag sicaninin karacigerinden kiiltiirlenen H. marmotae'dir (Fox ve ark. 2002).
Ancak H. marmotae'nin HCC'deki rolii siiphelidir, zira organizmanin izole edildigi dag sigani
da dahil olmak iizere dag siganlarinda, dag sicani hepatit viriisiiniin neden oldugu yiiksek bir
HCC insidans1 varligi belirtilmektedir. Bununla birlikte, H. hepaticus'un neden oldugu
hepatite duyarli bir tiir olan A/J farelerinin deneysel enfeksiyonunun sekumda, proksimal
kolonda ve karacigerde yangiya neden oldugu ve farelerin bir kisminda hepatit gelistigi de
bilinmektedir (DeLong ve digerleri, 2014). H. marmotae bu iki hayvanin da karacigerinden
izole edilmistir (Patterson ve digerleri, 2010). Bu tiir klinik olarak saglikli kedilerin
diskilarindan da izole edilmistir (DeLong ve digerleri, 2014).

Kopek ve kedilerde bu cinse ait tespit edilen diger yaygin tiirler olarak ise H. canis, H.
cinaedi ve H. bilis isaret edilmektedir. Bu EHS'lerin hastalikla iliskisi ise tartismalidir. Rossi
ve digerleri, (2008) saglikli hayvanlarla kiyaslandiginda diyareli hayvanlarda énemli bir
kolonizasyon farki olmadigini bildirmis, Castiglioni ve digerleri, (2012) ise semptomatik
kopeklerde daha geng hayvanlarin bu Helicobacter tiirleri i¢in nispeten yiiksek kolonizasyon
seviyelerine sahip oldugunu ve bunun da daha yiliksek mukozal fibroz ve atrofi seviyeleri ile
iligkili oldugunu raporlamistir (DeLong ve digerleri, 2014). Kopek mide mukozasi
kazintilarinda direkt mikroskopi yontemi kullanilarak yapilan bir c¢alismada taranan
kopeklerin  %84,4’tniin Helicobacter spp. ile enfekte oldugu belirlenmistir (Diker ve
digerleri, 2002)

Bes enterohepatik Helicobacter tiirii de bir dizi kus tiiriinde tanimlanmistir. Bu tiirlerden
ikisi, H. canadensis ve H. pullorum, insan hastaliklariyla iliskilendirilirken, giiniimiizde dogal
kus konaklarinda patojenik bir rol oynadigina dair bir kanit yoktur. Ayn1 durum H. anseris, H.
brantae ve H. pametensis i¢in de s6z konusudur. H. pullorum’lu tavuklarda iki deneysel
enfeksiyon caligmasi organizmalarin bagirsak nislerini yogun sekilde kolonize edebilmelerine
ve fekal orneklerde siirekli olarak tespit edilmelerine ragmen hastalik gelisimine dair herhangi

bir kanitin olmadig1 belirtilmektedir. Tavuklarda H. pullorum'un yiiksek prevalans oranlari ve
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tavuk triinlerinde H. pullorum'un son zamanlarda cgesitli ¢alismalarla tespit edilmesi ile
birlesen bu son bulgu, hayvanlarda klinik bulgu olmamasina karsin halk saglig i¢in bir endise
kaynagi olusturmaktadir. Diger EHS’ler gibi, bagisikligi baskilanmis hayvanlarda H.
pullorum'un, muhtemelen mide-bagirsak yolundan metastazla karacigere ulasmasi soz
konusudur. Zira hepatit tablosu gelisen bu tiirden hayvanlarin karacigerinde H. pullorum’un

tespit edildigi belirtilmektedir (DeLong ve digerleri, 2014).

2.1.6. Bulasma

Helicobacter tiirlerinin bulasmasma iliskin literatiir verileri birtakim ¢eliskiler
igermektedir. Ornegin, kontamine althik araciigiyla koloniden sentinel farelere hizli bir
sekilde bulasan H. hepaticus’un aksine H. bilis'in sentinel farelere gecikmeli ve tutarsiz bir
sekilde bulastigini bildiren ¢aligmalarin oldugu bildirilmektedir (Chichlowski ve Hale, 2009).
Ancak H. bilis’in de diger tiirlere benzer bir invazyon kinetigi sergiledigi yoniinde ¢aligmalar
da vardir. Ornegin Helicobacter'den ariligi PCR ile dogrulanan bir grup fare deneysel olarak
H. hepaticus, H. rodentium ve H. bilis ile enfekte edilmistir. Calisma sonunda sentinel olarak
kullanilan farelerde %100’liik bir prevalans tespit edilmis, bu da H. hepaticus, H. rodentium

ve H. bilis'in fekal-oral temas yoluyla yayildigin1 gostermistir (Whary ve digerleri, 2000).

H. hepaticus’un yetigkin farelere gavaj yoluyla uygulandiginda 14 giin i¢inde sekum
mukozas1 ile iliskili mikrobiyotanin baskin bir tlyesi haline geldigi belirtilmektedir.
Helicobacter spp.’nin bulagsmasi ve dolayisiyla varliginin biiytik olgiide tiirlere ve bakim-
besleme uygulamalar1 da dahil olmak iizere c¢evresel faktorlere bagli oldugu cesitli
calismalarla ortaya konulmustur. Ancak bu calismalarin ortak ¢iktist fekal-oral yayilmanin,
kemirgenlerde enfeksiyonun dogal olarak edinilmesinin birincil yolu oldugu yoéniindedir

(Chichlowski ve Hale, 2009).

Helicobacter enfeksiyonlari bir kez edinildikten sonra kalict olmakta ve organizmalarin
diskida uzun siireli olarak yayilmasina neden olmaktadir. Bu nedenle, eradikasyonun yani sira
Onleyici tedbirler icin 06zel adimlar atilmadik¢a, endemik enfeksiyonlarin arastirma
tesislerinde yayginliginin devam edecegi vurgulanmaktadir. Birkag calisma, Helicobacter
enfeksiyonlarinin basarili bir sekilde eradike edildigini bildirmistir. Bu amag i¢in kullanilan
yontemler arasinda; popiilasyon kontrolii ve ardindan Helicobacter igermeyen farelerle
yeniden stoklama, embriyo transferi, ¢capraz besleme ve antibiyotik tedavisi yer almaktadir,

ancak bu yoOntemlerin etkinligi kemirgen veya Helicobacter tiiriine, susuna ve deney
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kosullarina bagli olarak degisebilmektedir. Cogu Helicobacter tiiriiniin patolojisi konaga
bagimli oldugundan ve enfeksiyon subklinik olabileceginden, bir¢ok durumda arastirmacilarin

enfeksiyonlardan habersiz olmasi beklenen bir durumdur.

Enterohepatik Helicobacter tiirlerinin (H. ganmani, H. hepaticus, H. typhlonius v.b)
prevalanst ve yayilmasi lizerine yapilan bir calisma enfekte farelerin, bitisik kafeslerde
yetistirilse bile ayr1 havalandirilan kafeslerde barindirilmasinin enfeksiyonlart etkili bir
sekilde Onleyebilecegini gostermistir. Aynmi calisma, konvansiyonel kafeslerde yetistirilen
farelerin ise enfekte olma ihtimalinin ¢ok yiiksek oldugunu gostermistir (Chichlowski ve
Hale, 2009).

2.1.7. Virulans

Virulans faktorlerinden olan flagellanin birincil yapisal bileseni olan bakteriyel
flagellin, kamgili patojen bakterilerle olusan enfeksiyonlarda humoral bagisikligin baskin bir
hedefidir. Flagellin monomerlerinin reseptdr molekiilleri tarafindan tanimmasi dogmasal
bagisikligi oOzellikle proinflamatuar gen ekspresyonunu tetikleyerek aktive etmektedir
(Hayashi ve digerleri, 2001). Flagellin monomerleri, Crohn hastaligiile iligkili artan adaptif
bagisiklik tepkisinin bir hedefi oldugu ve saflastirilmis flagellinin, bir T hiicresi adjuvani

olarak islev gordiigii belirtilmektedir (Myles ve digerleri, 2004).

Gastrik tiirlerle karsilastirildiginda, enterohepatik Helicobacter tiirlerinin bagirsak
mukus nislerini kolonilestirmeleri i¢in flagella ve motilite 6ne ¢ikarken, iireaz kritik dnemini
kaybetmektedir. Dolayisiyla enterohepatik Helicobacter tiirlerinin ¢ogunun iireaz negatif
oldugu bilinmektedir. Tiirler bazinda virulens faktorlerinde de bir takim benzerliklerin yani
sira kendilerine 6zgii faktorlerde bulunabilmektedir. Simdiye kadar tanimlanmis olan bu
mikroorganizma grubu icin en belirgin viriilans faktorii, sitoletal distansiyon toksinidir
(CDT). H. hepaticus'ta ve H. cinaedi'nin insan ve hayvan izolatlarinda saptanmasinin yani sira
H. bilis, H. canis, H. pullorum (hem insan hem de hayvan izolatlar1), H. marmotae ve H.

mastomyrinus tiirlerinde de saptandigi belirtilmektedir (DeLong ve digerleri, 2014).

Tiir bazinda virulens faktorleri konusunda H. pylori’den sonra en ¢ok bilgi sahibi
olunan tiir H. hepaticus’tur. H. hepaticus genomunda, H. pylori vakuollestirici sitotoksin
geninin (vacA) bir ortologu yoktur, ancak C. jejuni'de bulunana benzer kromatin par¢alanmasi
ve tip I DNAase benzeri aktivite goOsteren apoptotik hiicre oliimii yolagi ile hiicre

boliinmesinin durmasiyla iligkili olan sitoletal distansiyon toksini kodlayan bir gen kiimesini
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(cdtABC) igerdigi gosterilmistir. Bu toksin mitokondriya araciliginda bagirsak epitel hiicre
Olimiinii indiiklemektedir (Liyanage ve digerleri, 2010). H. hepaticus, Tip 4 sekresyon
sistemi (T4SS)nin temel bilesenleri ile homolojiye sahip ti¢ protein disinda, H. pylori cag
patojenite adas1 (CagPAl)'de bulunan genlerin ortologlarini icermez ve flagellar aparati
disinda bir tip II salgilama sistemi ile iligkili bir virulans faktoriide igermemektedir
(Suerbaum ve digerleri, 2003). H. hepaticus Bab ve Sab ad1 verilen H. pylori adezinlerinden
yoksundur. Ancak bir adezin faktorii olarak C. Jejuni adezyon geninin ortolojisi olan
Periplasmic Binding Protein (PEB1)’in tespit edildigi raporlanmistir (DeLong ve digerleri,
2014). H. hepaticus genomu, G+C igerikleri bakimindan kromozomun geri kalanindan
farklilik gosteren ¢ok sayida kiiglik bolgenin yani sira biiylik bir bolge igermektedir. S6z
konusu bolge H. hepaticus genomik adas1 1 (HHGI1), %33,2 mol G+C igerigine sahiptir ve
70 ORF icermektedir. HHGI1 igindeki genlerin ¢ogu varsayimsal proteinleri kodlar, ancak
HHGI1'de tip VI salgilama sistemlerinin yapisal bilesenleriyle homolojiye sahip {i¢ proteinin
yani sira Vibrio cholerae hcp ile homolojiye sahip bir gen tanimlanmustir. Diger patojenite
adalarinin ¢ogunun aksine, HHGI1’in bir tRNA geni ile iligkili olmadig: belirtilmekle birlikte,
HHGI1 birkag PAI'de rapor edilmis olan bir profaj P4 benzeri integraz geni (HH269)
icermektedir. Farelerde yapilan calismalar, bu PAI'nin s6z konusu hayvanlarda hepatit
gelisiminde rol oynadigi, ancak bu genin kolonizasyon i¢in gerekli olmadig: bildirilmektedir

(Boutin ve digerleri, 2005; Ge ve digerleri, 2008).

2.1.8. Helicobacter ve immiinite

Kemirgenlerin enterohepatik Helicobacter enfeksiyonlarina olan ilgi, yalnizca arastirma
modelleri lizerindeki olumsuz etkilerinden dolay1 degil, ayn1 zamanda kolesistit, hepatoseliiler
karsinom, bakteriyemi ve enflamatuar barsak hastaliklart gibi insan hastaliklarinin
modellenmesinde kullanim alani bulduklarindan dolayr da artmistir. Fareler ve gerbilleri
deneysel olarak kolonize eden H. hepaticus ve gastrik Helicobacter tiirleri, mide, karaciger ve
alt bagirsak yolunda neoplastik lezyonlara ilerleyebilen 6nemli epitelyal hiperplazi ve displazi

ile iliskili kronik enflamasyonu uyarmaktadir (Whary ve Fox, 2006).

Ayni antijenlere karsi sistemik bir yanitsizlik olarak tanimlanan oral tolerans bazi
durumlarda inhibe edilmekte ve bu etki, genellikle sensitizasyonun desteklenmesine esdeger
kabul edilmektedir. Bu tiir bir baskilama, fakiiltatif antijen sunan hiicreler, dendritik hiicreler
ve diizenleyici T hiicrelerinin baskilanmasinin yani sira lenfosit anerjisi veya delesyonunu

icermektedir. Helicobacter enfeksiyonunun oral tolerans tizerindeki inhibitor etkisi potansiyel
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olarak kalict kronik gastrik inflamasyona ve laboratuvar hayvani modellerinde allerjik
tepkinin gelismesine katkida bulunabilmektedir. Bu yolak H. pylori enfeksiyonu ile gida
alerjisi arasindaki iliskiye ek olarak kronik iirtiker gibi diger alerjik hastaliklar, atopik
dermatit ve kalitsal anjiyon-norotik 6demle de iligskilendirilmesine yol agmistir. Oral toleransi
inhibe ederek inflmasyon olusumunu alevlendirmesiyle birlikte H. pylori veya H. felis ile
enfeksiyonun, antijenlerin in vitro sindirim epitelinden ve farelerde in vivo olarak mide

mukozasindan emilimini arttirdig1 gosterilmistir (Chichlowski ve Hale, 2009).

Immiinolojik tolerans olusumuyla birlikte artan yangi olgusunun yani sira sdz konusu
bakterinin daha ilimli ve kontrollii inflamasyon sagladigina dair calismalar da mevcuttur.
Adjuvantsiz H. pylori tam hiicre lizatlar1 kullanilarak intraperitoneal asilamadan sonra H.
pylori ile epriive edilen farelerde mide inflamasyonu ve T hiicre tepkisinin incelendigi bir
caligmanin sonucunda; bagisiklama yapilmadan H. pylori ile enfekte edilen farelerde orta ila
siddetli mide inflamasyonu gelisirken, bagisiklamadan sonra H. pylori ile epriive edilen
farelerde kalict kolonizasyona ragmen inflamasyon ‘marker’larinda ciddi bir azalma
goriildiigii veya inflamasyonun hi¢ sekillenmedigi rapor edilmistir. Bu sonucun H. pylori
tastyan kisilerdeki kontrollil inflamasyon durumunu agikladigi savunulmaktadir (Chichlowski

ve Hale, 2009).

2.1.9. Tam Yontemleri

Rodentlerde Helicobacter enfeksiyonlarinin tespiti i¢in izlenebilecek Serolojik,

Histopatolojik, Kiiltiir ve Molekiiler Yontemler olmak iizere 4 ana yontem bulunmaktadir

(Whary ve Fox, 2004).

2.1.9.1. Serolojik Yontemler

Serolojik yontemlerin hassas oldugu ancak mix enfeksiyonlarda ozgiilliikkten yoksun
oldugu belirtilmektedir (Whary ve Fox, 2006). Helicobacter tiirleri ile dogal enfekte olmus
immiinokompetan farelerin ¢ogunun, enzime bagli immiinosorbent testi (ELISA) veya
western blot ile tespit edilebilen giiclii bir serum antikor yaniti gelistirmesine karsin yanlig
negatif sonuglar iceren seroloji raporlarmin varligi da bilinmektedir. Farelerde Helicobacter
ile iliskili karaciger lezyonlarmin ilk raporu 1994 yilinda hepatitli outbred Isvicre Webster
farelerinin H. bilis ile enfeksiyonunda saptanmistir (Fox ve digerleri, 2004). Bu ¢alismada 6-8
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aylik olan ve yapilan fekal kiiltiirii ile H. bilis ile enfekte oldugu dogrulanan 11 fareden 8’inde
H. bilis dis membran antijen serokonversiyonunun olusmadigi raporlanmistir. Benzer sorunlar
nedeniyle, ticari seroloji kitinin mevcut olmadigi ve sonug¢ olarak teshis laboratuvarlari
spesifite eksikliginden dolay1 rutin olarak seroloji sunmadigi belirtilmektedir (Fox ve
digerleri, 2004).Rutine girmeyen akademik caligmalarda test i¢in tam hiicre sonikasyonu,
membran sindirim preparatlar1 veya rekombinant antijenler kullanilan serokonversiyon
calismalar1 yapilmaktadir. Ancak diger enfeksiyon hastaliklarinda oldugu gibi, Helicobacter
antijenleri ile serokonversiyon birka¢ hafta veya daha uzun siire gerektireceginden seroloji ile
tespit, maruziyetten sonraki birka¢ hafta iginde insensitiftir (Whary ve digerleri, 2000).
Helicobacter enfeksiyonunun tespiti i¢in serolojik testler tipik olarak yiiksek sensitiviteye
sahiptir (> % 90), ancak antikorlarin homolog antijenlere ¢apraz reaktivitesi nedeniyle ¢oklu
Helicobacter spp. enfeksiyonunda spesifite diisiiktiir. Bu enfeksiyonla ilgili yiiksek spesifite
raporlayan ¢aligmalarin ise durumu halihazirda bilinen tek enfeksiyonlu farelerle yapildig:

belirtilmektedir (Whary ve Fox, 2006).

Cesitli laboratuarlar, sensitivite ve spesifiteyi iyilestirmek icin immiinodominant
rekombinant antijenleri kullanmayi denemislerdir (Whary ve Fox, 2004). H. hepaticus,
H.muridarum veya H. bilis ile enfekte olmus farelerin serodedeksiyonu igin H. hepaticus'tan
elde edilen rekombinant proteini ile H. hepaticus'un bir yiizey extraktinin karsilastiriimasi
sonucunda, her iki testte de %98'lik yiiksek spesifite elde edilmesine karsin yiizey extrakti
bazli ELISA’nin %89 ile daha yiiksek bir sensitivite verdigi belirtilmektedir (Livingston ve
digerleri, 1999). Ayn1 calismada belirlenen %66'lik bir sensitiviteye sahip olan rekombinant
protein esasli ELISA'nin tiim enfekte fareleri tespit edemeyecegini gosterdigi belirtilmektedir
(Whary ve Fox, 2006). Bir bagka ¢aligmada immiinodominant H. bilis peptitlerine dayali bir
ELISA spesifik 167-kDa proteininin H. bilis ile enfekte olan fareleri tanimladigi, ancak
yiiksek sensitvite ve spesifiklikle H. hepaticus ile enfekte olanlari tanimlamadigi western blot
ile desteklenerek belirtilmistir (Kendall ve digerleri, 2004). Ayni ¢alismada H. bilis membran
ekstraktlar ile karsilastirildiginda, rekombinant proteinler kullanildiginda sensitivitenin daha

diistik, spesifitesinin ise ¢ok daha yiiksek oldugu raporlanmistir (Whary ve Fox, 2006).

2.1.9.2. Histopatolojik Yontemler

Helicobacter enfeksiyonlarinda karacigerde gozlenen 6nemli patolojik degisiklikler,
0zellikle immiin yetmezligi olan farelerde olmak {izere hepatik nekrozu temsil eden soluktan

beyaza kadar degisen odaklar igerebilmektedir. H. hepaticus ayrica A/JCr fareleri gibi duyarli
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suslarda biiylik 6l¢iide goriilebilen neoplazmalara neden olmaktadir (Whary ve Fox, 2006).
Warthin-Starry veya Steiner giimiis boyamanin kullanilmasi, karaciger parankiminde ve safra
sisteminde H. hepaticus veya H. bilis'in lokalizayonunu miimkiin kilmaktadir. Bakteriler
enfekte farelerin karacigerindeki safra kanalikiillerinde lokalize goériinmektedir. Hepatik
lezyonlarin ciddiyeti ile bagisiklig1 yetersiz farelerde bakteri sayisi arasinda bir iligki vardir;
bununla birlikte, enfekte A/JCr fareleri gibi immiinokompetan farelerde, organizmalarin
karacigerde bulunmasinin zor olabilecegi belirtilmektedir. inflamatuar karaciger lezyonlarinin
gevresinde gozlenen Warthin-Starry pozitif bakteriler, H. hepaticus veya H. bilis
enfeksiyonlarini diisiindiirmekle birlikte tanisal degerinin olmadig belirtilmektedir (Whary ve
Fox, 2006). Immiinokompetan fare tiirlerinin cogunun bagirsak ve karaciger lezyonlari
gelistirme egilimine sahip genetik yatkinliga sahip farelerde bile olusamayabilecegi, bu
nedenle morfolojik taninin, Helicobacter enfeksiyonu igin duyarli veya spesifik olmadigi
bildirilmektedir (Fox ve digerleri, 1998).

2.1.9.3. Kiiltiir Yontemi

Helicobacter tiirleri 6zel gereksinimleri olan hassas bakterilerdir ve bu nedenle kiiltiirii
zor olan bir cins oldugu bilinmektedir. Helicobacter tiirleri sarmal goriiniimlii, hareketli, gram
negatif, pigmentsiz, nitrat, glikoz ve indol testleri negatif, oksidaz, katalaz ve iireaz pozitif
olan bir mikroorganizmadir. Ayrica Giemsa boyasi ile de boyanabilirler. Kemirgenler birden
fazla Helicobacter tiirii ile enfekte olursa, aralarindan bazi tiirlerin asir1 gogalmasi, ayri ayri
kolonize olan Helicobacter tiirleri igin yanls negatif kiiltiir sonuglar1 verebilmektedir. Kiiltiir
icin bagar1 orani, sekum ve kolon Orneklendiginde ve beyin kalp inflizyonunda veya %30
gliserol iceren Brucella Broth'ta =70 °C'de uygun sekilde saklandiginda yiiksektir. Bagirsak
orneklerinin PBS'de homojenlestirilmesinden sonra, muhtemel izolatlarin boyutuna baglh
olarak, 0.45 veya 0.65 um'lik bir filtreden slizme, rekabet¢i komensalleri ortadan kaldiracagi
belirtilmektedir. Ureme, filtratin daha sonra %]1 trimetoprim, vankomisin ve polimiksin ile
desteklenen kanli agar iizerine ekilerek saglanabilmektedir. Karaciger gibi normalde steril
bolgelerden alinan numuneler ise dogrudan kanli agara ekilebilmektedir. Pleytler
mikroaerobik kosullar altinda (%80-90 Nz, %5-10 Hz ve %5-10 CO2) 37 - 42 °C'de 37 giin
sireyle havalandirmali jarda inkiibe edilir. Ancak negatif pleytlerin 21 giin inkube

edilmesinin gerekliligi vurgulanmaktadir (Whary ve Fox, 2004).

Enterohepatik Helicobacter tiirlerinin ¢ogu, mukoid goriinimdedir. Pek ¢ok
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Helicobacter tiiriiniin verimli biiyiime i¢in nemli agara ihtiya¢ duydugundan pleytlerin sag
taraf yukar1 bakacak sekilde inkiibe edilmesi gerektigi belirtilmektedir. izolatlar, morfolojinin
(Gram negatif, periplazmik lifler iceren veya icermeyen, tek veya bipolar flagellali)
Helicobacter spp. ile tutarli olup olmadigini ve kaynak kemirgenin mix enfeksiyon olup
olmadigimi belirlemek i¢in dnce Gram boyama ve faz mikroskobu ile degerlendirilmelidir.
Biyokimyasal karakterizasyon, lireaz, katalaz ve oksidaz, nitrat indirgemesi ve sefalotin,
metronidazol ve nalidiksik asit gibi antibiyotiklere direnci test etmeyi igerir. PCR, kesin
tanimlamay1 dogrular. Bakteri sayisini, %5 fetal sigir serumu igeren Brucella Broth'a inokule
ederek ve doner bir galkalayicida 24-48 saat inkiibe ederek artirmak miimkiindiir (Whary ve

Fox, 2006).

Biitiin gerekliklerin yerine getirilmesi halinde bile kiiltiirleme yontemi ile kesin sonuca
varmanin uzun bir siire gerektireceginden rutin testlerde ve 6zellikle surveyans ¢aligmalarinda

molekiiler yontemlerin tercih edildigi goriilmektedir.

2.1.9.4. Molekiiler Yontemler

PCR’1n, klasik kiiltiir teknikleriyle tiir diizeyinde kiiltiirlenmesi veya tanimlanmasi zor
olan bazi bakterilerin, 6zellikle de Helicobacter tiirlerinin tespiti ve tanimlanmasi i¢in rutin
olarak kullanildig1 ve bu yontemin Helicobacter enfeksiyonunu tespit etmek i¢in en hassas ve
0zel ara¢ oldugu belirtilmektedir. PCR yontemleri, cins veya tir diizeyinde kemirgen
Helicobacter karakterlerinin tanimlanmasina yonelik yiiksek hassasiyet ve 6zgiilliik nedeniyle
kapsamli bir sekilde tanimlanmis ve kullanilmistir. Primer dizilerinin veritabani dizileriyle
dikkatli bir sekilde karsilagtirlmasinin, ilgili organizmalarla g¢apraz reaksiyonu en aza
indirmek i¢in ¢ok Onemli oldugu vurgulanmaktadir. PCR sonuglarinin dogrulanmasi ise
Helicobacter tiirlerinin kiiltiirlenmesinin yani sira her izolatin biyokimyasal ve morfolojik

karakterizasyonunu kapsamaktadir (Whary ve Fox, 2006).

PCR i¢in numuneler aseptik olarak toplanmali ve DNA ekstraksiyonundan 6nce — 20
°C'de saklanmalidir. Niikleik asitlerin kandan izolasyonu ic¢in kullanilan ticari kitler, bir
protokoliin ardindan digkidan bakteriyel DNA elde etmek icin kullanilabilmektedir. 16S RNA
veya 23S RNA sekanslar1 kullanilarak tasarlanan cinse ozgii primerler kullanilarak,
Helicobacter cinsine 6zgii bir PCR iiriiniiniin tanimlanmasinin, bir kemirgen kolonisinin
Helicobacter negatif veya pozitif olarak nitelendirilmesi i¢in yeterli oldugu belirtilmektedir.

Helicobacter tiirlerini belirlemek igin segenekler arasinda PCR'nin tiire 6zgii primerlerle
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tekrarlanmasi veya cins diizeyindeki PCR {irlinliniin kisitlama enzimleriyle isleminin ardindan
tek tek Helicobacter tiirlerine 06zgii kisitlama pargasi uzunlugu polimorfizminin
degerlendirilmesi i¢in jel elektroforezinden yararlanilmaktadir (Shen ve digerleri, 2005). Mix
Helicobacter enfeksiyonlarinin tespiti i¢in multipleks PCR kullanilarak bir 6rnekte bes adede
kadar farkli Helicobacter tiirinii tanimlayan yontemler yaymlanmistir (Feng ve digerleri,
2004). Helicobacter tiirleri cinse 6zgli PCR ve ardindan denatiire edici gradyan jel
elektroforezi kullanilarak tayin edilebilmekle birlikkte, yapilan bir ¢alisma bu teknigin, birden
fazla Helicobacter ile enfekte olmus farelerden alinan bagirsak Orneklerindeki farkli
Helicobacter tiirlerini sayisini oldugundan az belirleyebilecegi ileri siiriilmektedir (Zhang ve
digerleri, 2005). Mix enfeksiyonlarda, bir tiirlin DNA sablonunun énemli dl¢iide digerlerinden
daha fazla miktarda bulunmasi durumunda, diisiik miktarlarda bulunan Helicobacter tiirleri

tespit edilemeyebilmektedir (Whary ve Fox, 2006).

Digkida bulunan inhibitér maddelerin PCR sonuglari iizerinde yanlis negatiflie neden
olabilecegi belirtilmektedir (Whary ve Fox, 2006). Bilinen miktarda Helicobacter DNA’s1
eklenmis bir pozitif kontrol numunesinin isleme dahil edilmesi, bu sorunu 6nlemekte biiyiik
ol¢iide yeterlidir. Bundan bagka; olas1 PCR inhibisyonunu gidermek i¢in aynt DNA numunesi
icinde laktobasil ile birlikte amplifiye eden bir dupleks PCR testi kullanilmasi1 da onerilen
yontemlerden biridir (Bourgade ve digerleri, 2004). Beckwith ve digerleri (1997) diskida
varligr bilinen inhibe edici maddelerin etkisini minimuma indirmek i¢in; DNA
izolasyonundan once fekal orneklerinin PBS ile seyreltilmesi suretiyle hem digki hem de
inhibitorlerin biiyiik 6lcekli seyrelmesinin ardindan 6rnekteki DNA’nin, ticari kitin silika
matrisine baglanmasinin Taq polimeraz inhibitorleri dahil olmak iizere kalintilarini
giderecegini belirtmektedir. Diskida bulunan inhibitér maddelerin etkisinin ortadan
kaldirilmasi i¢in konvansiyonel PCR yoOntemleri yerine daha hassas olan Nested PCR, Real-
time PCR ve florojenik niikleaz PCR testleri yapilabilmektedir. Zira Nested PCR kullanimi,
hassasiyeti 10 ila 100 kat artirabilirken Real-time PCR ve florojenik niikleaz PCR testinin ise
PCR sonrasi islemeyi ortadan kaldiran ve Helicobacter spp.nin saptanmasi igin hassas,
spesifik ve yiiksek verimli kapasite saglayan teknikler oldugu belirtilmektedir (Ge ve
digerleri, 2001). Ayrica fekal 6rneklerden DNA ekstraksiyonu bu amag igin 6zellesmis stool

kitlerin kullanim1 da diger bir segenektir.

Bakterinin tespiti i¢in yapilacak diski 6rneklemesi, kolondan alinacak 6rnekleme igin
yapilacak olan Otenaziyi Onlediginden dolayr uygundur, ancak karsilagtirmali yapilan bir

caligmada, bagirsaklarin pozitif oldugu bazi durumlarda fekal orneklerin Helicobacter igin
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negatif olabilecegini bildirmistir (Cao ve digerleri, 2020). Bagirsak ve diski pozitifligi
arasindaki farkin, Helicobacter DNA tespitinin enfeksiyon ve/veya kolonizasyon sirasinda
degisiklik gostermesinden de kaynaklanabilecegi ileri stiriilmistiir. H. hepaticus ile kontrollii
olarak yapilan bir deneysel enfeksiyonda, enfeksiyondan sonraki 14. giinde hayvanlarin
tamaminin diskisinda bakteriyel DNA tespit edilirken, bagirsak ve karacigerde sirasiyla 60 ve
180 giin sonra bakteriyel DNA tespit edilmistir (Cao ve digerleri, 2020). Beckwith ve
digerleri (1997) tarafindan yapilan ¢alismada ise intestinal 6rneklerle fekal ornekler arasinda

Helicobacter spp. yoniinden 6nemli bir farkin olmadig1 belirtilmektedir.

2.1.10. Prevelans

[lk kez 1984 yilinda Marshall ve Warren tarafindan izole edilen spiral sekilli
mikroaerofilik bakteriler, mide hastalig1 ile iliskileri nedeniyle onemli arastirmalarin odak
noktast olmaya baslamistir. Yaygin olarak kullanilan tiim laboratuvar kemirgen tiirlerinde
dogal olarak edinilmis Helicobacter enfeksiyonlarinin varligi veenfekte farelerden yapilan
orneklemelerden sik izole edilen tiirlerin biiyiikk kisminin Helicobacter hepaticus’un
olusturdugu bildirilmektedir (Taylor ve digerleri, 2007). Daha oOnce alintilanan veriler
kullanilarak yapilan bir yorumda Helicobacter spp’nin test edilen fare fekal 6rneklerinde
%32'lik bir prevalansindan s6z edilmekte ve bu oranin da Helicobacter spp.’yi biyomedikal
arastirma i¢in kullanilan farelerde en yaygin patojen haline getirdigi belirtilmektedir

(Livingston ve Riley, 2003).

Taramasi yapilan diger bakteriyel ajanlara kiysla Helicobacter spp. yayginligini ortaya
¢ikaran bir baska ¢alisma Pritchett- Corning ve digerleri (2009) tarafindan oldukga yiiksek
sayida hayvan kullanilarak genis bir cografyada yiiriitilmistiir. Laboratuvar farelerinde ve
siganlarinda goriilen enfeksiydz ajanlarin Avrupa ve Kuzey Amerika prevalanslarna dair s6z
konusu ¢alisma sonuglarina gore; farelerde en yaygin olan bakteiyel ajan ortalama %16,08’lik
bir oran ile Helicobacter spp. bu cins igerisinde en yaygn tiir ise %12,37 ile Helicobacter
hepaticus olarak tespit edilmistir. S6z konusu c¢alismada farelerde raporlanan diger yaygin iki
tirden biri ortalama %12,9 ile Pasteurella pneumotropica ve digeri de ortalama %6’lik bir
prevalansla Staphylococcus aureus olmustur. Bu ¢alisma da test edilen tiim bakteriyel ajanlara

dair elde edilen prevalans oranlar1 Tablo 2’de goriildiigi gibi ger¢eklesmistir.

33



Tablo 2. Farclerde Bakteriyel enfeksiyoz ajanlarin Avrupa ve Kuzey Amerika prevalanslari
(Pritchett- Corning ve digerleri, 2009).

Etken Metod N KA Avrupa  Total
(%) (%) (%)
Bordetella bronchiseptica Kiiltir ~ 109.802 0,00 0,00 0,00
Cilia-associated respiratory Seroloji 158741 0,01 0,00 0,01
bacillus
Citrobacter rodentium Kiiltir ~ 82.337 0,00 0,00 0,00
Corynebacterium kutscheri Kiiltir ~ 109.804 0,00 0,00 0,00
Helicobacter spp. PCR 91.119 15,88 21,28 16,08
Helicobacter hepaticus PCR 91.463 12,45 10,23 12,37
Helicobacter bilis PCR 91.386 2,20 1,49 2,17
Klebsiella oxytoca Kultir ~ 185.937 0,38 1,.32 0,38
Klebsiella pneumoniae Kiiltir ~ 186.667 0,10 0,85 0,10
Kiltiir 61.592 0,00 0,00 0,00
Mycoplasma pulmonis Seroloji  455.102 0,01 0,16 0,01
PCR 43.777 0,00 0,00 0,00
Pasteurella multocida Kiiltir ~ 109.376 0,00 0,00 0,00
Pasteurella pneumotropica Kiiltir =~ 109.403 13,20 4,00 12,90
Diger Pasteurella sp. Kiiltir  106.232 0,31 0,00 0,31
Salmonella spp. Kiltir ~ 109.655 0,00 0,00 0,00
Staphylococcus aureus Kiiltir ~ 107.002 6,03 11,56 6,07
Streptobacillus moniliformis Kiiltir ~ 2.842 0,00 0,00 0,00
Streptococcus pneumoniae Kiiltir ~ 109.804 0,00 0,00 0,00
Streptococcus sp. — b-hemolitik,
Grop B Killtir ~ 106.971 0,24 0,00 0,24

Streptococcus sp. — b-hemolitik,
Grop G Kiilltir  109.733 000 0,11 0,00
KA: Kuzey Amerika, N: Ornek sayisi

Ayni ¢aligmanin sican sonuglar1 oransal olarak fare sonuclarina gore farklilik gosterse
de en yaygin bakteriyel ajanlar yoniinden degigsmemistir. Zira en yaygin ilk {i¢ bakteri yine
ortalama prevalans oranlari sirasiyla %6,61, %4,81 ve %23,61 ile Helicobacter spp,
Pasteurella Pneumotropica ve Staphylococcus aureus olarak raporlanmistir. H. hepaticus ve
H. bilis’in farelerde en yaygin Helicobacter tiirleri olmasina karsin sigan Helicobacter

tiirlerinin ¢ogunun biiyiik olasilikla siganlara 6zgii diger tiirleri i¢erdigi s6z konusu ¢alismanin
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diger bir ¢iktisi olarak belirtilmektedir (Pritchett- Corning ve digerleri, 2009). Bu calisma da
test edilen tiim bakteriyel ajanlara dair elde edilen prevalans oranlari Tablo 3’te goriildigi

gibi gerceklesmistir.

Tablo 3. Ratlarda Bakteriyel enfeksiyoz ajanlarin Avrupa ve Kuzey Amerika prevalanslar
(Pritchett- Corning ve digerleri, 2009).

Etken Metod N KA Avrupa Total
(%) (%) (%)

B. bronchiseptica Kiiltir ~ 8.282 0,00 0,00 0,00
Ciliaassociad respiratory bacillus Seroloji 267 0,27 463 0,48
C. kutscheri Kiiltiir 8.289 0,00 0,00 0,00
Helicobacter spp. PCR 8.852 6,59 7,14 6,63
H. hepaticus PCR 8.915 0,46 0,31 0,45
H. bilis PCR 8.915 0,42 0,31 0,42
K. oxytoca Kiiltiir 7.315 0,37 0,00 0,37
K. pneumoniae Kiiltiir 7.513 0,55 0,00 0,53
Kiiltiir 3.433 0,06 0,00 0,06

M. pulmonis Seroloji 81524 0,16 257 0,23
PCR 3.734 0,29 0,00 0,29

P. multocida Kiiltiir 8.223 0,00 0,00 0,00
P. pneumotropica Kiiltir ~ 8.241 4,92 399 481
Diger Pasteurella sp. Kiiltiir 7.346 0,45 0,00 044
Salmonella sp. Kiiltir ~ 8.235 0,00 0,00 0,00

S. aureus Kiltiir 7.365 23,50 30,63 23,61
S. moniliformis Kiiltiir 797 0,00 0,00 0,00
S. pneumoniae Kiiltiir 8.289 0,00 0,00 0,00
ztrrjgt(écoccus sp. — b-hemolitik, Kiiltiir 2503 374 134 367

Streptococcus sp. — b- hemolitik,

Kiiltiir 8.314 0,01 2,71 0,35

Grup G

KA: Kuzey Amerika, N: Ornek sayis1
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Rodentlerdeki spiral bakterilerin varligi ile ilgili ¢alismalar 80°1i yillarda baslamus, izole
edilen yeni tiirlerin Helicobacter ile iligkilendirildigi 90’11 yillarda devam etmistir (Lee ve
digerleri,1992; Schauer ve digerleri,1993). Ancak bu tiire olan ilgi 1992 yilinda Frederick
Kanser Arastirma ve Gelistirme Merkezi'nde farelerde etiyolojisi bilinmeyen yeni bir kronik,
aktif hepatit formu kesfedilmesiyle birlikte yeni bir eksene kaymistir. Zira uzun soluklu bir
toksikoloji ¢aligmasinda kontrol grubunu olusturan farelerin karacigerlerinde timor benzeri
olusumlar gbézlenmis ve ¢alismanin sonuglarini etkiledigi belirlenmistir (Ward ve digerleri,
1994). S6z konusu hayvanlarin karaciger dokularinin ¢esitli mikrobiyolojik tan1 yontemleri ile
incelenmesi sonucu farelerin hepatik safra kanalikiillerini segici ve kalict bir sekilde kolonize
eden, morfolojik olarak farkli bir yapida kronik, aktif hepatitise neden olan ve enfekte
hayvanlarda yiliksek hepatoseliiler neoplazma insidansi ile iliskili yeni bir Helicobacter
tirtinlin [gegici olarak Helicobacter hepaticus sp.(Fox ve digerleri, 1994)] izolasyonu rapor
edilmistir (Ward ve digerleri, 1994). Bu c¢alismanin ardindan s6z konusu bakterinin

nomenklatiire dahil edilmesi Fox ve digerleri (1994) tarafindan gerceklestirilmistir.

Biyolojik ¢alismalarin yoniinii degistirme potansiyelinin farkedilmesi ile birlikte bu
cinse olan ilgi artmig ve diinyanin ¢esitli yerlerinde tarama ve prevalans ¢alismalari yapilmaya
baslanmigtir. Buna yonelik ilk calisma 1995 yilinda Shames ve digerleri (1995) tarafindan
sadece H. hepaticus taramasina yonelik yapilmistir. Bu ¢alismada dort tesisden toplam 160
fare olmak iizere yirmi sekiz farkli sus veya stok kullanilmis ve dort tesisin ikisinde H.
hepaticus’un tespit edildigi bildirilmistir. Pozitif isletmlerin birinde insidans %100, digerinde
ise %52 olarak belirlenmistir. H.hepaticus yoniinden negatif ¢ikan bir tesiste ise %55°lik bir
insidansla H. bilis tespit edilmistir. Enfekte farelerde H. hepaticus i¢in 6rneklenen bdlgelerde,
sekum (%92) ve kolon (%76) kazintilarinda H. hepaticus kiiltiirlenebilmesine karsin karaciger
dokusundan izolasyonun miimkiin olmadigi belirtilmektedir. S6z konusu oranlarin fekal
filtrasyonla elde edilen filtratla yapilan ekimlerle % 100’liikk bir uyuma sahip oldugu
raporlanmistir. Kiiltlir yonteminin yani sira PCR yontemi de kullanilan s6z konusu calismada
PCR yontemi ile kiiltiir yontemi arasinda ise mikroorganizma tespiti agisindan 6nemli bir

farkin olusmadig1 da belirtilmektedir (Shames ve digerleri, 1995).

Adventif enfeksiyonlar, laboratuvar fareleri ve sicanlarinin kullaniminda karsilagilan en
yaygin problemler arasinda oldugu gerekgesi ile Helicobacter siirveyansinin heniiz yaygin
olmadig1 bir donem olan 1998'de 102 laboratuvar hayvani tesisi yoneticisiyle bir anket
calismasi yapilmistir. Ankete katilan tesislerde fare kolonilerinin %70'i ve sican kolonilerinin

% 601 Spesifik Patajonlerden Ari (SPF) kosullar1 altinda olmasina ragmen fare ve sican
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kolonilerinde en az %]10’luk bir Helicobacter prevalansini ortaya koymustur (Jacoby ve
Lindsay, 1998).

47 koloniden 820 fare; 10 koloniden 163 rat ve 4 koloniden 50 adet hayvan kullanilarak
Goto ve digerleri, (2000) tarafindan yapilan bir ¢alismada; H. hepaticus prevalansi; test edilen
farelerde %10,9, koloni bazinda %25,5, H. bilis prevalansi; test edilen farelerde %1,2, koloni
bazinda % 2,1, H.rodentium prevalansi ise test edilen farelerde %17,2, koloni bazinda %23,4
olarak gerceklesmistir. Alti koloniden (%12,8) 47 farede (%5,7) ise H. hepaticus ve H.
rodentium ile birlikte bulunmustur. Taramas1 yapilan 820 fareden 87’si (%10,6), 47 koloniden
ise 9’u (%19,1) cinse 6zgll primere pozitif sonu¢ vermesine karsin arastirmasi yapilan higbir
tiire dahil olmamistir. Cinse 6zgii pozitif 6rneklerin 2 tanesi H. typlonius ile %97,2 oraninda
homoloji gosterdigi de calismada ayrica belirtilmistir. Helicobacter spp.’nin ratlarda ki
prevalansi s6z konusu oldugunda farelerde oldugu gibi genis yelpazede ve gorece yiiksek
prevalansa karsin daha diisiik oranlar s6z konusu olmustur. Zira sadece %29,4 oraninda H.
rodentium pozitif 6rnegin yer aldig1 ¢calismada koloni prevalanst %30 olarak gergeklesmistir.
Ratlarda bunun diginda bir pozitiflige rastlanmamaistir. Ratlara benzer durumun gerbiller i¢in
de gegerli oldugu c¢alismada %78 oraninda pozitif ¢ikan H. hepaticus’un koloni prevalansi
%75 olarak gergeklesmistir. Gerbillerde bunun disinda cinse ya da tiire 6zgii bir baglanma
gerceklesmemistir. Nilsson ve digerleri, (2004) tarafindan yapilan Helicobacter spp.'nin
dagilimini ve bu dagilimin hastalikla iligkisini incelemek i¢in mide, bagirsak ve hepatik doku
orneklerinin degerlendirildigi bir ¢aligmada; 4 farkli tesisde barindirilan 9 fare susunun fekal
orneklerinde %85,7 oraninda Helicobacter DNA's1 saptanmistir ve bu oran diger doku ve
orneklerle kiyaslandiginda en yiiksek oran olmustur. S6z konusu calismada fekal 6rnekler icin
bir bagka ¢ikt1 ise IL-10 -/- fare hari¢ tiim hayvanlarin, fekal 6rneklerinde Helicobacter PCR
pozitifligi olarak raporlanmistir. Diger dokulardaki Helicobacter spp. DNA dagilimi ise;
gastrik dokuda %54.8, kan orneklerinde %14,3 ince bagirsakta %16,7 ve karacigerde %21,4

olarak belirlenmistir.

Bohr ve digerleri, (2006) tarafindan bir SPF tesiste barindirilan 37 inbreed 3 outbred
olmak iizere toplam 40 fare hattinda fekal 6rnekler kullanilarak Helicobacter spp. taramasi
yapilmis ve %87,5 oraninda prevalans tespit edilmistir. PCR amplikonlarin Restriction
Fragment Length Polymorphism (RFLP) analizi sonucunda 27 fare susunun tek bir
Helicobacter tiirii tasidigini, sekiz fare susunun ise en az iki farkli Helicobacter tiirii
tarafindan enfekte oldugunu ortaya ¢ikardigi belirtilmektedir. Mix enfeksiyonun oldugu tespit

edilen sekiz hayvandan bes tanesi anilan yontemle ¢oziimlenememis tigiinde ise, H. ganmani
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ve H. hepaticus birlikte tespit edilmistir. S6z konusu ¢aligmada monoenfekte fare suslarinin
analizi sonucunda tiirler arasinda dagilim; H. ganmani %37,5, A/J ve Tac:ICR: Hascid fRF
farelerinde kolanjiyohepatiti ve IBD'yi indiikledigi bilinen MIT 98- 5357 izolat1 ile temsil
edilen Helicobacter tiirleri (%15), H. hepaticus (%7,5), izole hamster B ile temsil edilen

Helicobacter spp. (%8) ve H. typhlonicus (%4) olarak raporlanmastir.

Taylor ve digerleri (2007) tarafindan materyalini Amerika Birlesik Devletleri'ndekil6
arastirma kurumundan ve Kanada, Avrupa, Avustralya ve Asya'daki 16 arastirma
enstitiisiinden alinan 6rneklere ek olarak iki ABD ticari isletmeden satin alinan 10 hayvanin
olusturdugu bir ¢alisma yapilmistir. Bu 6rnekleri biyokimyasal reaksiyon, faz mikroskopisi,
gram boyama ve Helicobacter cinsine 6zgii PCR ile degerlendirilmis ve 79 fareden 62'sinin
(%78) Helicobacter pozitif oldugu belirtilmistir. Calismaya dahil edilen 34 enstitiiniin
30'undan elde edilen 6rneklerin Helicobacter pozitif olmasindan dolay1 ¢alismada elde edilen
genel prevalans %88 diizeyinde gerceklesmistir. A.B.D’nin Helicobacter spp.’den ari kabul
edilen bolgesinde faaliyet gosteren ticari isletmeden elde edilen farelerde Helicobacter spp.
tespit edilmemesine karsin Helicobacter ile enfekte oldugu kabul edilen iiretim alanindaki
farelerde birden fazla Helicobacter spp. bulundugu belirtilmektedir. Avrupada faaliyet
goOsteren ticari igletmede ise, Helicobacter sp MIT 96- 1001 susu belirlenmistir. Enstitiiler s6z
konusu oldugunda ise enstitiilerin %6’sinin en az ii¢ Helicobacter spp. ile, %29 unun iki
Helicobacter spp. ile, %47’sinin ise tek bir Helicobacter tiirii ile kolonize edildigi

gosterilmistir.

Arastirilan 34 kurumdan alinan fareler arasinda, tek basina veya diger Helicobacter
tirleri ile kombinasyon halinde H. hepaticus’un en ¢ok tespit edilen (%59), H. typhlonius
(%26) ve MIT 96-1001, H rodentium ve H. mastomyrinus’un ise her biri i¢in %6’lik oranlarla
H. hepaticus’u takip ettigi yeni bir Helicobacter tiiriiniinde (strain MIT 01-6451) iki farkli
Asya Enstitiisiinden alman farelerden kiiltiirlendigi raporlanmistir. Taranan kurumlarin
higbirinde farelerde H. ganmani'ye Avrupa kurumlarindan elde edilen farelerde ise H. bilis’e

rastlanmadigida ¢alismanin ¢iktilari arasinda yer almistir (Taylor ve digerleri, 2007).

ABD’ deki bir veteriner teshis laboratuvari tarafindan PCR kullanilarak taranan sican
sekum orneklerinde Helicobacter spp.’nin %19 oraninda varligindan s6z edilmektedir. Bu
calismada elde edilen sonuglarin tiirlere gore dagiliminin; %9 H. bilis, %10 H. typhlonius, %8
H. hepaticus ve H. rodentium’un yani sira %2 oraninda tiir tayini yapilamayan suslardan
olustugu bildirilmektedir (Whary ve Fox 2006).

Helicobacter testi i¢in Missouri Universitesi Arastirma Hayvan Teshis ve Arastirma
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Laboratuvari'na gonderilen fekal 6rneklerin PCR ile incelenmesi sonucu Kasim 1999- 2000
yillarinda test edilen 1.271 numunenin %4,88'i H. typhlonius i¢in, %16,44'i H. hepaticus igin,
%4,33'0 H. bilis i¢in, %15,11'i H. rodentium igin pozitif olarak raporlanmis,ayni ¢alismada
Helicobacter spp. igin pozitiflik oran1 ise %10,54 olmustur (Franklin ve digerleri, 2001). Ayni
Laboratuvarda 2001 ve 2002 yillarinda test edilen fekal 6rneklerin ise yaklasik % 20'sinin H.
hepaticus igin pozitif, % 17'sinin H. typhlonius i¢in pozitif, %10'unun H. rodentium i¢in
pozitif, % 5'inin H. bilis i¢in pozitif oldugu, %1'min ise karakterize edilmemis bir
Helicobacter spp. oldugu belirtilmektedir (Myles ve digerleri,. 2003). Cift yonlii polimeraz
zincir reaksiyonu (PCR) yontemi ile Helicobacter spp. ve H. hepaticus yoniinden laboratuvar
fareleri ve siganlarmin taranmasini igeren saglik izleme ve teshis hizmeti sunan Isve¢ Ulusal
Veteriner Enstitlisii’'niin 2002-2003 verilerine gore ise H. hepaticus prevalansit %42 olarak

gerceklesmistir (Johansson ve digerleri, 20006).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Hayvan Materyali

Ege bolgesinde yer alan ruhsatli 11 adet deney hayvani tesisinin her birinden ayri
kafeslerden olmak tizere15-22 haftalik yaslar arasindan rastgele secilen 10 adet fare, 10 adet
rat ve 10 adet te gerbil olmak {izere toplam 200’er adet (110 fare ve 80 rat ve 10 gerbil)
(Gerbil yalnizca bir tesiste bulundurulmaktadir) hayvan kolon ve digki orneklemesi

yapilmustir.

Tablo 4. Orneklem tablosu.

Ormnekleme Ormekleme yapilan deney hayvan tiirii ve sayilari Tesis
Yapilan Fare Rat Gerbil Diski
birim Diski  Kolon Diski Kolon Diski Kolon Ornek sayist

1 10 10 - - - - 1

2 10 10 10 10 - - 1

3 10 10 10 10 - - 1

4 10 10 10 10 - - 1

5 10 10 - - - - 1

6 10 10 10 10 - - 1

7 10 10 10 10 - - 1

8 10 10 10 10 - - 1

9 10 10 10 10 10 10 1

10 10 10 - - - - 1

11 10 10 10 10 - - 1

Toplam hayvan sayisi 110 110 80 80 10 10

Elde edilen 6rnek sayisi 11 11 8 8 1 1 11

Toplam Grnek sayis1 51
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Onbir tesisten sadece 8 tanesinde rat yetistirilmesi ve kullanimi yapildigindan ratlar
temsil eden Ornek sayist 80 adetle sinirli kalmistir. Bu hayvanlar igin tesis sorumlusu ile
Onceden goriisiilerek bireysel kafeslere alinmasi saglanmis, boylece diski numunelerinin de bu
hayvanlara ait olmasi garanti altina alinmistir. Bu hayvanlardan alinan numuneler 6rnek
havuzunu meydana getirmistir. Tesislerden alinan hayvanlarin, kolon ve diski ornekleri
birlestirilerek her bir tesisi temsil eden 1’er adet rat kolon ve diski 6rnegi, 1’er adet fare kolon
ve diski 6rnegi bir adette gerbil kolon ve diski 6rnegi seti olusturulmustur. Ayn1 zamanda her
tesisten taze diskilar alinmis, tesis bazinda etiketlenerek birlestirilmis ve tiim tesisi temsilen
‘tesis digk1 orneklem havuzu’ olusturulmustur. Boylece toplamda 11 adet fare, 8 adet rat ve 1
adet gerbilden elde edilen 20 adet kolon ve bu 6rneklerle bagimli 20 adet diski numunesi ile
11 adet ‘tesis digki Orneklem havuzu’ Ornegi olmak iizere toplam 51 ornekle calisma

yuritiilmiistiir (Tablo 4).

3.2. Yontem

3.2.1. Numune Alim

Fare, rat ve gerbiller kolon 6rnegi alinmadan 6nce CO; ile Otenazi islemine tabi
tutulmus ve her bir hayvandan Bornova Veteriner Kontrol Enstitlisii Miidiirliigli Bakteriyoloji
Boliimiinde aseptik sartlarda yaklasik 1 cm uzunlugunda kolon 6rnegi alinmistir. Daha sonra
her tesisi temsil edecek olan 10 adet kolon Ornegi steril sartlarda homojenize edilerek
birlestirilmis ve tesisi temsil eden kolon 6rnegi olusturtulmustur. Bu islem her tesisden gelen
fare, rat ve gerbil Ornekleri icin tekrarlanmistir. Diski Ornekleri icin ise aynmi sekilde
gruplardan alinan taze fegesler homojenize edilerek her 10 hayvani temsil eden 6rneklem
havuzu olusturulmustur. Bununla birlikte her tesisi temsil edecek ve tesisin tiimiinden
alinacak diski 6rnekleri de birlestirilmis “tesis diski 6rneklem havuzu” olusturulmustur. Her
bir tesisten alinan kolon ve digki 6rnegi homojenizati ¢alisma yapilana -20 °C'de muhafaza

edilmistir.

3.2.2. DNA Izolasyonu

-20 °C'de muhafaza edilen kolon ve diski 6rnegi homojenizatlar1 oda 1sisnda
¢dzdiiriilmiistiir . Orneklerden DNA ekstraksiyonu i¢in “QIAamp Stool Mini Kit”, kullanilmas

ve Kit protokoliine sadik kalinmistir. Toplam 200 adet hayvandan elde edilen drneklerin tesis
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bazinda birlestirilmek suretiyle elde edilen ornekten ve tesislerden toplanan digki
orneklerinden DNA ekstraksiyonu i¢in “QIAamp Stool Mini Kit’kiti prosediiriine uygun

olarak kullanilmistir.

3.2.2.1. QlAamp Stool Mini Kit Prosediirii

- 180-220 mg disk1 2 ml'lik bir mikrosantrifijj tiiptine alindi.

- Her 6rnege 1,4 ml Tampon ASL eklendi ve 1 dakika boyunca veya digki drnegi

iyice homojenlesene kadar vortekslendi.

- Disgki Siispansiyonu 70°C termal blokta 5 dakika tutuldu, vortexlendi ve 1,2 ml

slipernatant yeni bir 2 ml'lik mikrosantrifiij tiiptine alind1.

- Her tlipe 1 InhibitEX Tablet eklendi ve 1 dakika boyunca veya tablet tamamen
askida kalana kadar vortekslendi ve oda sicakliginda 1 dakika inkiibe edildi. Ardindan
1.400 rpm’de 3 dk santrifiijlendi.

- Tiim siipernatant yeni bir 1,5 ml mikrosantrifiij alindi ve 3 dakika boyunca

14.000 rpm’de 3 dk santrifiijlendi.

- Yeni bir 1,5 ml mikrosantrifiij tiiptine 15 ul proteinaz K, 200 ul siipernatant

ve200 ul Tampon AL eklendi ve vortekslenerek 70°C termal blokta 10 dakika tutuldu.

- Lizata 200 ul etanol (%96) eklendi, vortekslendi, spin kolona aktarild1 ve 14.000

rpm’de 1 dk santrifiijlendi ve filtrat iceren toplama tiipti uzaklastirildi.

- Yeni bir spin kolona gecildi, 500 ul Tampon AW1 eklendi 14.000 rpm’de 1 dk
santrifiijlendi. Yeni bir 2 ml'lik toplama tiipline yerlestirildi ve filtrat igeren toplama tiipii

uzaklastirildi.

- Spin kolona 500 ul Tampon AW2 eklendi. 14.000 rpm’de 3 dk santrifiijlendi.

Filtrat iceren toplama tiipli uzaklastirildi.

- Spin kolon yeni bir 2 ml'lik toplama tiipiine yerlestirildi ve filtrat iceren toplama

tiipli uzaklastirildi. 14.000 rpm’de 1 dk santrifiijlendi.

- Spin kolon, etiketli 1,5 ml mikrosantrifiij tiipiine aktarildi, 200 ul Tampon AE
eklendi. Oda sicakliginda 1 dakika boyunca inkiibe edildikten sonra, 14.000 rpm’de 1 dk
santrifiijlendi. Santrifiijden sonra filtre atild1 ve altta kalan sivi DNA olarak kullanildi.

- Ayrilan DNA PCR c¢aligmalar1 yapilana kadar cryo tiiplerde -20 °C derin
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dondurucuda muhafaza edildi.

3.2.3. PCR

3.2.3.1. Kullanmilan Cihazlar

PCR 100 ornek kapasiteli Eppendorf Master Cycler kademeli termal dongiileme

cihazinda gergeklestirilmistir.

3.2.3.2. MgCl2, Taq DNA Polimeraz, 10xTaq Buffer, ANTP Set

25mM MgClI2, Tag DNA polimeraz (5U), 10X TagBuffer (100 mM (Tris-HCI, pH8.3,
500mM KCI), 100mM deoksiniikleotidtrifosfat (ANTP) set (dATP, dCTP, dGTP, dTTP)

(Fermentas) kullanilmistir.

3.2.3.3. Primerler

Helicobacter spp.’ye 6zgii 16S ribozomal RNA(16S rRNA) geninin belirlenmesinde
kullanilan primer oligoniikleotid dizisi Tablo 5°te verilmistir. 16S ribozomal RNA geni igin
Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Klinik Mikrobiyoloji Anabilim dalindan temin edilen H.
Pylori ATCC 43504 susu pozitif kontrol olarak kullanilmistir.

Tablo 5. PCR’da kullanilan 16S rRNA oligoniikleotid dizisi (Riley ve digerleri, 1996;
Beckwith ve digerleri, 1997).

Primer Oligoniikleotid dizisi ( 5'-3) Baz biiytikligi
H276f: 5-CTATGACGGGTATCCGGC-3'

375
H676r: 5"-ATTCCACCTACCTCTCCCA-3"

f:forward; r:reverse.

3.2.3.4. PCR islemi ve Protokol

Helicobacter spp. PCR islemi ve uygulanacak protokol Beckwith ve digerleri (1997)
tarafindan bildirildigi sekilde Tablo 6’da goriildiigii gibi gerceklestirildi.
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Tablo 6. .Helicobacter spp. PCR islemi ve uygulanacak protokol (Beckwith ve digerleri,

1997).

PCR igerik

Herbir primer

Herbir dNTP (dATP, dCTP, dGTP ve dTTP)

PCR Buffer

Taq polymerase

1 uM
200 mM

10 mM Tris-HCl,
1.5 mM MgCI2
50 mM KCI (pH 8.3)

125U

DNA Disk1 DNA’s1: 5l
Bagirsak DNA’s1: 1.25 pl
Distile Su 50 ul’ye tamamlanir.
Kondisyon
Baslangi¢ Denatiirasyon 94°C’de 5 dk.

Isitma
Denaturasyon
Annealing
Extension

Elektroforez

94°C’de30 saniye.

94°C 2 saniye — 45 siklus.

53°C 2 saniye .

72°C 30 saniye .

1% agarose gel (16pl son hacimli

PCR iiriinii).

Tiir identifikasyonu igin her bir Helicobacter tiirii i¢in Tablo 7°de belirtilen tiire 6zgii

16S rRNA primer dizilimleri kullanilarak multiplex PCR yontemi kullanilmistir (Feng ve

digerleri, 2004).

PCR islemi, 25 pl HotStar Taq Master karisimi (QIAGEN Inc., USA), 1 ul template

DNA, 100 uM lik herbir primer diziliminden 1’er pl ve 22 pl distile su karistirilarak toplam

50 ul’lik hacimde yiiriitilmiistiir. Calismada genomik DNA konsantrasyonu 5 pg / ml ve digki

DNA'st ise 14 pg / ml kullanilmistir (Feng ve digerleri, 2004).

3.2.3.5. Amplikonlarm Elektroforez Tankina Yiiklenmesi

0,2 mL tiiplerde olusturulan 50 pl’ lik PCR iiriinlerinden 10* ar pl pipet yardimiyla

alinip, 3 pl 6x loading dye solusyonu ile karistirildi. Olusturulan karigimin tamami alinarak,

%71’lik agaroz jeldeki uygun pozisyondaki kuyucuga yiiklendi.
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Tablo 7. Tiirlere ait primer dizilimleri (Feng ve digerleri, 2004)

Tiir Primer Dizilimleri buyilifugu
H. 1201f TTGTGAAATGGAGCAAATCTTAAAAACT

rodentium 1375r TAGCCAGTTTGGCATTCC L

H. 163f AGGGACTCTTAAATATGCTCCTAGAGT 12

typhlonius 262r ATTCATCGTGTTTGAATGCGTCAA

pl7f  ATGGAACAGATAAAGATTTTAAAGCAACTTCAG

H. bilis 435
pl7r CTATGCAAGTTGTGCGTTAAGCAT

H. p25f  ATGGGTAAGAAAATAGCAAAAAGATTGCAA

705
hepaticus p25r CTATTTCATATCCATAAGCTCTTGAGAATC
H. p30f ATGACAAAAAAATATTCTTTCACAAAACTATTCATTGGT

807

muridarum p30r TTTATTTTAGATTCCATTTAACTGCTAAATCATCAATAGT

f:forward; r:reverse.

3.2.3.6. Jelde Yiiriitme

Hazirlanmis olan jele, istenilen ornekler ve markerlarin yiiklemesi yapildiktan sonra,
elektroforez tankinin kapagi kapatilip, elektrotlar uygun pozisyonda baglandiktan sonra 80V
500A akimda Helicobacter spp. i¢in 40 dakika multiplex i¢in ise 60 dakika yiiriitildii.

3.2.3.7. Goriintiileme ve Degerlendirme

Elektroforez isleminin ardindan elde edilen jel, dikkatli bir sekilde elektroforez
tankindan c¢ikarildi. Siire sonunda yliriitiilen jel, bilgisayara bagli durumdaki transilluminator
cihazindaki odaciga yerlestirildi. UV 15181 altinda fotograflandiktan sonra, bant uzunluklar

her PCR i¢in ayr1 degerlendirildi.

Multiplex PCR sonuglar1 Feng ve digerleri (2004) tarafindan bildirilen baz biiyiiklikleri
baz alinarak degerlenidirilmistir (Tablo 7).
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3.2.4. Istatitistiki Yontem
Omeklem yeri karsilastirmalarinda; iki grubun verileri arasindaki onem testi igin

frekans analizleri ve Ki-kare testi uygulanmistir. Bu islem igin Minitab 19 istatistik

programindan yararlanilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Tesis Hayvan ve Ornek Sayilari

Calisamanin yiirtiilldiigi tesislerde 6rnekleme esnasinda toplamda 6356 adet fare, 903
adet rat ve 65 adet de gerbil tiirii hayvan varligi belirlenmistir. S6z konusu hayvan ve
tesislerin higbirinde klinik bir hastalik tablosu gozlenmemesinin yani sira tesis sorumlu

Veteriner Hekimlerden alinan bilgiler de bu yonde olmustur.

4.1.1. Fare Kolonilerinde Helicobacter spp.

Calismanin yiiriitiildiigii 11 adet deney hayvani tesisi 6rneklerinden elde edilen sonuglar
Tablo 8’de 6zetlenmistir. Elde edilen numuneler {izerinde yapilan PCR sonucunda farelerde

bir tesis hari¢ tamaminda Helicobacter spp. tespit edilmistir (Sekil 1).

Bu sonuca gore prevalans %90,91 olarak gerceklesmistir. Elde edilen Helicobacter spp.
pozitif orneklerin DNA lan kullanilarak tiir bazinda ayrim i¢in Multiplex PCR sonuglarina
gore en yaygim tir %90,91 prevalansla H. rodentium olmustur. H. bilis ve H. muridarum
tiirlerinin higbir tesiste tespit edilmedigi ¢alismada H. typhlonius %72,73 prevalans oraniyla
ikinci yaygimn tiir olurken onu %27,27’lik prevalansla H. hepaticus’un takip ettigi tespit
edilmistir (Tablo 8).

Orneklem yerleri géz éniine alindiginda ise tiir oranlarinda degisimler gozlenmistir. H.
rodentium ve H. typhlonius tiirlerinde fekal 6rneklerde yapilan testlerde pozitiflik orani kolon
ornekleriyle kiyaslandiginda daha yiiksek olurken H. hepaticus s6z konusu oldugunda tam
tersi bir durum ortaya ¢ikmistir. Cins diizeyinde ise her iki 6rneklem arasinda oransal bir fark

ortaya ¢ikmamistir (Tablo 8).
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Tablo 8. Fare kolonilerinde Helicobacter spp.ve tiirlere gére dagilimi.

Tesis  Ornek Helicobacter H. H. H. H.
No: (n=10) spp. rodentium  typhlonius H. bilis  hepaticus  muridarum
Fekal p p n n p n
' Kolon p p n n n n
) Fekal n - - - - -
Kolon n - - - - -
Fekal p p p n n n
3 Kolon p p p n n n
Fekal p p P n n n
! Kolon p p p n n n
Fekal p p p n n n
° Kolon p p p n n n
Fekal p p n n n n
° Kolon p p n n p n
Fekal p p p n n n
! Kolon p p p n n n
Fekal p p p n n n
8 Kolon p p p n n n
Fekal p p p n n n
? Kolon p n p n n n
10 Fekal p p p n n n
Kolon p p p n p n
1 Fekal p p p n n n
Kolon p p n n n n
% Fekal 90,91 90,91 72,73 0,00 9,09 0,00
Pozitif  Kolon 90,91 81,82 63,64 0,00 18,18 0,00
Pooz/?tif Tesis 90,91 90,91 72,73 0,00 27,27 0,00

p: pozitif, n: negatif

48



pk ‘
Sekil 1. Fare Kolonileri 16S rRNA PCR Bant Goriintimleri.

Multiplex PCR sonuglarina gore (Sekil 3) calismanin yiiriitiildigi 11 adet tesisin
birinde Helicobacter spp. saptanmamis, Helicobacter spp. saptanan tesislerin tamaminda H.
rodentium bulundugu belirlenmistir. Tesislerden 1,6 ve numarali olmak iizere 2 adedinin H.
rodentium’a ek olarak H. hepaticus ile, 3, 4, 5, 7, 8, 9, 10 ve 11 numarali tesisler olmak tizere
7 adedinin ise H. rodentium’a ek olarak H. typhlonius ile mix enfekte oldugu tespit edilmistir.
Ikiden fazla tiir ile enfekte olan bir tesis mevcut olup bu da 10 numara ile kodlanmus tesistir.
Bu bulgular dikkate alindiginda olusan oranlar tablo 9 da goriildiigii gibi gergeklesmistir.
Buna gore iki tiir ile mix enfeksiyon goriilen tesis oran1 %90 ve ikiden fazla tiir ile mix

enfeksiyon gelisen tesis orani ise %10 olarak gerceklesmistir.

Tablo 9. Fare kolonilerinde mix enfeksiyon oranlart.

Tesis Sayist % oran
Monoenfekte - -

iki tir 9 90
Polienfekte .

Ikiden fazla 1 10
Toplam 10 100
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4.2.1. Fare Tesis Diski Orneklem Havuzu

Bireysel ornekler disinda tesiste bulunan tiim kafeslerden alinan diski 6rneklerinin
birlestirilmesi ile olusturulan tesis digki 6rneklem havuzundan elde edilen sonuglar bireysel
olarak alinmak suretiyle olusturulan 6rnek setinden alinan sonuglarla biiyiik 6l¢iide uyumlu
olmustur. Zira H. bilis ve H. muridarum tiirlerinin saptanmadig1 analiz sonuglarinda tek fark
H. hepaticus tiiriindeki oranda tespit edilmistir. Bireysel orneklemde %27,27 olan H.
hepaticus orant 4 numarali tesiste sdz konusu tiiriin saptanmasiyla %36,36 olarak

gerceklesmistir (Tablo 10).

Tablo 10. Fare tesis disk1 6rneklem havuzunda Helicobacter spp.ve tiirlere gore dagilim.
Helicobacter H. H . H H.

Tesis No: spp. rodentium typhlonius g hepaticus muridarum
1 p p n n p n
2 - - - - - -
3 p p p n n n
4 p p p n p n
5 p p p n n n
6 p p n n p n
7 p p p n n n
8 p p p n n n
9 p p p n n n
10 p p p n p n
11 p p p n n n
% Pozitif 90,91 90,91 72,73 0,00 36.36 0,00

p: pozitif, n: negatif
4.3. Rat Kolonilerinde Helicobacter spp.

Calismanin yiirttiildiigii 11 adet deney hayvani tesisinin 3 tanesinde ornek toplama
zaman araliginda geg¢ici ya da kalic1 olarak Rat tiretimi ve kullaniminin olmamasi nedeniyle
sonuglar 8 adet tesis iizerinde degerlendirilmistir. S6z konusu tesislerin herbirinden 15-22
haftalik yaslar arasindan rastgele secilen ayr1 kafeslerden 10’ar adet ratdan toplanan kolon ve

fekal orneklerinden elde edilen sonuglar Tablo 11°de 6zetlenmistir. Elde edilen numuneler
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tizerinde yapilan PCR sonucunda farelerde bir tesis hari¢ tamaminda Helicobacter spp. tespit
edilmistir (Sekil 2).

Sekil 2. Rat Kolonileri 16S rRNA PCR Bant Goriintimleri. (pk:Pozitif kontrol; nk: Negatif
kontrol)

Calismanin yiritildigii 8 adet tesisin 1 tanesinde Helicobacter spp. saptanmamus,
Helicobacter spp. saptanan tesislerin tamaminda H. rodentium bulundugu belirlenmistir.
Sadece H. rodentium ile monoenfekte olan tesis sayisi 6 adet olarak belirlenmistir. Bir tesisin
ise H. rodentium’a ek olarak H. typhlonius ile mix enfekte oldugu tespit edilmistir. Rat
kolonilerinde ikiden fazla tiir ile enfekte olan yetistirme tesisi bulunmamaktadir. Bu sonuca
gore prevalans %87,5 olarak ger¢eklesmistir. Elde edilen Helicobacter spp. pozitif 6rneklerin
DNA lar kullanilarak yapilan multiplex PCR sonuclarina (Sekil 3) gore en yaygin tir %87,5
prevalansla H. rodentium olmustur. H. bilis, H. hepaticus ve H. muridarum tiirlerinin higbir
tesiste tespit edilmedigi calismada H. typhlonius %12,5 prevalans oraniyla ikinci yaygin
tiirdiir. Cins ve tiir diizeyinde 6rneklem yerleri goz 6niine alindiginda arasinda oransal bir fark

ortaya ¢ikmamistir.
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Tablo 11. Rat kolonilerinde Helicobacter spp.ve tiirlere gére dagilimu.

o Omek  Helicobacter H. H. N H. H.
Tesis No: (n=10) spp. rodentium  typhlonius H. bilis hepaticus muridarum
1 Tesiste rat iiretimi ve kullanimi bulumamaktadir.

Fekal n - - - - -
2 Kolon n - - - - -
3 Fekal p p n n n n
Kolon p p n n n n
: Fekal p p p n n n
Kolon p p p n n n
5 Tesiste rat iiretimi ve kullanimi1 bulumamaktadir.
6 Fekal p p n n n n
Kolon p p n n n n
; Fekal p p n n n n
Kolon p p n n n n
g Fekal p p n n n n
Kolon p p n n n n
9 Fekal p p n n n n
Kolon p p n n n n
10 Tesiste rat iiretimi ve kullanimi bulumamaktadir.
1 Fekal p p n n n n
Kolon p p n n n n
% Pogitif Fekal 87,5 87,5 12,5 0,00 0,00 0,00
o Poziti
Kolon 87,5 87,5 12,5 0,00 0,00 0,00
Y%oPozitif Tesis 87,5 87,5 12,5 0,00 0,00 0,00

p: pozitif, n: negatif

Kontrol
S— - - Rand

100 bp

Sekil 3. Multiplex PCR Bant Goriitiileri.
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Tablo 12. Rat tesis diski 6rneklem havuzunda Helicobacter spp.ve tiirlere gére dagilimi.

Helicobacter H. H. H. H.
Tesis No: spp. rodentium  typhlonius H. bilis hepaticus ~ muridarum
1 Tesiste rat iiretimi ve kullanimi bulumamaktadir.
2 n - - - - -
3 p p n n n n
4 p p p n p n
5 Tesiste rat iiretimi ve kullanimi bulumamaktadir.
6 p p n n n n
7 p p n n n n
8 p p n n n n
9 p p n n n n
10 Tesiste rat iiretimi ve kullanimi bulumamaktadir.
11 p p n n n n
% Pozitif 87,5 87,5 12,5 0 12,5 0

p: pozitif, n: negatif

4.3.1. Rat Tesis Diski Orneklem Havuzu

Bireysel ornekler disinda tesiste bulunan tiim kafeslerden alinan diski 6rneklerinin
birlestirilmesi ile olusturulan tesis diski 6rneklem havuzundan elde edilen sonuglar Tablo
12°de 6zetlenmistir. Bu sonuglar bireysel olarak alinmak suretiyle olusturulan 6rnek setinden
alinan sonuglarla biiyiik 6lgiide uyumlu olmustur. Zira H. bilis ve H. muridarum tiirlerinin
saptanmadig1 analiz sonuglarinda tek fark H. hepaticus tiiriindeki oranda tespit edilmistir.
Bireysel 6rneklemde tespit edilmeyen H. hepaticus orani 4 numarali tesiste s6z konusu tiiriin

saptanmastyla %12,5 olarak gerceklesmistir.

4.4. Gerbil Kolonisinde Helicobacter spp.

Calismanin yiiriitiildiigii 11 adet deney hayvani tesisinin sadece 1 tanesinde gerbil tiirii
laboratuvar hayvani olmasi1 nedeniyle sonuclar 1 adet tesis ilizerinde degerlendirilmistir. S6z
konusu tesisten alinan 15-22 haftalik yaslar arasindan rastgele segilen ayr1 kafeslerden 10 adet

gerbilden toplanan kolon ve fekal 6rneklerinden elde edilen sonuglar Tablo 13’de goriildiigi

53



gibi gerceklesmistir. Elde edilen numuneler {izerinde yapilan PCR sonucunda gerbil
bulundurantesisten alinan Ornekte Helicobacter spp. tespit edilmistir. Elde edilen
Helicobacter spp. pozitif 6rnegin DNA lar1 kullanilarak tiir bazinda ayrim ig¢in Multiplex

PCR sonucuna kolon 6rneklerindesadce H. rodentium ve H. typhlonius tespit edilmistir.

Tablo 13. Gerbil kolonisinde Helicobacter spp.ve tiirlere gore dagilimi.

Tesis Omek  Helicobacter ~ H. H. H. H.

No: (n=10) spp. rodentium typhlonius H. bilis hepaticus muridarum
Fekal p n n n n n

’ Kolon p p p n n n

p: pozitif, n: negatif

4.4.1. Gerbil Tesis Diski Orneklem Havuzu

Bireysel ornekler disinda tesiste bulunan tiim kafeslerden alinan diski 6rneklerinin
birlestirilmesi ile olusturulan tesis diski 6rneklem havuzundan elde edilen sonuglar Tablo
14’de 6zetlenmistir. Bu sonuglar bireysel olarak alinmak suretiyle olusturulan 6rnek setinden

alinan sonugclarla birebir uyumlu olmustur.

_Tablo 14. Gerbil tesis disk1 6rneklem havuzunda Helicobacter spp.ve tiirlere gore dagilima.

] Helicobacter H. H. N H. H.
Tesis No: . ) H. bilis ) .
spp. rodentium typhlonius hepaticus muridarum
9 p p p n n n

p: pozitif, n: negatif

4.5. Diski ve Kolon Ornek Sonuclari Karsilastirmalar

Calismada elde edilen diski ve kolon orneklerinde elde edilen sonuglar hayvan tiirii
ayrimi1 yapilmaksizin birlikte degerlendirilmis ve sonuglar Tablo 15te gorildigi gibi

gerceklesmistir.

Buna gore Helicobacter spp. ¢alismanin yiiriitiildiigii tiim hayvan tiirleri olan 10 fare, 7
rat ve 1 gerbil olmak tizere toplam 18 adet diski1 ve kolon 6rneginde pozitif sonu¢ vermis, 1

adet digk1 ve kolon drneginde ise (negatif olan rat ve farenin barindirildig: tesis) negatif sonug
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vermistir.

Calismada degerlendirilmesi yapilan ve spp. diizeyinde pozitif sonug (18) veren

tesislerde herbir Helicobacter tiirtiniin diski ve kolon sonuglart hayvan tiiri ayrimi

yapilmaksizin belirlenmis ve istatistiki degerlendirmeler bu sayilar {izerinden yapilmistir. Bu

sayima gore;

» Diski 6rneklerinde;

H. rodentium, sadece 9 numarali tesiste bulunan gerbil kolonisinde negatif sonug

verdiginden negatif 6rnek sayisi 1, pozitif drnek sayisi 17,

H. typhlonius, fare kolonilerinde 1 ve 6 numarali tesislerde, rat kolonilerinde 3, 6, 7,
8, 9, 11 numaral tesislerde ve 9 numarali tesis olan gerbil kolonisinde negatif sonug

verdiginden negatif 6rnek sayis1 9, pozitif 6rnek sayis1 9,

H. hepaticus, fare kolonilerinde 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 ve 11 numaral tesislerde ve
toplam 7 adet rat ile bir adet gerbil kolonisinde negatif sonug¢ verdiginden negatif

ornek sayisi 17, pozitif 6rnek sayisi 1, olarak tespit edilmistir.
> Kolon orneklerinde;

H. rodentium, sadece 9 numarali tesiste bulunan fare kolonisinde negatif sonug

verdiginden negatif 6rnek sayisi 1, pozitif 6rnek sayis1 17,

H. typhlonius, fare kolonilerinde 1, 6 ve 11 numarali tesislerde ve rat kolonilerinin

tamaminda negatif sonu¢ verdiginden negatif 6rnek sayisi 10, pozitif 6rnek sayis1 8,

H. hepaticus, fare kolonilerinde sadece 6 ve 10 numarali tesislerde pozitif ¢ikmasindan

dolay1 negatif 6rnek sayis1 16, pozitif 6rnek sayisi 2, olarak tespit edilmistir.

Calismaya konu olan hayvan tiirlerinin tamamindan elde edilen sonuglar 6rneklem yeri

(Disk1 - Kolon) bazinda karsilagtirildiginda; H. hepaticus’un %11,11°¢ karsilik %5,56 ile

kolon oOrneklerinde daha yiiksek bir oranla bulunudugu goriilirtken H. typhlonius’un ise

%350’ye karsilik %44,44 orani diski 6rnegindeki orani yiiksek olmustur. Spp. diizeyinde ve

diger tiirler arasinda ise oransal bir fark olugsmamastir.

Ancak elde edilen bu sonuglar karsilastirildiginda diski ve kolon sonuglar1 arasinda

farkin istatistiki olarak 6nemsiz oldugu belirlenmistir (p>0,05).
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Tablo 15. Diski ve Kolon Ornek Sonuclar1 Karsilastirmalari.

Helicobacter H. H. _ H.bilis H. H.
spp. rodentium typhlonius hepaticus muridarum
Pozitif 18 17 9 0 1 0
Negatif 1 1 9 0 17 0
Diski Toplam 19 18 18 0 18 0
Oran% 94,70 94,44 50,00 0,00 5,56 0,00
Pozitif 18 17 8 0 2 0
Negatif 1 1 10 0 16 0
Kolon Toplam 19 18 18 0 18 0
Oran% 94,70 94,44 44,44 0,00 11,11 0,00
P degeri - - 0,49 - 0,54 -
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5. TARTISMA

5.1. Klinik Belirtiler ve Bulasma Yollar:

Calismamizda elde ettigimiz veriler, ¢esitli evcil ve vahsi hayvanlarin gastrointestinal
mukozal yiizeyi boyunca her yerde bulunmakta oldugu ve klinik hastalifa yol agmasina
iliskin bildirilen literatiir verisi ile uygunluk sergilemektedir. Zira Helicobacter tiirlerinin
bagisiklig1 yeterli, dogal bir konagin enfeksiyonunun klinik hastaliga yol agmasi ile ilgili cok

az Ornegin varligt vurgulanmaktadir (Solnick ve Schauer 2001).

S6z konusu bakterinin kabaca mideyi kolonize eden gastrik Helicobacter tiirleri ve
bagirsakta ve hepatobiliyer sistemde bulunabilen enterohepatik Helicobacter tiirleri olmak
tizere iki gruba ayrilabilecegi belirtilmektedir (Neubert ve digerleri, 2022). Laboratuvar
kemirgenlerinde goriilen bu cinse ait tiirlerin ¢ok biiylik kismi enterohepatik 6zellik

sergilemektedir.

EHS'min 6nemli bir 6zelligi, normal kosullar altinda, bagisiklig1 yeterli hayvanlarda,
bircogunun mide mukozasini kolonize etme ve/veya hepatobiliyer sisteme invzyon yetenegi
sergilemesi ve bu  durumlarda normal  konakgilarinda  ciddi  hastaliklarla
iligkilendirilebilmesidir. Kaydedilmesi gereken bir ozellik de, bunun genellikle yash
hayvanlarda meydana gelmesidir ki; bu durumun s6z konusu bakterilerin dogal yasam
alanlarindan daha farkli nislere invazyonuna izin veren bagisiklik yeterliliklerinin de bir rolii
olabilecegini gosterdigi belirtilmektedir. Ornegin H. muridarum ve H. aurati, gastrit, atrofi,
intestinal metaplazi ve adenokarsinoma ile iligkili mide mukozasinda bulunmustur (Lee ve
digerleri, 1993; Nambiar ve digerleri, 2005; Patterson ve digerleri, 2010). Ayrica H. bilis'in
karacigerde ve adindan da anlasilacagi gibi yash farelerin safra kesesinde kolonize oldugu
gosterilmistir (Fox ve digerleri, 1995). Sunulan c¢aligmada kullanilan materyalin 15-22
haftalik gen¢ hayvanlardan olusmas: klinik bir tabloyla karsilasilmamasinin nedeni olabilir.
Ancak deney materyalinin elde edildigi tesislerde yashi hayvan bulunmasma karsin tesis

sorumlusu olan Veteriner Hekimlerden herhangi bir klinik tablo bildirimi de alinmamastir.

Sunulan caligmanin yiritildigi 11 adet fare kolonisinin 8 tanesinde ve 8 rat
kolonosinin birinde H. rodentium’a ek olarak basta immiin yetmezligi olan farelerde olmak

tizere sekum ve kolonda mukozal hiperplazi ve iligkili inflamasyon ile karakterize hastaliga
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neden oldugu belirtilen (Franklin ve digerleri, 2001) H. typhlonius ile mix enfekte oldugu
tespit edilmistir. Bu tir Franklin ve digerleri (2001) tarafindan bildirildigi gibi H.
rodentium’un ardindan en yaygin tiir olmustur. immiinkompetan farelerde dogal olarak olusan
gastrointestinal lezyonlarla ilgili daha fazla arastirma yapilmasi 6nerilen H. typhlonius’un mix

enfeksiyonlarda dahi klinik bir tablo olusturmadig1 gézlenmistir.

Calismanin yuritildigi 11 adet tesisin 1 tanesinde Helicobacter spp. saptanmamus,
hem fare hem de rat kolonilerinde Helicobacter spp. saptanan tesislerin tamaminda H.
rodentium bulundugu belirlenmistir. Sadece H. rodentium ile monoenfekte olan tesis sayisi rat
kolonilerinde 7 adet olarak belirlenmistir. H. rodentium'un yetiskin vahsi tip farelerde
patojenik olmadigi, ancak H. hepaticus ile enfekte olmus farelerin sekumunda IL- 10
tiretimini arttirdigi belirtilmektedir (Franklin ve digerleri, 2001). H. rodentium geleneksel fare
kolonilerinin ¢gogunda kabul edilebilir bir kirletici olabilecegi ile birlikte, H. rodentium ile mix
enfeksiyonun, bu cinsin H. hepaticus veya H. bilis gibi daha patojenik iiyelerinin neden
oldugu hastalig1 gii¢lendirebilecegi vurgulanmaktadir (Myles ve digerleri, 2004). Rat
kolonilerinde herhangi bir klinik bulgunun olmamasi bu ¢alismayla paralellik gostermistir.
Bununla birlikte H. rodentium ile birlikte H. hepaticus ile enfekte olmus farelerin sekumunda
IL-10 dretimini arttigi (Franklin ve digerleri, 2001) ve s6z konusu iki tiir ile mix- enfekte
SCID farelerinde sivi sekum igerigi ve diisiik terminal viicut agirliginin (Myles ve digerleri,
2004) artt1g1 calismalarla uyumsuzluk sergilemistir. Zira fare kolonileri s6z konusu oldugunda
H. rodentium’a ek olarak H. hepaticus ile enfekte olan 3 adet tesiste Kklinik bulguya
rastlanmadigi gibi tesis sorumlusu olan Veteriner Hekimlerden de klinige dair herhangi bir

bildirim alinmamustir. Rat kolonilerinde ise H. hepaticus tespit edilmemistir.

Fox ve digerleri (1994) tarafindan tiim EHS'ler arasinda en siddetli klinik tabloya H.
hepaticus'un neden oldugu gosterilmesine karsin Sunulan c¢aligmada incelenen fare
kolonilerindeki prevalans1 H. hepaticus’un %27.27 olarak bulunmasina ragmen herhangi bir

klinik tabloyla karsilagilmamastir.

Incelemesi yapilan etkenlerin tek basina ya da mix olarak bulunmalari ile ilgili klinik
tablo s6z konusu oldugunda caligmada elde edilen verilerle literatiir verileri arasinda bir takim
uyumsuzluklar ortaya ¢ikmistir. Bu uyumsuzlugun incelemesi yapilan tesislerde detayli bir
klinik gdzlem yapilmamas: ile ilgili olabilecegi diisliniilmektedir. Zira incelenen etken
yoniinden pozitif sonu¢ veren tesislerin hicbirinde bir kalite gilivence sistemine entegre
edilmis laboratuvar hayvani ‘Saglik Izleme’ programinin olmadigi tespit edilmistir. Oysa,

deney hayvani kullanimi ile ilgili standartlar olusturma amaciyla kurulan uluslararasi
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organizasyonlarin her kurumun herhangi bir kalite giivence sistemine entegre edilmis bir
laboratuvar hayvani ‘Saglik izleme’ programi tavsiye ettigi belirtilmektedir (Mihler ve

digerleri, 2014; Bracken ve digerleri, 2017).

Laboratuvar hayvanlar1 iiretimi yapilan tesislerde hayvanlarin klinik gozlemlerinin
detayli bir sekilde yapilmamasi, s6z konusu hayvanlarin gorece hizli ve kolay bir lireme
dinamigi sergilemesi ile iliskilendirilebilir. Sahsi gozlemlere dayanilarak sdylenebilir ki;
herhangi bir nedenle {ireme yetenegini yitirmis kolonilerin ikamesi gorece hizli ve kolay bir
sekilde yapilabildiginden bu tesislerde klinik gézlem ve buna bagli tedavi ya da eradikasyon

programi yiiriitilmemektedir.

Helicobacter tiirlerinin bulagsmasina iligkin literatiir verileri birtakim uyumsuzluklar
igermektedir. Ornegin, kontamine althik araciligiyla koloniden sentinel farelere hizli bir
sekilde bulasan H. hepaticus’un aksine H. bilis'in sentinel farelere gecikmeli ve tutarsiz bir
sekilde bulastigini bildiren ¢alismalarin oldugu bildirilmektedir (Chichlowski ve Hale, 2009).
Sunulan ¢alismada fare ve rat kolonilerinden elde edilen ‘Tesis Diski Orneklem Havuzu’
orneklerinde bireysel Orneklerle karsilastirildiginda H. hepaticus oranlarinda 1limli bir
yiikselisin oldugu goriilmektedir. Fare kolonilerinde bireysel drneklemde %27.27 olan H.
hepaticus oran1 4 numarali tesiste sz konusu tiirlin saptanmasiyla %36.36 olarak
gerceklesmistir. Rat kolonilerinde ise bireysel 6rneklemde tespit edilmeyen H. hepaticus orani
4 numarali tesiste s6z konusu tiirlin saptanmasiyla %12.5 olarak gerceklesmistir. Bu veriyle 4
numarali kolonide H. hepaticus bulundugu halde rastgele segilen fare ve ratlarin higbirine
bulagsmadig ile ilgili bir yargi olusturabilir. Ancak bunun aksine Chichlowski ve Hale (2009)
kontamine altlik araciligiyla koloniden sentinel farelere hizli bir sekilde bulasan tiirtin H.
hepaticus oldugu, bu bulas dinamiginin aksi yoniinde olanin ise H. bilis oldugunu ve H.
bilis'in sentinel farelere gecikmeli ve tutarsiz bir sekilde bulastigini bildirmektedir.
Chichlowski ve Hale (2009) tarafindan bildirilen bulagsma yoluna benzer olarak; deneysel
olarak H. hepaticus, H. rodentium ve H. bilis ile enfekte edilen bir fare kolonisinde sentinel
olarak kullanilan farelerde bu tiirler yoniinden %100°lik bir prevalans tespit edilmistir
(Whary ve ark. 2000). Sunulan ¢alismada ornekler arasinda elde edilen bu veri farki s6z
konusu cinse ait bulagsma dinamikleri ile daha fazla ¢alisma yapilmasi gerektigini
gostermektedir. Zira bu konuyla ilgili verilerin sinirl oldugu ve varolan verilerinde birtakim

celiskiler icerdigi de belirtilmektedir (Chichlowski ve Hale, 2009).
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5.2. Prevalans

Ilk kez Marshall ve Warren (1984) tarafindan izole edilen spiral sekilli mikroaerofilik
bakteriler, mide hastalig1 ile iliskileri nedeniyle onemli arastirmalarin odak noktasi olmaya
baglamistir. Yaygin olarak kullanilan tiim laboratuvar kemirgen tiirlerinde dogal olarak
edinilmis  Helicobacter enfeksiyonlarmin  varligi  ve enfekte farelerden yapilan
orneklemelerden sik izole edilen tiirlerin biiyilk kismmin Helicobacter hepaticus’un
olusturdugu bildirilmektedir (Taylor ve digerleri 2007). Daha 6nce alintilanan veriler
kullanilarak yapilan bir yorumda Helicobacter spp.’nin test edilen fare fekal 6rneklerinde
%?32'lik bir prevalanstan soz edilmekte ve bu oranin da Helicobacter spp.’yi biyomedikal
arastirma i¢in kullanilan farelerde en yaygin patojen haline getirdigi belirtilmektedir

(Livingston ve Riley, 2003).

Calismamizda fare kolonilerinde elde edilen %90,91 oranindaki Helicobacter spp.
prevalansi bu konuda yapilan ¢aligmalarda bulunan en yiiksek prevalans orani olmustur. Zira
bu konu ile ilgili yapilan ¢alismalarda elde edilen en yiiksek prevalans Taylor ve ark. (2007)
tarafindan yapilan ve materyalini Amerika Birlesik Devletleri Kanada, Avrupa, Avustralya ve
Asya'daki 16 arastirma enstitlistinden alinan 6rneklere ek olarak iki ABD ticari isletmeden
alman 10 hayvanin olusturdugu bir ¢aligmada prevalans %88 diizeyinde gerceklesmistir.
Benzer bir oran Bohr ve digerleri (2006) tarafindan yiiriitiilmiis bir ¢alismada da elde
edilmistir. S6z konusu ¢aligmanin yapildig: tesis SPF nitelikte olmasina ragmen Helicobacter
spp. taramasinda %87,5 oraninda prevalans tespit edilmistir. SPF nitelikte bir bagka tesiste
yapilan ¢alismada Jacoby ve Lindsay (1998) tarafindan yiiriitilmis ve %10’luk bir

Helicobacter prevalansi ortaya konulmustur.

Helicobacter spp. prevalansina yonelik yapilan ilk ¢alisma olan Shames ve digerleri
(1995) tarafindan yapilmis ve g¢alismada %50 prevalans orani raporlanmigtir. Helicobacter
testi i¢in Missouri Universitesi Arastirma Hayvan Teshis ve Arastirma Laboratuvari'na
gonderilen fekal ornekleri PCR ile incelenmesi sonucu Kasim 1999- 2000 yillarinda test
edilen 1.271 numunede Helicobacter spp. i¢in pozitiflik orant %10,54 olarak raporlanmistir
(Franklin ve digerleri, 2001). Pritchett- Corning ve digerleri. (2009) tarafindan yapilan
caligmada ise farelerde en yaygin olan bakteiyel ajan olarakortalama %16.08’lik bir oran ile
Helicobacter spp. raporlanmistir. Dort farkli tesisde barmndirilan 9 fare susunun fekal
orneklerinde saptanan Helicobacter DNA's1 %85,7 oraninda gergeklesmistir (Nilsson ve

digerleri, 2004). Cins diizeyinde yapilan prevalans caligmalarinda, icerisinde SPF nitelikte
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deney hayvani tesislerinin de bulundugu isletmelerde Helicobacter spp.’nin %10 ile 88

arasinda bir prevalans orani sergiledigi goriilmektedir.

S6z konusu ¢alismalar farkli cografyalarda gergeklestirilmis olmasina karsin, prevalans
orant ile ilgili olarak cografik bolge Ozelinde bir degerlendirme yapmak miimkiin
goriinmemektedir. Zira aynm1 cografik bolgede yapilan iki ¢alismada Franklin ve digerleri,
(2001) %10,54’lik bir prevalans raporlarken Taylor ve digerleri (2007) %88’lik bir oran
raporlamaktadir. Cografik dagilimin belirleyici nitelik gostermemesine benzer bir durum
caligmalarin yapildigi tarihler i¢in de gegerli olmustur. Tarihsel siralama ile elde edilen
prevalans oranlari arasinda pozitif ya da negatif 6zellik gosteren lineer bir iligki s6z konusu

olmamustir.

Bu konuyla ilgili yapilan calismalarda oldukc¢a genis bir varyasyon sergileyen
Helicobacter spp. prevalans oranlari goriilmektedir. Calismamizda elde edilen %90,91°lik
oran ise bu calismalarla kiyaslandiginda bulunan en yiiksek oran olmustur. So6ziinii ettigimiz
cografya ve tarihsel siralamadan bagimsiz olarak yelpazenin genisliginde en biiyiikk payin
bakim besleme kriterlerinden kaynaklandig1 sdylenebilir. Ulkemizde rodent Helicobacter spp.
taramasina yonelik daha once bir caligmanin yapilmamis olmasi, s6z konusu etkenin
yayginligina dair bir fikir olusmamasinda 6nemli bir rol oynamis olabilir. Varligi ile ilgili bir
verinin olmamasi, Helicobacter spp.’ye yonelik eradikasyona dair herhangi aksiyon
alinmasinin Oniine gegerek prevalans oraninin yiliksek ¢ikmasinda pay sahibi oldugu

sOylenebilir.

Bohr ve digerleri (2006) tarafindan yapilan bir calismaya gore bir SPF tesiste
barmndirilan 37 inbreed 3 outbred olmak tizere toplam 40 fare susundan 27°sinin tek bir
Helicobacter tiirii tasidigini, sekiz fare susunun ise en az iki farkli Helicobacter tiirii
tarafindan enfekte oldugunu ortaya ¢ikardigr belirtilmektedir. Yapilan ¢alismada ise 10 adet
tesisten alinan Orneklerin tamaminda birden fazla tiir tespit edilmistir. Bu veri oransal olarak
Bohr ve digerleri (2006) tarafindan yapilmis ¢alismanin sonuglarindan daha yiiksek bir orani
gostermektedir. Elde edilen oranlar arasindaki fark mukayese edilen caligmanin SPF

olmasindan kaynaklanabilecegi diisliniilmektedir.

Calismamizda ikiden fazla tiir ile enfekte sadece bir tesis olup oransal olarak %10’a
tekabiil etmektedir. Mix enfeksiyonlarla ilgili olarak yapilan bir baska calisma da Taylor ve
digerleri (2007) tarafindan yapilmistir. Amerika Birlesik Devletleri, Kanada, Avrupa,
Avustralya ve Asya'daki aragtirma enstitlisiinden alinan 6rneklerin materyalini olusturdugu

calismada, enstitiilerin %6’simin en az ii¢ Helicobacter spp. ile, %29 unun iki Helicobacter
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spp. ile, %47’sinin ise tek bir Helicobacter tiirii ile kolonize edildigini gostermistir. Tez
calismasinda ikiden fazla tiir ile enfeksiyon orani olan %10 bu calismada bulunan degerle
benzerlik gostermis ancak tek ve iki tiir ile enfeksiyon oranlar1 Taylor ve digerleri (2007)’nin

bildirdigi oranlarin ¢ok ilizerinde ger¢eklesmistir.

Literatiirde Helicobacter cinsine ait tiirler bazinda yapilan prevalans ¢aligmalarinda da
cins diizeyinde bulunan sonuglara benzer sekilde genis bir yelpazeyle karsilasilmaktadir. Tez
calismamizda elde edilen Helicobacter spp. pozitif 6rneklerin DNA lar1 kullanilarak tiir
bazinda ayrim i¢in multiplex PCR sonuglarina gore en yaygin tiir %90,91 prevalansla H.
rodentium olmustur. H. bilis ve H. muridarum tiirlerinin higbir tesiste tespit edilmedigi
caligmada H. typhlonius %72,73 prevalans oraniyla ikinci yaygin tiir olurken onu %27,27°1lik

prevalansla H. hepaticus’un takip ettigi tespit edilmistir.

Tiir bazinda elde edilen oranlar daha 6nce yapilan benzer calismalarla kiyaslandiginda
H.rodentium’un % 90,91 oranindaki prevalansi literatiirdeki en yiiksek prevalans orani
olmustur. Bu tiire ait oranlar %23,4 (Goto ve digerleri (2000), %6 (Taylor ve digerleri, 2007),
%8 (Whary ve Fox, 2006), %15,11 (Franklin ve digerleri, 2001), %10 (Myles ve digerleri,
2003) seklinde raporlanmustir.

Tiir diizeyinde yapilan bir baska ¢alismada Goto ve digerleri (2000) ise koloni bazinda
olmak tiizere H. Hepaticus prevalanst %25,5, H.rodentium prevalansi ise %?23,4 olarak
gergeklesirken, calismamizda varligina dair bir veri elde edilemeyen H. bilis prevalanst %2,1
olarak gerceklesmistir. Bu oranlar tez ¢alismasinda elde edilen oranlarla karsilagtirildiginda;
H. hepaticus prevalansinin benzer oranda gergeklestigi, H. rodentium’da ise elde edilen

%90,91°lik oran ile oldukga yiiksek olarak ger¢eklesmistir

Helicobacter cinsinin biyolojik ¢aligmalarin yoniinii degistirme potansiyelinin fark
edilmesi ile birlikte yapilan ilk ¢alisma Shames ve digerleri (1995) tarafindan sadece H.
hepaticus taramasina yonelik yapilmistir. Bu ¢aligmada dort tesisden toplam 160 fare olmak
tizere yirmi sekiz farkli sus veya stok kullanilmig ve dort tesisin ikisinde H. hepaticus’un
tespit edildigi bildirilmistir. Bu oran sunulan c¢alismada farelerde elde edilen %27,27’lik
prevalanstan daha yiiksek bir oran olmustur. Yapilan arastirmada elde edilen H. hepaticus
prevalansindan daha yiiksek prevalans orani bildiren bir bagka ¢alisma Taylor ve digerleri
(2007) tarafindan yiiriitiilmustiir. S6z konusu ¢alismada arastirilan 34 kurumdan alinan fareler
arasinda, tek basma veya diger Helicobacter tiirleri ile kombinasyon halinde %59’luk bir
oran ile H. hepaticus en ¢ok tespit edilen tiir olmustur. Monoenfekte fare suslarinin analizi

sonucunda H. hepaticus %7,5 oran ile tez ¢calismamizda elde edilen veriden daha diisiik olarak
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raporlanan tek arastirma Bohr ve digerleri (2006) tarafindan vyiiriitiilmiistiir. Isve¢ Ulusal
Veteriner Enstitiisii’niin 2002-2003 verilerine gore ise H. hepaticus prevalansi %42 olarak

gerceklesmistir (Johansson ve digerleri, 2006).

Aragtirma farelerinin fekal 6rneklerinde yaygin olmasinin yani sira ii¢ fare tliriiniin esey
organlarinda da saptandig bildirilen (Franklin ve digerleri, 2001; Scavizzi ve Raspa; 2006) H.
typhlonius tez galismasinda ki prevalansi %72,73 olarak belirlenmistir. Bu oranla s6z konusu
tir H. rodentium’un ardindan ikinci en yaygin tiir olmustur. Taylor ve digerleri (2007)
tarafindan yiriitillen ¢alismada da ikinci en yaygin tiir olarak belirlenen H. typhlonius 'un
orani ise %26 olarak belirtilmistir. Bu oran literatiir verileri arasinda en yiiksek orani temsil
etmekle birlikte ¢calismamizda belirlenen orandan bir hayli diisiik kalmistir.1999-2000 yillart
arasinda ylirlitiilen bir c¢alismada ise H. typhlonius ic¢in %4,88’lik bir oran belirtilirken
(Franklin ve digerleri, 2001), ayn1 Laboratuvarda 2001 ve 2002 yillarinda test edilen fekal
orneklerin %17'sinin H. typhlonius i¢in pozitif oldugu raporlanmaktadir (Myles ve digerleri
2003). Helicobacter spp. igin %8’lik bir oranin belirlendigi bir calismada ise toplam
orneklerde elde edilen H. typhlonicus oran1 %4 olarak raporlanmistir (Bohr ve digerleri,
2006). Goto ve digerleri (2000) tarafindan yapilan bir ¢alismada 47 koloniden 9’unun (%19.1)
cinse Ozgli primere pozitif sonu¢ vermesine karsin arastirmasi yapilan higbir tiire dahil
olmadig1 belirtilmekle birlikte s6z konusu cinse 0zgii pozitif orneklerin 2 tanesinin H.
typlonius ile %97.2 oraninda homoloji gosterdigi belirtilmistir. Bu da yaklagik %4’liik bir

orana tekabiil etmektedir.

Ratlarda yapilan survey calismalar1 farelerde yapilanlara kiyaslandiginda oldukga kisith
oldugu goriilmektedir. Helicobacter spp.’nin ratlarda ki prevalansi s6z konusu oldugunda
farelerde oldugu gibi genis yelpazede ve gorece yliksek prevalansa karsin daha diisiik oranlar
goze carpmaktadir. S6z konusu tiir olan ratlarda yapilan bir ¢alismada PCR kullanilarak
taranan sekum oOrneklerinde Helicobacter spp.’nin %19’luk prevalanstan s6z edilmektedir
(Whary ve Fox, 2006). Bu oran tez calismasinda elde edilen oran olan %87,5’tan olduk¢a
diisiiktiir. Tur diizeyinde elde edilen oranlar ise %87,5 prevalansla H. rodentium, %12,5
prevalansla H. typhlonius seklinde gergeklesmistir. Bu oranlardan Whary ve Fox (2006)
tarafindan bildirilen %10’luk oranla benzerlik tasirken, elde edilen %87,5 oran ile H.

rodentium orani ayni ¢alismada belirlenen % 8’lik orandan oldukga yiiksek bulunmustur.

Taranan tesis bazinda %29,4 oraninda H. rodentium pozitif 6rnegin yer aldigi Goto ve
digerleri (2000) tarafindan yiiriitilen bir c¢aligmada koloni prevalanst %30 olarak

gerceklesmistir. Bu oran c¢alismamizda belirlenen orandan daha diisiik bir orani ifade
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etmektedir. Ratlara benzer durumun gerbiller igin de gegerli oldugu ¢alismada taranan tesis
bazinda %78 oraninda pozitif ¢ikan H. hepaticus’un koloni prevalanst %75 olarak
gerceklesmistir.  Gerbillerde bunun disinda cinse ya da tire Ozgili bir baglanma
gerceklesmeyen adi gecen calisma verileri ile ¢alismamizda elde edilen veriler arasinda
uyumsuzluk s6z konusu olmustur. Zira tez ¢alismamizda gerbil kolonisinde saptanabilen

tiirler arasinda H. rodentium ve H. typhlonius yer alirken H. hepaticus saptanmamustir.

5.3.  Diski ve Kolon Ornek Sonuclar1 Karsilastirmalar:

Ornekleme icin diski kullanimimin tarama testlerini kolaylastiric1 bir faktér olmasinin
yant sira 6tenaziyi dnlediginden dolay1 tarama testlerinde ve klinik arastirmalarda 3R (Aritma,
Azaltma, Degistirme) saglanmasi agisindan giivenilir ve kolay bir yontem oldugu
belirtilmektedir (Matos-Rodrigues ve digerleri, 2020). Tez ¢alismasinda ¢alismaya konu olan
hayvan tiirlerinin tamamindan elde edilen sonuclar Ornekleme yeri bazinda
karsilastirildiginda; Calismaya konu olan hayvan tiirlerinin tamamindan elde edilen sonuglar
orneklem yeri (Diski - Kolon) bazinda karsilastirildiginda; H. hepaticus’un %11,11¢ karsilik
%35,56 ile kolon 6rneklerinde daha yiiksek bir oranla bulunudugu goriiliirken H. typhlonius’un
ise %50’ye karsilik %44,44 oran1 disk1 6rnegindeki orani yiiksek olmustur. Spp. diizeyinde ve
diger tiirler arasinda ise oransal bir fark olugsmamistir.Ancak elde edilen bu sonuglar
karsilastinlldiginda s6z konusu iki Orneklem sonucglari arasinda farkin istatistiki olarak

onemsiz oldugu belirlenmistir (p>0,05).

Tez calismasinda elde ettigimiz bulgunun aksine, drneklem yerlerinin karsilastirmasini
da igeren bir calismada, bagirsaklarin pozitif oldugu bazi durumlarda fekal Orneklerin
Helicobacter igin negatif olabilecegi bildirilmistir (Cao ve digerleri, 2020). Iki numune alim
yeri arasinda kolon lehine sonug bildiren bir baska calisma da Matos-Rodrigues ve digerleri
(2020) tarafindan yapilmigtir. Bu ¢alisma da spp. diizeyinde fekal 6rneklerde %59,6 olan
oran, kolon Orneginde %70,1 olarak raporlanmistir. Ancak s6z konusu bu caligmada
karsilagtirma ayni hayvanlar iizerinde yapilmadigindan verilen sonucun bu ydnde bir

degerlendirme amaciyla kullanimi belirleyici olmayacaktir.

Beckwith ve digerleri (1997) tarafindan yapilan ve kolon ile digski 6rneklerinin sonug
tizerindeki etkisinin 6nemsiz olarak bulundugu sunulan ¢alismadaki bulgulara benzer sekilde
intestinal orneklerle fekal 6rnekleri arasinda Helicobacter spp. yoniinden 6nemli bir farkin

olmadig: belirtilmektedir. Fekal filtrasyonla elde edilen filtratla yapilan ekimlerle sekum ve

64



kolon kazintilarindan yapilan ekimler arasinda tam bir uyumun raporlandigi bir baska ¢alisma

da Shames ve digerleri (1995) tarafindan yiiriitiilmiistiir.

Helicobacter spp.'nin dagilimimi ve bu dagilimin hastalikla iliskisini incelemek i¢in
mide, bagirsak ve hepatik doku Orneklerinin degerlendirildigi bir ¢calismada; 4 farkli tesisde
barindirilan 9 fare susunun digki Orneklerinde %85,7 oraninda Helicobacter DNA's1
saptanmistir ve bu oran diger doku ve Orneklerle kiyaslandiginda en yiiksek oran olmustur.
Diger dokulardaki Helicobacter spp. DNA dagilimi ise; gastrik dokuda %54,8, kan
orneklerinde %14,3 ince bagirsakta %16,7 ve karacigerde %21,4 olarak belirlenmistir
(Nilsson ve digerleri, 2004). Tez ¢alismasinda tiir diizeyinde degiskenlik olmasina karsin bu
degiskenligin istatistiki olarak 6dnemsiz bulunmasi tarama i¢in fekal orneklerin uygunlugunu

ve Nilsson ve digerleri (2004)’nin sonuglarini teyit eder niteliktedir.
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6. SONUC ve ONERILER

Kemirgenlerin enterohepatik Helicobacter enfeksiyonlarina olan ilgi, sadece
arastirma modelleri lizerindeki olumsuz etkileri nedeniyle degil, ayn1 zamanda kolesistit,
hepatoselliiler karsinom, bakteriyemi ve enflamatuar bagirsak hastaliklari dahil olmak
tizere insan hastaliklarinin modellenmesindeki deneysel faydalar1 nedeniyle de artmustir.
Ayrica H. cinaedi ve H. rappini gibi bazi1 Helicobacter tiirlerinin zoonotik oldugunu

gosteren calismalarin varligi giindeme gelmistir.

Deneysel kullanim asamasinda sonuglarin giivenilirligi ve tekrarlanabilirligi
tizerindeki etkilerinin yani sira Helicobacter enfeksiyonu, farelerde iireme dahil olmak
lizere bir takim yetistiricilik problemlerine de neden olmaktadir. Ureme disinda
yetistiricilik lizerinde etkisi olan diger bir faktér baska etkenlerin olusturdugu

enfeksiyonlara eslik ederek ko-enfeksiyon durumu yaratmasidir.

Avrupa Laboratuvar Hayvanlar1 Bilimi Dernekleri Federasyonu (FELASA), her
kurumun bir kalite giivence sistemine entegre edilmis bir laboratuvar hayvanmi ‘Saglik
Izleme’ (SI) programi olusturmasi gerekliliginin bulundugunu vurgulamaktadir S6z konusu
bu federasyonun yapilmasini 6ngordiigii, rutin taramalarda; Laboratuvar fareleri (Mus
musculus) i¢in 3 aylik periyotlarda izlenmesi Onerilen bulasici ajanlar arasinda
Helicobacter spp.’de yer almaktadir. S6z konusu ajanin tiir diizeyinde pozitif olmasi
durumunda ise, H. hepaticus, H. bilis ve H. typhlonius tiirlerinin belirlenmesini, Siganlar
(Rattus norvegicus) i¢in ise yine 3 aylik peryotlarda Helicobacter spp.’nin izlenmesi ve soz
konusu ajanin tiir diizeyinde pozitif olmasi durumunda ise H. bilis tiirliniin belirlenmesini,
tavsiye etmektedir. Hamsterlar (Mesocricetus auratus) i¢in ise Helicobacter spp.’nin 1

yillik peryotlarda izlenmesi tavsiye edilmektedir.

Yapilan literatiir taramasinda da goriildiigii tizere Helicobacter tiirleri deneme
hayvanlarinda siklikla goriilebilmekte, cesitli enfeksiyonlara sebebiyet verebilmekte ve
bunlardan dolay1 da yapilacak olan denemelerin yanlis sonuglar vermesine neden
olabilmektedir. Ulkemizde yer alan deney hayvami tesislerinde bulunan fare, rat ve
gerbillerde Helicobacter spp. ile ilgili veriler literatiirde yer almamaktadir. Bu ¢alismayla
ege bolgesindeki fare, rat ve gerbillerde Helicobacter spp. varligi arastirilmig, ayni

zamanda da rutin taramaya elverisli yontem ve ornekleme metodu ile ilgiler veriler elde
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edilmistir.

Buna gore; Farelerde Helicobacter spp. prevalanst %90,91 olarak ger¢eklesmistir.
Pozitif 6rneklerin tiir bazindaki PCR sonuglarina gore en yaygin tiir %90,91 prevalansla
H. rodentium olmustur. H. bilis ve H. muridarum tiirlerinin higbir tesiste tespit edilmedigi
calismada H. typhlonius %72,73 prevalans oraniyla ikinci yaygin tiir olurken onu
%27,27’lik prevalansla H. hepaticus’un takip ettigi tespit edilmistir. Ratlarda Helicobacter
spp. prevalanst %87,5 olarak gergeklesmistir. Pozitif d6rneklerin PCR sonuglarina gore en
yaygin tir %87,5 prevalansla H. rodentium olmustur. H. bilis, H. hepaticus ve H.
muridarum tiirlerinin higbir tesiste tespit edilmedigi ¢alismada H. typhlonius %12,5
prevalans oraniyla ikinci yaygin tiirdiir. Gerbil bulunduran tek tesisten alinan kolon
orneklerinde ise sadece H. rodentium ve H. typhlonius tespit edilmistir. Calismaya konu
olan bolgede,ozellikle subklinik olmak iizere deney hayvanlarindaki enfeksiyonlara neden

olan Helicobacter spp.'nin olduk¢a yaygin oldugu belirlenmistir.

Incelemesi yapilan etkenlerin tek basina ya da mix olarak bulunmalari ile ilgili klinik
tablo ve bulasma kinetigine iliskin ¢aligmada elde edilen verilerle literatiir verileri arasinda
bazi uyumsuzluklar ortaya ¢ikmistir. Bu uyumsuzluga neden olarak iki farkli spekiilasyon
gelistirilebilir. Bunlardan ilki ¢alisma alaninda bulunan laboratuvar hayvanlarinin oldukga
gelismis bir immun sisteme sahip olmasi, ikincisi ise tesislerde sadece {iretime
odaklanilmasi sonucu nispeten kolay iireyebilen bir tiir olan farenin gelistirdigi klinik
tablonun Onemsenmemesi olabilir. Bagka bir deyisle ilireme kabiliyetini yitirmis olan
koloninin yerine yenisinin kolaylikla ikamesinin, detayli bir klinik gdzlem yapma

thtiyacini ortadan kaldirdig: diisiiniilebilir.

1. S6z konusu ajanin olduk¢a yaygin bulunmasi,

2. Labarotuvar hayvanlar1 {izerinde yapilan ¢alismalardan gercege en yakin
sonuglarin alinmasi i¢in hayvanlarin tam bir saglik halinde olmasi gerekliligi,

3. Deneysel kullanom  asamasinda  sonuglarin  giivenilirligi  ve

tekrarlanabilirliginin saglanabilmesi,

faktorleri goz Oniline alindiginda Deney Hayvani tesislerinin bu ajan yoniinden
takibinin yapilmasi ve bu ajan yoOniinden ari tesisler olusturmak {izere ¢aligsmalarin

detaylandirilmasi 6nerilmektedir.

Calismaya konu olan hayvan tiirlerinin tamamindan elde edilen sonuglar 6rneklem

yeri bazinda karsilastirildiginda H. hepaticus’un %11,11°e karsilik %5,56 ile kolon
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orneklerinde daha yiiksek bir oranla bulunudugu goriiliirken H. typhlonius’un ise %50’ye
karsilik %44,44 oran1 diski 6rnegindeki orani yiiksek olmustur. Spp. diizeyinde ve diger
tirler arasinda ise oransal bir fark olugsmamistir. Ancak elde edilen bu sonuglar
karsilastirildiginda s6z konusu iki orneklem sonuglar1 arasinda farkin istatistiki olarak
Oonemsiz oldugu belirlenmistir (p>0,05). Bu sonuglar dikkate alindiginda; survey ya da
baska herhangi amagla bu ajamin izlemesi ve kontroliinde digki 6rneklerinin kullaniminin
miimkiin oldugu sdylenebilir. Otenazi yapilmadan gerceklestirilen &rneklemenin tesisin
bulas durumunu belirlemedeki yeterliligi tatmin edici diizeyde gergeklesmistir. Bu
yontemin Otenaziyi onlediginden dolayr 3R (Aritma, Azaltma, Degistirme) kurallarini

saglamasinin yani sira tarama testlerini kolaylastiric1 bir faktor oldugu sdylenebilir.
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