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ONSOZ

“Farkli Primerler ve DNA Izolasyon Yontemleri Kullanarak Polimeraz Zincir
Reaksiyonu Yéntemiyle Diski Orneklerinde Helicobacter pylori Varligmin Arastirilmasi ve
Sonuglarin  Immiinokromatografik Yontemle Karsilastirilmas:” adli bu tez calismasi,
Karadeniz Teknik Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim
Dali’nda “Yiiksek Lisans Tezi” olarak hazirlanmistir.

Yiiksek lisans egitimim siiresince bilimsel desteginin yani sira maddi ve manevi
bir¢ok konuda benden destegini esirgemeyen degerli danisman hocam Sayin Yrd. Dog. Dr.
Celal Kurtulus BURUK ’a, sonsuz tesekkiirlerimi sunuyorum.

Tez caligmalarim sirasinda her tiirlii bilgi birikim ve deneyimini benimle paylasan
degerli hocalarim Saym Prof. Dr. Murat ERTURK, Prof. Dr. Faruk AYDIN, Dog. Dr. Nese
KAKLIKAYA, Dog. Dr. flknur TOSUN, Yrd. Do¢. Dr. Giilcin BAYRAMOGLU’na Tibbi
Mikrobiyoloji Anabilim Dali’nda bulundugum siirede bilgi ve tecriibelerinden istifade ettigim
yiiksek lisans, doktora ve wuzmanlik egitimi alan arkadaslarima, sonsuz sabir ve
hosgoriilerinden dolay1 sevgili annem Havva DILEK e, sevgili ablam Is1l DILEK e, sevgili

esim Ahmet Emre KOKUM e ve biitiin aileme tesekkiirlerimi sunarim.
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1. GIRIS VE AMAC

Helicobacter pylori, insan midesine kolonize olan spiral sekilli Gram negatif,
mikroaerofilik bir mikroorganizmadir (1, 2). H. pylori, insanlarda kronik gastrite,
gastroduodenal iilsere, gastrik adenokarsinoma ve lenfomaya neden olabilen karsinojenik bir
bakteri olarak degerlendirilmektedir (3-5).

Diinyada olduk¢a yaygin olan H. pylori enfeksiyonlari, gelismekte olan iilkelerde
niifusun %70-90"inda, gelismis olan iilkelerde niifusun %40-50'sinde goriilmektedir (6). Bu
oranlar H. pylori enfeksiyonlar1 ve komplikasyonlarmin oncelikle gelismekte olan iilkelerin
sorunu oldugunu gostermektedir.

Onemli saglik sorunlarma sebep olan bu bakterinin, giivenilir ve hizli bir sekilde
tanimlanmas1 etkin tedavinin saglanmasi acisindan Oonemlidir. H. pylori enfeksiyonlarinin
tespiti i¢cin kullanilan yontemler invaziv ve noninvaziv olmak iizere iki grupta toplanmaktadir.
Invaziv yontemler; endoskopi sonras1 alman biyopsi drneklerinde iireaz, kiiltiir, histopatolojik
inceleme ve molekiiler yontemlerle mikroorganizmanin saptanmasi temeline dayanmaktadir.
Invaziv yontemlerin, biyopsi Ornedi gerektirmesi, bazen iireaz aktivitesine sahip baska
bakterilerin yanlis pozitif sonuglara neden olabilmesi ve invaziv yOntemlerin hastalar
iizerindeki zorluklar1 gdz Oniine alinarak, gilinlimiizde serolojik inceleme, lire nefes testi
(UNT), gaitada H. pylori antijeni arama, diski, tiikriikk ve dental plak gibi materyallerden
molekiiler yontemlerle etkeni aramak gibi ¢esitli noninvaziv yontemler gelistirilmistir (7-10).

Helicobacter pylori tanisinda kesin olarak belirlenmis altin standart bir test olmayisi
nedeniyle gilinlimiizde hala tanida ve tedavi basarismin izlenmesinde endoskopi gerektiren
testler referans olarak kullanilmaktadir (11).

Helicobacter pylori gaita antijen testi noninvaziv olmasi, hizli sonug¢ almabilmesi,
testin yapilisinin kolayligi ve maliyetinin diisiik olmas1 sebebiyle yaygin olarak kullanilan bir
tanimlama yontemidir. Bununla birlikte bazi calismalarda, H. pylori gaita antijen testinde
yalanci pozitifliklere ve negatifliklere rastlandigi rapor edilmektedir (12, 13).

Molekiiler yontemlerden, polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) son yillarda enfeksiyon
hastaliklarinin tanimlanmasinda yaygin olarak kullanilan oldukca 6zgiil ve duyarhi bir
yontemdir. PCR yontemi H. pylori’nin ¢esitli klinik o6rneklerde gdosterilmesi igin

kullanilmakla beraber gaita 6rneklerinde inhibitér maddelerin varligindan dolay: 6zgiilliik ve



duyarhiligin diisiik olabildigini belirten ¢alismalar bulunmaktadir (14-18). Kullanilan DNA
izolasyon yontemleri ve primerlerin, 6zgiillik ve duyarlilig artirabildigi bilinmektedir.

Bu c¢aligmada hastalardan Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali Hasta Hizmetleri
Laboratuari’na gonderilen ve antijen aranmasi esasina dayalt bir immiinokromatografik
yontemle H. pylori agisindan incelenen gaita drneklerinde, farkli primerler ve DNA izolasyon
metodlar1 kullanilarak, konvansiyonel PCR ve real time PCR yontemleriyle H. pylori

varliginin arastirilmasi ve sonuglarm karsilastirilmasi amaglanmaktadir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Helicobacter pylori’nin Tarihcesi

Peptik iilser komplikasyonlari, Ortacaga ait tibbi kayitlarda s6z edilmis olmasina
ragmen rapor edilmesi ilk kez 1586 yilinda Italyan doktor Donati M. tarafindan
gerceklestirilmistir. Duodenal iilser ise 1688 yilinda Johannes von Muralt tarafindan bir
otopside tanimlanmistir (19).

Alman bakteriyolog Bottcher G. ve arkadasi Fransiz Letulle M. (1875) gastrik
yakinmalar ile bakterilerin iligkili oldugunu ileri slirmiisler fakat kiiltiir ortaminda
iretememislerdir. Jaworski W. (1889) insanlarin mide yikama suyu sedimentlerinde “Vibrio
regula” adinm1 verdigi spiral sekilli basillerin varligin1 gostererek, bu bakterilerin gastrit etkeni
olabilecegini bildirmistir (20, 21).

Italyan arastirmaci Bizzozero G. (22) 1893 yilinda, kopeklerin midelerinde spiral
sekilli bakterilerin bulundugunu, ardindan Italyan patolojist Salomon H. (1896) kopek, kedi
ve siganlarin midesinde benzer bulgular rapor etmistir (23).

Steer H.W. ve Colin Jones D.G. (1975) gastrik {lserli hastalarin gastrik
mukozalarindan alinan biyopsilerde spiral sekilli bakterilerin varligin1 gostermisler ve bu
bakterinin mukozal direnci kirarak iilsere neden olabilecegini belirtmislerdir. Fakat kiiltiir
sonuglarini yanlis yorumlamalar1 bu bakterilerin Pseudomonas aeruginosa oldugu yanilgisina
diismelerine neden olmustur. (24).

Warren R., 1979 yilinda spiral bakterileri mide mukus tabakasi altinda saptamis ve bu
bakterilerin gastrouodenal patoloji ile iliskili oldugunu fark etmistir. Mikroorganizma, in vitro
sartlarda ilk defa Marshall B.J. ile Warren R. tarafindan 1982 yilinda iiretilmistir (1). Bu
mikroorganizma, morfolojik olarak Campylobacter’e benzediginden “Campylobacter-like
organism” olarak tanimlanmis ve 1987°de Campylobacter pylori adini almistir. 1989°da
Goodwin S. C. ve arkadaslari, bakterinin yapisal ve enzimatik bazi 6zelliklerinden dolay1
Campylobacter cinsinde olmadigini belirtmis, helikal gériinlimii ve sik izole edildigi yerin

adin1 birlestirerek, bakteriyi “Helicobacter pylori” olarak isimlendirmislerdir (25).



2.2. Helicobacter'lerin Siniflandirilmasi

Helicobacter cinsi igerisinde gilinlimiizde onaylanmis 23 tiir bulunmaktadir.
Helicobacter cinsi bakteriler gastrik ve enterohepatik Helicobacter’ler olmak tizere iki biiyiik
grup altinda incelenebilirler. Mide mukozasinda kolonize olan gastrik Helicobacter’ler
arasinda insanda enfeksiyon etkeni olan en 6nemli tiirler H. pylori ve H. heilmanii dir. Barsak
ve karacigerde kolonize olan enterohepatik Helicobacter’ler arasinda insan sagligi
bakimindan en 6nemli olan tiirler H. cinaedi ve H. fennelliae’dir (26, 27). Helicobacter

tiirleri ve konaklar1 Tablo 1’de gosterilmistir.



Tablo 1: Helicobacter Tiurleri ve Konaklar

TUR KONAK DOKU
H. pylori Insan Mide
H. mustelae Dag gelincigi Mide
H. cinaedi Insan, hamster Gis?
H. canis Insan, kedi, kopek GIS
H. felis Kedi, kopek Mide
H. fennelliae Insan GIS
H. nemestriane Makak maymunu GIS
H. muridarum Fare GIS
H. acinonychis Cita Mide
H. bilis Fare, kopek GIS
H. hepaticus Fare Karaciger
H. pametentis Kus, domuz GIS
H. pullorum Insan, tavuk GIS
H. bizzozeronii Insan, kedi, kopek Mide
H. heilmannii Insan, kedi, kopek Mide
H. trogontum Rat GIS
H. cholecystus Hamster GIS
H. rodentium Fare GIS
H. rappini Fare GIS
H. salomonis Kopek Mide
H. bovis Sigir GIS
H. suis Domuz GIS

GIS: Gastrointestinal sistem



2.3. Helicobacter pylori’nin Genel Ozellikleri

2.3.1. Hiicresel Morfolojisi

H. pylori, kivrik, spiral veya martt kanadi seklinde goriilebilen, mikroaerofilik, Gram
negatif bir basildir. Bakterinin uzunlugu 2.5-5.0 pm olup, genisligi 0.5-1.0 um arasinda
degismektedir. Bakteri kendi etrafinda 1-3 defa donmiis gibi durur. H. pylori’nin unipolar 4-6
adet flagellas1 vardir. Her flagella yaklasik 30 pm uzunlugunda ve 2.5 nm kalinligindadir.
Bakteri flagellas1 sayesinde hareketlidir. Optimal hareketlilik gastrik mukus gibi viskoz
ortamda gozlenir. H. pylori’de, flagella kiliflidir ve u¢ kisimlarinda siskinlik ve diskler vardir.
Bu yapi, bakterinin gastrik mukus gibi yogun ortamlarda tirbison tarzi hareketi i¢in gereklidir
(20, 28).

H. pylori’nin kivrimli sekli mide biyopsi orneklerinden hazirlanan preperatlarda
goriiniirken, kiiltiirlerden hazirlanan preperatlarda kisa kivrimli tekli basiller seklinde gortiliir.

Uzamus kiiltiirlerde siklikla kokoid formlar goriiliir (28, 29).

2.3.2. Koloni Morfolojisi

Helicobacter pylori kolonileri c¢esitli maddelerle zenginlestirilmis kanli agarda
37°C’de ortalama 3-5 giinde 1-2 mm c¢apinda, yuvarlak koloniler olusur. Bu koloniler
konveks ve yar1 saydam olarak goriiliir. Kanli agarda kolonilerin etrafinda hafif hemoliz

olugmaktadir ve koloniler etrafinda hemoliz nedeniyle gri bir zon goriilebilir (28).

2.3.3. Biyokimyasal Ozellikleri

H. pylori tarafindan kullanilan tek karbonhidrat glikozdur. Glikozu oksidatif ve
fermantatif yollardan metabolize etmektedir. Bakterinin katalaz ve oksidaz reaksiyonlari
pozitiftir. Bakterinin en tipik biyokimyasal 6zelligi yiiksek molekiil agirlikli iireaz enzimi
iiretmesidir. Ureaz enzimi pH 4-10 arasinda aktiftir. Bakteri bu enzim ile iireyi, amonyak ve
karbondioksite doniistiirmektedir. Bu enzim gastrik asiti, alkali ortama doniistiirerek bakteriyi
asit ortaminda korumaktadir. Insan mide mukusunu bozan proteaz enzimi ve fosfolipaz

enzimleri de vardir. Hippurat hidrolizi ve nitrat reaksiyonu negatiftir (20, 28, 29).



2.3.4. Ureme Ozellikleri

H. pylori mikroaerofilik bir bakteridir ve tireyebilmesi i¢in %5 0,2, %75 N, %5-10
CO,, %10 H; gazlarindan olusan ortamda inkiibe edilmelidir. Ortamin pH’s1 6.9-8.0 arasinda
ve sicakligl 37°C olmalidir (30).

Zengin besin ihtiyact olan H. pylori’nin iiremesi i¢in hemin, serum, nisasta veya
yumurta sarisi gibi ¢esitli zenginlestirici maddeler iceren besiyerlerine ihtiya¢ vardir (26). Bu
nedenle Brain Heart Infusion agar, Brucella agar, Colombia agar, Skirrow agar gibi
zenginlestirilmis besiyerleri kullanilmaktadir. Besiyerinden toksik maddelerin uzaklastiriimasi
icin besiyerine komiir ilavesi yapilmasi liremeyi kolaylastirir. Diger mikroorganizmalarin
tiremesini engellemek icin besiyere antibiyotik ilavesi yapilmalidir. Gram pozitif
mikroorganizmalar i¢in Vankomisin veya Teikoplanin, Gram negatif basiller i¢in Polimiksin,
Nalidiksik asit, Trimetoprim, Kolistin veya Sefsulodin, mantarlar i¢in Amfoterisin B veya
Nistatin ilave edilmelidir (31).

Uygun besiyerine ekilen ornekler 3-7 giin igerisinde iirer. Kanli besiyerinde 0.5-1.0
mm c¢apinda diizglin kenarli, pigmentsiz koloniler yapar. Kiiltiirde iireyen kolonilerden
yapilan Gram boyama ile mikroskobik morfolojik ozellikleri, oksidaz, katalaz ve flireaz

aktiviteleri dikkate alinarak degerlendirme yapilir (32).

2.3.5. Viriilans Faktorleri ve Patogenezi

H. pylori midenin asidik ortaminda yasayabilmesi miimkiin degildir. En iyi
yasayabildigi ortam mide mukozasidir. Mide mukozasinin aside gegirgenligi yoktur ve
mide asidine kars1 tampon gorevi yaparak bakteriyi asidin zararh etkisinden korur. Mide
pH’s1 1.0-2.0 iken, mukus altinda pH 7.4 civarindadir. Dolayisiyla bakteri mukus altinda
asidik ortamin etkisinden korunarak yasamini siirdiiriir (33).

H. pylori ile enfekte bireylerin tiimiinde gastrik enflamasyon goriiliir ancak
kolonizasyon goriilen kisilerin ¢ogu asemptomatiktir. Kolonizasyon olan bireylerin ¢ok
az bir kisminda klinik bulguya rastlanmaktadir. H. pylori ile enfekte kisilerin tiimiinde
klinik tabloya rastlanmamasi, H. pylori enfeksiyonlarinin patogenezinde, bakterinin
viriilans faktorlerinin yani sira; konak ve cevreye ait faktorlerin etkili oldugunu
gostermektedir. Konakta olusan immiin yanit genelde konagin lehinedir, fakat ileri

seviyede olusan enflamasyon dengenin konak aleyhine bozulmasina sebep olabilir. Bu



durum peptik iilser, duodenal iilser, midenin adenokarsinomu gibi mide hastaliklarina yol

acabilmektedir (34).

2.3.5.1. Hareket ve Flagella

H. pylori, spiral sekilli 4-6 adet kilifla ¢evrili unipolar flagellaya sahip bir bakteridir.
Mikroorganizmanin sahip oldugu spiral sekil ve flagellalar1 mide mukus tabakasinin viskoz
ortaminda rahatlikla hareket edebilmesini saglar. H. pylori’nin yliksek hareket kabiliyeti
sayesinde asidik olan limenden mide mukus tabakasi ile mideyi Orten yiizey epiteli arasinda
kalan hafif alkali ortama gec¢is yapabilmektedir. Mikroorganizmanin en Onemli viriilans
faktorii, hareketi olarak kabul edilir. Yapilan ¢aligsmalar en viriilan suslarin, en hareketli suglar
oldugunu ve flagellas1 olmayan mutant suslarin, nonviriilan oldugunu gostermistir. Flagellar
hareket pH bagimlidir, pH: 4.1’in altinda hareket durur. Ure ve sodyum bikarbonat hareketi
uyararak pozitif kemotaksis 6zelligi gosterir (20, 35, 36).

2.3.5.2. Ureaz

H. pylori’nin lireaz enzimi, gastrik mukozal kolonizasyonda &nemli rolii olan bir
enzimdir. Mikroorganizmanin biitlin proteinlerinin %6’sindan fazlasin1 olusturan {ireaz
enziminin kofaktorii nikeldir. Bakterinin, midenin asidik ortaminda yasayabilmesi i¢in gerekli
bir enzimdir. Ureaz enzimi mide hiicrelerinden salinan iireyi amonyak ve karbondioksite
pargalar. Aciga ¢ikan amonyak, midede lokal pH’y1 artirir ve nétral bir ortam olusturur. Bu
sayede bakteri, midenin asidik ortaminin olumsuz etkilerinden korunmus olur. Yapilan
calismalar amonyagin epitel hiicrelerinde toksik etkili oldugunu ve epitel hasara neden
oldugunu gostermistir. Amonyak, gastrik epitel hiicreleri arasindaki biitiinligli bozar ve H.
pylori’nin sitotoksinlerinin etkisini arttirir. Urenin parcalanmasiyla olusan amonyak
amonyuma donlislir, olusan amonyum, lokositleri ve monositleri aktive ederek mide epitel

dokusunda, hasarla sonuclanan lokal immun yanitin olusmasina neden olur (26, 29).
2.3.5.3. Adezinler
Adezin proteinleri bakterinin dis membraninda bulunur ve mide epitel hiicrelerine

baglanmada rol oynarlar. Bakterinin, midenin peristaltik hareketinden etkilenmesini

engelleyerek midede kolonize olmasini saglar. Adezin proteinlerinin her biri konak hiicre



yiizeyindeki farkli molekiiller icin spesifiktir. H. pylori’nin en iyi tanimlanmig adezini BabA
proteinidir. BabA proteini, mide epitel hiicreleri yiizeyinde bulunan Lewis’ kan grubu
antijenlerine baglanir. bab4 geninin iki alleli vardir; BabAl ve BabA2 (37). H. pylori’nin
mide epitel hiicrelerine baglanmak i¢in sahip oldugu diger adezinler; kam¢i1 membraninda

bulunan HpaA ve dis membranda bulunan HspA’dir (38).

2.3.5.4. Katalaz ve Siiperoksit Dismutaz

H. pylori’nin gastrik mukozada hayatta kalabilmesi i¢in, antioksidan savunma
mekanizmasinda gorevli katalaz ve siliperoksit dismutaz enzimlerine sahiptir. Bu enzimler,
bakteriyi, konagin aktive olmus nétrofilleri tarafindan salinan hidrojen peroksit ve hidroksil
radikallerine karsi korumaktadir. Bu enzimler sayesinde H. pylori ¢ok hiicreli lokositler

tarafindan 6ldiiriilmeye kars1 direng olusturmaktadir (20, 26).

2.3.5.5. Thioredoksin (CD59)

H. pylori suslart proteinlerin disiilfit baglarin1 keserek denatiire edebilen Thioredoxin
(CD59) enzimine sahiptir. Bu enzim ile mukus tabakasindaki musinleri ve konak tarafindan
sekrete edilen nonspesifik ve spesifik IgA, IgG ve IgM gibi immunoglobulinleri denatiire

ederek viicut savunmasindan korunurlar (39).

2.3.5.6. vacA (Vacuolating cytotoxin A)

H. pylori’nin viriilans faktorlerinden biri olan vakuolize edici sitotoksin (VacA), insan
ve diger memeli hayvanlarin epitel hiicrelerinde asidik vakuolizasyona sebep olmaktadir (40).
vacA geni tarafindan kodlanmaktadir. Gende, vakuolizasyonun aktivitesi ile ilgili olan bir
sinyal (s) bolgesi ve yiiksek toksisite ile iligkili olan proteinin kodlandig1 bir orta (m) bolge
bulunmaktadir. vacA geninin 4 farkl (sla, slb, slc ve s2) sinyal dizisi alleli bulunmaktadir.
sl tipini bulunduran suslar aktif vacA toksinini olusturabilmektedir. Bu toksini salgilayan H.
pylori suslariyla enfekte kisilerde gastritten daha sik olarak peptik iilser ve gastrik kanser
goriildigl bildirilmistir (41). Genin orta bolgesindeki farkliliklara gore 3 alleli (mla, m1b ve
m2) bulunmaktadir. m1 alleli, m2 alleline gore daha yiiksek toksin seviyesi ve agir epitel

hasar1 olusturma potansiyeline sahiptir (42).
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Epitel hiicrelerinin hiicre membraninda por olusturan vacA proteini, anyonlarin ve
iirenin porlardan disar1 ¢ikmasina olanak saglar. Hiicre disina ¢ikan iire H. pylori hiicresi i¢ine
alimip iireaz enzimi aktivitesi ile amonyak ve karbondioksite pargalanarak bazik ortam
olusturulur. Bu sayede H. pylori midenin asidik ortamindan korunmus olur (43).

VacA, epitel hiicreleri arasindaki siki baglantilari bozar ve besin maddelerinin mide
mukoza tabakasini gecerek H. pylori’ye ulasmasini saglar. Yapilan in vitro ¢caligmalar; vacA
proteininin immun yanitt baskiladigini, antijen sunumunu engelledigini, mitokondri
membraninda olusturdugu porlar araciligiyla mitokondriden sitokrom C salinimina neden

olarak apoptozisi indiikledigini gostermistir (44).

2.3.5.7. cagA (Cytotoxin associated gene A)

VacA iireten suslarin hemen hemen hepsinde cagA sitotoksini kodlayan cagd geni
bulunur. CagA proteini epitelde tirozin fosforilasyonunu uyararak enflamatuar cevabi baglatan
tirozin kinazi aktive eder (45). VacA’ya yardimci oldugu diisiiniilen cagA sitotoksini, cagA
patolojik gen adas1 icin bir gostergedir (36). H. pylori’nin cagA genini tastyan suslar tipl sus
olarak adlandirilmaktadir. Tip I suslar cagA ve vacA eksprese etmekte ve hiicrelerde
vakuolizasyona neden olmaktadir. Tipl suslari, siklikla peptik iilser ve mide karsinomu gibi
ciddi gastroduodenal hastaligi olan kisilerden izole edilmektedir. H. pylori’nin cagA geni

icermeyen tip 2 suslarinda vacA geni olsa da vakuolizasyon yapmadiklar1 belirlenmistir (46).

2.4. Helicobacter Pylori’nin Epidemiyolojisi

2.4.1. Prevalansi

H. pylori enfeksiyonlar1 diinyada sik karsilagilan hastaliklardandir. Kadin ve
erkeklerde enfeksiyon riski esittir. H. pylori enfeksiyonun ne zaman ve nasil edinildigi kesin
olarak bilinmemekle birlikte enfeksiyonun ¢ocukluk ¢aginda edinildigi diisiiniilmektedir (33).

Enfeksiyonlarin ¢ogu asemptomatiktir. Gastrointestinal hastaliklarin ortaya g¢ikmasi
kisinin immunitesine, ¢evresel faktorlere ve bakteriyel virulansa baglidir. Enfeksiyon yillarca,
bazen yasam boyu devam eder. H. pylori duedonal iilserli hastalarin %95’inde, mide iilserli
hastalarin %70-80’inde, noniilser dispepsili hastalarin %50’sinde, gastrik kanserli ve gastrik

lenfomal1 hastalarin %90’1nda saptanmustir (47, 48, 49).
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H. pylori prevalansi, gelismis iilkelerde diigiik bulunurken geri kalmis ve gelismekte
olan tlkelerde yiiksektir. Gelismis iilkelerde yetiskinlerin ¢ogu, gelismekte olan iilkelerde ise
toplumun %90’1indan fazlas1 bu bakteri ile enfektedir ( 49).

Enfeksiyon genellikle cocukluk c¢aginda edinildiginden sosyoekonomik durum
onemlidir. Evde yasayan birey sayisinin fazlaligi, kotii hijyen sartlar1 prevalansi yiikseltir.
Genel olarak, gelismis llkelerde tiim toplumda cocuklarda H. pylori prevalansi %10 iken,
diistik sosyoekonomik gruplarda bu oran %30-40’lara yilikselmektedir (49).

Ulkemizde H. pylori enfeksiyonunun prevalansi yiiksektir. Dogu bati bolgeleri
arasindaki sosyoekonomik kosullarin farkli olmasindan dolay1 prevalanslart farklilik
gostermektedir. Dogu illerinde bati illerine oranla enfeksiyon orani yiiksektir. Tiirkiye’nin
dogu illerini kapsayan bir calismada cocukluk c¢aginda H. pylori seroprevalansi %64,4
bulunmustur (50).

Ulkemizde yillar igerisinde degisen sartlarla, egitim diizeyinin yiikselmesiyle, diizelen
sosyoekonomik kosullarla prevalans oranlarn diisiis gostermektedir. 1990 yilinda ¢ocukluk
cagindaki seroprevalans orani1 %78,5 iken, 2000 yilinda %66,3, 2003 yilinda ise bu oran
%49,5 olarak bulunmustur (51, 52).

2.4.2. Bulasma Yollan

H. pylori’nin dogal kaynagi heniiz bilinmemektedir. H. pylori i¢in dogal hayvan
kaynagi olduguna dair kanitlar bulunamamistir. Bu yilizden H. pylori’nin dogal kaynaginin
insan oldugu disilintilmektir. Enfekte kisilerin diger aile fertlerinde H. pylori enfeksiyonuna
yakalanma oraninin yiiksek olmasi insandan insana bulagsmanin miimkiin oldugunu
gostermektedir. Bulagsmanin fekal-oral, oral-oral yolla oldugu diisiiniilmektedir (45). H.
pylori’nin  digki, dental plak ve tiikiiriikten izole edilmesi bu yollarla bulasmay1
desteklemektedir (53).

Hijyen kosullariin diisiik oldugu kalabalik ailelerde veya kalabalik yasam yerlerinde
enfekte bireyden duyarl bireye H. pylori’nin fekal-oral yolla direkt veya diski ile kontamine
su ve sebze yoluyla dolayli bulas olabilir (54). Queralt ve Araujo yaptiklar1 bir calismada H.
pylori’nin suda canliligimi siirdiirebildigini gostermislerdir (55). Bu nedenle igme sularinin
kontamine olmasi1 halinde bulagsmanin olabilecegi diisiiniilmektedir.

Ag1z boslugu enfeksiyon icin rezervuar olmasindan dolayi, yakin temas, Opiisme ve
kadinlarin yiyecekleri ¢ocuklarima vermeden once kendilerinin ¢ignemesi bulasa neden

olmaktadir. Yapilan bir ¢alismada endoskopi isleminden sonra diizenli olarak 6zel bir ¢ozelti
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ile steril edilen endoskoplardan giiniin sonunda alinan 6rneklerden H. pylori tespit edilmistir.
Bu arastirmada endoskopi islemi sirasinda enfekte hastalardan diger hastalara bulasin

olabilecegi sonucuna varilmistir (56).

2.5. Helicobacter pylori’nin Tam Yontemleri

H. pylori’nin tanisinda bir¢cok yontem kullanilmaktadir. Kullanilan testlerin hepsinin
kendine 6zgii avantajlar1 ve dezavantajlar1 olmasi nedeniyle genelde ayni anda birden fazla
yontem kullanilmaktadir Tani i¢in kullanilan testler, invaziv ve noninvaziv olmak tizere iki
gruba ayrilmaktadir. Invaziv ydntemler; endoskopi sonrasi alman biyopsi drneklerinde iireaz,
kiiltiir, histopatolojik inceleme ve molekiiler yontemlerle mikroorganizmanin saptanmasi
temeline dayanmaktadir. Noninvaziv testler ise, H. pylori’yi dolayli olarak, biyolojik
ozellikleri araciligiyla, immun sistem yanit1 ile ya da antijen saptama yontemleriyle gosteren
testlerdir. Molekiiler yontemlerle mikroorganizmanin saptanmasi invaziv ve noninvaziv

olarak elde edilen 6rneklerle yapilabilmektedir. (7, 9, 10, 53, 57).

2.5.1. invaziv Tam Yontemleri

2.5.1.1. Hizh Ureaz Testi

H. pylori’nin kuvvetli ireaz aktivitesinden yararlanilarak yapilan bir testtir. Endoskopi
sirasinda aliman mide biyopsi 6rnegi, icinde pH indikatdrii bulunan iire jeli veya sivi
besiyerine konur. Mide biyopsi 6rneginde H. pylori varliginda, bakteri iireaz aktivitesiyle
ortamdaki lireyi pargalar, amonyak ve karbondioksit olusur. Olusan amonyak pH’1 yiikseltir
ve bunun sonucunda besiyerindeki pH indikatorii renk degistirir. Hizli iireaz testi igin,
Christensen besiyeri, Stuart iireaz testi sollisyonu veya %10 iire ve %1 Fenol kirmizisi igeren
sollisyon kullanilmaktadir.

Testin duyarliligini %85-95, 6zgiilliigiinii %90-95 olarak bildiren yayinlar vardir (26,
53). Bakteri yogunlugunun az oldugu orneklerde yalanci negatif sonu¢ alinabilmektedir,
dolayisiyla antral drneklerde testin duyarligi daha yiiksektir. Ureaz testi maliyetinin diisiik
olmasi, kolay uygulanabilmesi, hizl1 sonu¢ vermesi ve duyarliliginin yiiksek olmasi nedeniyle

yaygin olarak kullanilan bir yontemdir (33).
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2.5.1.2. Histolojik Yontemler

Mide biyopsi 6rneginin, cesitli boyama yontemleriyle boyanip H. pylori varliginin
gosterilmesi esasina dayal1 bir yontemdir. Bu yontem ile bakteri varli§inin saptanmasinin yani
sira H. pylori enfeksiyonlarinin neden oldugu doku hasar1 ve prekarsinojen degisimler de
saptanabilmektedir (20, 33, 53). Kesitler Hematoksilen Eozin boyama yontemi ile
boyandiginda H. pylori tespit edilmesine ragmen bakteri sayisinin az oldugu durumlarda
yalanci negatif sonuglar verebilmektedir. Az sayidaki bakteriyi tespit etmekte daha duyarl
olan modifiye Giemsa ve Warthin-Starry boyama yontemleri kullanilabilir. Warthin-Starry
boyama tekniginin uygulanmasinin zor olmasi ve maliyetinin yiiksek olmasi sebebiyle
genellikle modifiye Giemsa boyama teknigi tercih edilmektedir. Monoklonal ve poliklonal
floresan antikor kullanilan immunokimyasal boyama yontemlerinin duyarliliklar1 ve
ozgiilliikleri yliksektir ayrica histolojik boyama yontemleri arasinda altin standart olarak kabul
edilir (20, 33). Histolojik incelemenin duyarliligi %90-95; ozgiilliigii ise %95-99’dur.
Histolojik ydntemin duyarliligini; biyopsinin dogru yerden alinmasi, incelemeyi yapan

mikrobiyologun veya patologun tecriibesi ve kullanilan boyama yontemi etkiler (57).

2.5.1.3. Kiiltiir

H. pylori enfeksiyonunun tanisinda en 6zgiil yontem olan kiiltlir yontemi tanida altin
standart olarak kabul edilmektedir (32). Kiiltiir yonteminin, izole edilen susa antibiyotik
duyarlilik testinin yapilabilmesi ve izole edilen susun tiplendirilmesine olanak saglamasi gibi
avantajlar1 vardir (26).

Mikroaerofilik 6zellikteki bu bakteri dis ortam sartlarindan etkilenerek besiyerlerinde
iretilemeyen kokoid formlara doniisebilmesi sebebiyle, alinan mide biyopsi drneginin uygun
kosullarda laboratuvara ulastirilmas: ve ekiminin yapilmasi gerekmektedir. Kisa siirede
taginacak Ornekler i¢in serum fizyolojik yeterli iken 4 saatten uzun siirede laboratuvara
ulasgtirilacak orneklerin Stuart’s besiyeri, Brain Heart Infusion Broth veya Brucella buyyon
icinde taginmasi gerekmektedir (20, 31).

Kiiltiir yonteminin 6zgiilliigii; %100 ancak duyarliligi; 6rnegin biiyiikliigiine, sayisina,
tasinma sartlarina, kullanilan besiyerine, inkiibasyon sartlarina ve laboratuvarda calisan

personelin tecriibesine gore %65-95 arasinda degiskenlik gostermektedir (31, 58).
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2.5.2. Noninvaziv Tam Yontemleri

2.5.2.1. Seroloji

H. pylori enfeksiyonu konakta lokal ve sistemik immun yanita neden olmaktadir.
Serumda spesifik IgG ve IgA, midede salgisal IgM ve IgA diizeyinin artisina neden olur.
Serolojik yontemlerle, tiikriik, serum, idrar, gastrik sivilarda H. pylori’ye karsi olugsmus
antikorlar tespit edilmektedir. Bu amagcla, hemaglutinasyon, aglutinasyon, komplemen
fiksasyon, indirekt immunoflouresans ve enzim linked immunoabsorbent assay (ELISA) gibi
yontemler kullanilmaktadir. En ¢ok tercih edilen yontem, antikor diizeyini kantitatif olarak
belirleyen ELISA’dir. Serolojik yontemler, 6zellikle epidemiyolojik ¢aligmalarda ve tedavinin

izlenmesinde tercih edilmektedir (20, 59, 60).

2.5.2.2. Ure Nefes Testi

Ure nefes testi, H. pylori’nin iireaz aktivitesi ile iireyi pargalayarak amonyak ve
karbondioksite ¢evirmesi esasina dayalidir. Hastaya karbon izotopu ile isaretlenmis iire oral
yoldan verilir. Midede H. pylori varliginda, iireaz iireyi amonyak ve isaretli CO2’e pargcalar.
Olusan isaretli CO2 kanla akcigere taginir ve soluma sonucu ortama salinir. Digar1 verilen
havadaki igaretli CO2’in 6zel aletler yardimiyla 6l¢iilmesiyle tan1 konur (20, 61, 62).

Hastaya verilen iire '*C (radyoaktif) veya "*C (radyoaktif olamayan) izotopuyla
isaretlenebilir. "*C izotopu sintilasyon sayaci ile, "*C izotopu ise kiitle spektrometresi ile tespit
edilir. "*C iire’nin kullanildigi iire nefes testleri ¢ocuklarda ve hamilelerde bile giivenle
kullanilabilen bir yontemdir. Proton pompa inhibitorii ve antibiyotik kullanimi yalanci negatif
sonuclara neden olabileceginden bu hastalarda giivenilir olmadig1 bildirilmistir (26, 63). Ure
nefes testi %90-95 duyarlilik ve 6zgiilliige sahip bir yontemdir. Bu testin, giivenilir ve hizli
sonu¢ vermesi, biyopsi gerektirmemesi gibi avantajlar1 olmasina karsin pahali donanim

gerektiren bir yontemdir (61).

2.5.2.3. Gaita Antijen Testi

Gaita antijen testi H. pylori spesifik antijenlerini gaitadan tespitine dayali immunolojik

testlerdir. Pahali cihazlar ve uzman personel gerektirmeyen, hizli ve giivenilir sonug veren bir
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yontemdir. Aktif H. pylori enfeksiyonunun tespitinde ve tedavi sonrasi eradikasyonun
degerlendirilmesinde kullanilmaktadir (64).

Gaitada H. pylori antijenlerini tespit amaci ile ticari olarak gelistirilmis poliklonal ve
monoklonal antikor testleri vardir. Poliklonal antikor testinin Ozgilliigli yiiksektir fakat
duyarhiligi degiskendir. Ozellikle bakteri yogunlugunun az oldugu &rneklerde duyarlilig
diisiik bulunmustur. Poliklonal antikor testine alternatif olarak gelistirilen monoklonal antikor
testinin tanisal degeri, poliklonal antikor testinden daha yiiksektir (64, 65).

Paimela ve ark. tarafindan gerceklestirilen bir ¢aligmada histoloji ve hizli iireaz testi
ile tan1 almis 50 hastaya tedavi verilmis ve tedaviden 4 hafta sonra monoklonal ve poliklonal
HpSA testlerinin tanisal degerlerini iire nefes testiyle karsilastirarak incelemislerdir.
Duyarlilik ve o6zgiilliik degerleri, monoklonal HpSA testi i¢in %94,0 ve %100 bulunurken,
poliklonal HpSA testinde ise %88 ve %97.0 olarak hesaplandig: bildirilmistir (66).

Gaita antijen testinde, proton pompa inhibitdrii ya da bizmut preparatlari, H. pylori’yi
baskilayabileceginden, yanlis negatif sonuglara, H. heilmannii, H. pullorum, H. mustelae ve
H. fenneliea gibi diger Helicobacter tiirleriyle ¢arpraz reaksiyon gelismesi yalanci pozitif
sonuglara neden olabilmektedir (12, 13, 65, 67).

Eradikasyondan sonra H. pylori antijenlerinin feces ile atilmast ve ayrica oOlil
bakterilerin dejenere kalintilarinin eliminasyonunun uzun siirmesi sebebiyle yalanci pozitif
sonuglar alinabilmektedir. Baz1 ¢alismalarda 4 hafta siirenin yeterli oldugu bildirilmesine
karsin bu siirenin yetersiz oldugunu bildiren yayinlar da vardir (60, 64, 68, 69, 70).

Costa ve ark (71) yaptiklar1 ¢alismada, HpSA testinin tedavi izlemedeki basarisini
invaziv yontemlerle karsilastirilarak degerlendirilmigtir.  HpSA testinin duyarlilik ve
ozgilliigl tedavi bitiminden 1 ay sonra %92 ve %83, tedaviden 3 ay sonra ise %96 ve %97

olarak bildirmislerdir.

2.5.3. Molekiiler Yontemler

Molekiiler yontemler, H. pylori nin tanisi, spesifik viriilans faktorlerinin belirlenmesi,
antibiyotik direncine neden olan mutasyonlarin belirlenmesi, kiiltiirde iiretilemeyen kokoid
formlarin tanimlanmasi gibi amagclarla kullanilmaktadir. Molekiiler yontemler bakteri
DNA’smin saptanmasina yonelik oldugundan canli bakteriye gereksinim duymaz. Test
sonuclar1 bakterinin canlilig1 hakkinda bilgi vermez. Bu nedenle, bu yontemlerin eradikasyon

tedavisinin takibinde kullanilmalar1 6nerilmemektedir (68, 70).



16

Molekiiler tekniklerle H. pylori suslarma ait spesifik niikleik asit dizilerinin
saptanmasinda biyopsi ornekleri, mide sivisi, tiikiiriik ve dis plaklari, digkr gibi klinik 6rnekler
kullanilabilmektedir (26, 57, 63).

Molekiiler yontemlerin basarisi; DNA izolasyonunda kullanilan yonteme, hedef gen
bolgelerine ve bu bolgeleri tantyan primerlerin se¢imine, izolasyonun yapildigi klinik 6rnege
ve uygulama sartlarina gore degiskenlik gostermektedir (57).

Bakteri DNA’sinin izolasyonu i¢in ii¢ farklt yontem kullanilmaktadir. Fenol-
kloroform yontemi, kaynatma yontemi ve ticari DNA izolasyon kitleri. Fenol-kloroform
yontemi oldukea kaliteli DNA eldesini saglayan bir yontemdir. Fakat islemin ¢ok basamakli
bir islem olmasi kontaminasyon riskini artirmaktadir. Aynm1 zamanda kullanilan fenol ve
Proteinaz K’nin tam olarak uzaklastirilamamasi yontemin basarisini diistirmektedir. Kiiltiirde
tiretilen suslardan kaynatma yontemi ile DNA izolasyonu olduk¢a uygun ve ekonomik bir
yontemdir. DNA izolasyon kitleri standardize edilmis olduklarindan inhibitér maddelerin
yogun oldugu érneklerde diger yontemlere gore daha iyi sonug¢ vermektedir (8, 57, 63).

Gaitada bulunan safra tuzlari, bilirubin ve kompleks polisakkaritler gibi PCR
inhibitorleri, PCR yontemini inhibe etmekte ve yalanci negatif sonuglara sebep olmaktadir
(10, 15, 72). Bu nedenle inhibitorlerinin uzaklastirilmas: PCR basaris1 acisindan biiyiik 6neme
sahiptir. Gaitadan inhibitorlerin uzaklastirilmas: igin, filtrasyon yontemi, immiinmanyetik
ayirma ve biyokimyasal saflastirma yontemleri kullanilmaktadir (73-80).

Filtrasyon yonteminde, mikrocon 100, polipropilen membran kullanilmaktadir.
Polipropilen membran kullanilarak yapilan bir calismada, bu ydntemle polisakkaritlerin
%80’den fazlasinin ortamdan uzaklastirildigi ve testin duyarliliginin artarak %95,6 oldugu
bildirilmistir (16). Inhibitdrlerin uzaklastirilmast amaci ile filtre olarak microcon 100
kullanilan bir ¢alismada duyarlilik %94, 6zgiilliikk %100 olarak bulunmustur (74).

Immiinmanyetik ayrrma yonteminde ise, H. pylori yiizey antijenlerine karsi
antikorlarla kapli manyetik boncuklar kullanilir. Diskidaki H. pylori basil ve kok formlar1 bu
boncuklara yapisir, 6rnekteki inhibitorler yikamayla uzaklagtirilir (75). Yapilan ¢alismalarda
ozgilligi %100, duyarliligl ise %31-61 arasinda degismektedir. Duyarliligin diisiik olmasi
PCR inhibitorlerinin bakteri hiicre yiizeyine nonspesifik baglarla baglanabilmesi sebebiyle
inhibitorlerin ortamdan tam olarak uzaklastirilamamasina baghdir (14, 76).

Cetyl-trimethyl-ammonium bromide (CTAB) fekal DNA’dan polisakkaritleri
uzaklagtirmak ic¢in kullanilmaktadir (77, 78). Bu ydntemle polisakkaritler uzaklastilmakta
fakat DNA’ya zarar vermektedir. CTAB ile muamele edilmis DNA ile yapilan PCR



17

testlerinde farkli gen bolgeleri hedef alan primerlerin sonuglart uyumlu degildir. Kullanilan
primere gore duyarlilig1 %25-90 arasinda degismektedir (8, 79, 80).

Gaita antijen testinde oldugu gibi tedavi sonrast erken donemde gaitadan H. pylori
DNA’sinin tespitinde de yalanci pozitif sonuglar aliabilmektedir (15, 70). Makristathis ve
ark. (70) yaptiklar1 calismada, tedavi sonrasi gaitadan H. pylori’nin PCR yontemiyle tespitinin
tanisal degerini iire nefes testini standart alarak degerlendirmislerdir. Tedavi sonrast PCR’1n
ozgulliglini 4, 6, 8 ve 12. haftalarda sirasiyla % 68.8, %75.0, %87.5 ve %100 olarak
bulmuslardir. Tedavi bitiminden sonra 1 aylik silirenin yeterli olmadigini, bu siirenin
uzatilmasinin testin 6zgilligiini artirdigini bildirmislerdir

Hedef bolgeler calisma amacina gore belirlenmelidir. Ornegin 16S rRNA diger
Helicobacter’lerde ve bazi Gram negatif bakterilerde ortak dizilere sahip oldugu igin bu
bolgeleri hedef alan primerlerle yiiksek duyarlilikta ancak diisiik Ozgiilliikkte sonuclar
alinmaktadir. ureC ve ureA genleri H. pylori i¢in son derece spesifik olup, niikleik asit
amplikasyon teknikleri direkt tani i¢in kullanilacaksa bu genlere ait spesifik dizilerin hedef
olarak alinmasi tantya yiiksek 6zgiilliik kazandiracaktir (81, 82, 83).

H. pylori ile yapilan molekiiler diizeyli ¢alismalarda konvansiyonel PCR, reverse
transcriptase PCR, nested-seminested-PCR, real time PCR, multipleks PCR, Random
Amplification of Polymorphic DNA (RAPD), Amplified Fragment Length Polymorphism
(AFLP), Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP) gibi amplifikasyon ve
restriksiyon bazli fingerprinting yontemleri ile DNA dizi analizi ve DNA mikroarray yontemi
gibi teknikler kullanilmistir. Ayrica reamplifikasyon, nested PCR yontemleri diskida H. pylori
saptanmasinda testin duyarliligini arttirmaktadir (57, 59).

Amplifikasyon yontemleri ile H. pylori’nin 16S rRNA geni, cagA, vacA ve allelleri,
cagE ve alleli, iced ve alleleri, babA ve babB, ureA, ureB ve ureC(glmM) , RNA polymerase
subunitlerini kodlayan rpoB ve rpoO, H. pylori 0638 geni gibi spesifik ve virulansla ilgili
oldugu diisiiniilen genlerin varlig1 arastirilmistir (57, 83).

Molekiiler tan1 yontemleri yiiksek ozgiilliik ve duyarliliga sahip, hizli ve gilivenilir
testler olarak yorumlanmistir. Ancak bu yontemler, sonuglari etkileyecek olan 6rnek secimi,
DNA ekstraksiyonunda kullanilan yontemler, amplifikasyon i¢in secilen gen bolgeleri ile
primer dizilerinin tam olarak standardize edilememis olmasi nedeni ile rutin tanidan ¢ok

arastirma amacli olarak kullanilmaktadir (57, 83).



3. MATERYAL VE METOD

3.1. Materyal

3.1.1. Gaita Ornekleri

Bu c¢alismada Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali Hasta Hizmetleri Laboratuvari’na
Mayis 2009 ile Agustos 2009 tarihleri arasinda H. pylori gaita antijen testi igin gelen gaita
ornekleri ¢alisma i¢in kullanilmistir. Hasta Hizmetleri Laboratuvari’nda H. pylori gaita
antijen testi (VEGAL FARMACEUTICA, Madrid, Ispanya) sonucuna gére pozitif ve negatif
olarak yorumlanan gaita drneklerinden yaklagik 50 mg alinarak 1 ml fosfat tamponlu tuzlu su
(PBS) iginde siispanse edildi ve c¢alisma yapilana kadar -80°C‘de muhafaza edildi. Bu
orneklerin alindig1 hastalara ait gaita antijen testi sonuglar1 ve varsa ayni hastalara ait biyopsi
orneklerinden laboratuvarda yapilan hizli {ireaz testi, kiiltir ve mikroskobik inceleme

sonuglarina ait bilgilerden ulagilabilenler not edildi.

3.1.2. Arag ve Gerecler

1.5 ml’lik santrifiij tlipleri ve 0.2 ml’lik PCR tiipleri (greiner bio-one), otomatik
pipetler (Lab-mate), pipet ucu, vorteks (Heidolph, Almanya), santrifiij (Sigma), elektroforez
tank1 (Owl), digital gii¢ kaynagi (EC-105), jel dokme tepsisi ve tarak, 250 ml erlenmayer, 50
ml meziir, etiiv (Dedeoglu), otoklav (Kermanlar), buz makinesi (Scotsman), thermal cycler
(TC 512, Techne), real time thermal cycler (Rotorgene 6000, Corbett Research), hasas terazi
(Sartorius Laboratory), mikrodalga firin (Beko), jel dokiimantasyon sistemi (VersaDoc, Bio-
rad), UV iliiminator (Vilber lourmat), -20°C (Ugur) ve -80°C (Thermo) derin dondurucular,

deiyonize su cihazi (Barnstead), distile su cihazi (GFL).

3.1.3. Kimyasallar

ExtractMaster Fecal DNA Extraction Kit (Epicentre, ABD), H. pylori BLISTER
TEST (VEGAL FARMACEUTICA, Madrid, Ispanya), Fenol (Amresco, ABD), Kloroform,



19

Isoamyl alkol, Sodium dodecyl sulfate (SDS), NaCl (Merck, Almanya), Etil alkol, Borik asit
(Riedel-de Haen, Almanya), Agaroz, Sodyum asetat, Ethidium bromide, Tris HCI, EDTA,
Proteinase K (Sigma, ABD), Bovine serum albumin (Fisher, ABD), Amplifikasyon seti AINTP
seti (Roche, Almanya, Fermentas, ABD), Primerler (Invitrogen, ABD), Real time PCR master
mix (Fermentas, ABD), prob (Roche, Almanya).

3.1.4. Soliisyonlar

3.1.4.1. Tris HCL (1M) Hazirlanmasi

80 ml distile su tlizerine 15,7 gr Tris HCI eklendi ve ¢oziindiikten sonra pH 8.0 olarak

ayarlandi. Toplam hacim 100 ml’ye tamamlandi. Otoklavda steril edildi.

3.1.4.2. 5 M NaCl Hazirlanmasi

29.2 gr NaCl 100 ml distile suda ¢ozdiiriildii.

3.1.4.3. EDTA (0.5 M) Hazirlanmasi

80 ml distile su iizerine 29,2 gr EDTA eklendi ve ¢oziindiikten sonra pH 8.0 olarak

ayarlandi. Toplam hacim 100 ml’ye tamamlandi. Otoklavda steril edildi.

3.1.4.4. SDS (%10) Hazirlanmasi

10 gr sodyum lauryl sulphate distile su ile 100 ml’ye tamamlanda.

3.1.4.5. Lizis Tamponu Hazirlanmasi

Lizis tamponu Tablo 2’de belirtildigi sekilde hazirlandi.
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Tablo 2: Lizis tamponu kompenentleri

Stok Soliisyonlar Final Konsantrasyon Miktar (ml)
Tris HCI (pH 8.0) 1M 10 mM 1
NaCl 5M 150 mM 3
EDTA (Ph 8.0) 0.5M 1 mM 0.2
SDS %10 %.0.2 2
Proteinase K 10 mg/ml 350 pg/ml 3.5
Distile su 90.3

Hazirlanan lizis tamponu kullanilincaya kadar ve iki ¢alisma arasinda +4°C’de muhafaza

edildi.
3.1.4.6. 3 M Sodyum Asetat (pH 4.9 ) Hazirlanmasi

24.6 gr sodyum asetat 50 ml distile su ile karistirilarak hazirlandi. Glasiyel asetik asit
eklenerek pH 4,9-5,2 olarak ayarlandi. Hacim 100 ml’ye tamamlandi.

3.1.4.7. TE Hazirlanmasi

Son konsantrasyonlart 10 mM Tris HCI ve 1 mM EDTA olacak sekilde Tris HCI1
(1 M) stok soliisyonundan 1 ml, EDTA (0.5 M) stok soliisyonundan 200 ul alinarak 98,8 ml

distile suya eklendi.
3.1.4.8. Kloroform:izoamil Alkol (24:1) Hazirlanmasi

24 ml kloroform ile 1 ml izoamil alkol karistirilarak elde edildi. Karisim, siki kapanan

koyu renkli cam sisede oda 1sisinda saklandi.
3.1.4.9. ANTP Mix Hazirlanmasi

1.5 ml’lik santifiij tiiplerine 100 mM’lik dTTP, dATP, dGTP, dCTP den 20’ser ul
koyuldu ve iizerine 720 ul steril distile su eklenerek hazirlandi. Hazirlanan karisim kisa bir
vortekslenerek 2.5 mM konsantrasyonunda dNTP karisimi elde edildi. Hazirlanan karisim.
200’er pl olarak yeni, steril, DNase-free santrifiij tliplerine boliinerek kullanilincaya kadar -

20°C’de muhafaza edildi.
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3.1.4.10. Primer Mix Hazirlanmasi

Liyofilize haldeki primerler 100 pmol/ul olacak sekilde steril distile suyla
sulandirilarak stok c¢ozeltiler elde edilmistir. Her bir primer ¢ifti i¢in, 1.5 ml’lik santrifiij
tiiplerine, stok ¢ozeltilerden 20’ser ul koyuldu ve tizerine 360 pl steril distile su eklenerek son
konsantrasyonu 5 pmol/ul olan (her biri) primer miks hazirlandi. Kullanilincaya kadar -

20°C’de muhafaza edildi.
3.1.4.11. TBE Hazirlanmasi

121.10 gr tris base, 61.83 gr borik asit, 5.84 gr EDTA’ya distile su eklendi ve

¢Oziindiikten sonra pH 8.0 olarak ayarlandi. Toplam hacim 1000 ml’ye tamamlandi.
3.1.4.12. Yiikleme Tamponunun Hazirlanmasi

30 ml gliserol, 250 mg bromphenol blue ve 250 mg xylene cyanol distile su icinde 100
ml’ye tamamlandi. Iyice karistirildiktan sonra 1.5 ml’lik santrifiij tiiplerine birer ml olarak

dagitild1 ve kullanilincaya kadar -20°C’de saklandi.

3.1.4.13. Etidyum Bromide Soliisyonu Hazirlanmasi

Etidyum bromiir 10 mg/ml olacak sekilde distile su igerisinde ¢oziildii ve oda 1sisinda

1siktan korunarak saklandi.

3.2. Metod

3.2.1. Helicobacter pylori Gaita Antijen Testi (HpSA)

H.pylori Blister Test (VEGAL FARMACEUTICA, Madrid, Ispanya) kullanarak gaita
orneklerinde H. pylori varligi immunokromatografik yontemle arastirildi. Gaitanin 3 farkl
alanina kitin toplama probu batirild1 ve 1 ml 6rnek seyreltici bulunan tiipiin igerisine birakildi
ve agzi sikica kapandi. Tiip icerisindeki Ornek seyreltici ile gaita O6rneginin karigmasi igin
calkaland1 ve 15 saniye vortekslendi. Tiipiin ucu kirilarak, kitin stribine 4 damla damlatildi.
Sonuglar 10 dakika bekletildikten sonra yorumlandi. Sonu¢ penceresinde sadece bir bant

goriilmesi negatif, ¢ift bandin goriilmesi pozitif olarak degerlendirildi.
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3.2.2. Kontrollerin Hazirlanmasi

Gaita antijen testi ve biyopsi 0rneginde iireaz, kiiltiir ve mikroskopisi negatif olan bir
hastaya ait gaita Ornegi negatif kontrol olarak kullanildi. Bu 6rnekten aym1 zamanda PBS
icinde gaita siispansiyonu hazirland1 ve santrifiij tiiplerine her tiipte 900 pl olacak sekilde
boliindii. McFarland 4 bulanikligindaki H. pylori SS1 siispansiyonundan PBS i¢inde 10%, 107,
106, 10°, 104, 10° , 10% ve 10" olacak sekilde sulandirimlar yapildi. Bu sulandirimlardan gaita
siispansiyon tiiplerine 100’er ul aktarildi. Boylece gaita siispansiyonu iginde 107, 10°, 10°,

10%, 10°, 10%, 10" ve 10° bakteri/ml olan pozitif kontrol siispansiyonlari hazirlanmis oldu.
3.2.3. DNA izolasyonu
Bu calismada gaitadan DNA izolasyonu amaci ile ExtractMaster Fecal DNA
Extraction Kit (Epicentre) ve fenol-kloroform ekstraksiyonu etanol presipitasyonu yontemi
kullanildi.

3.2.3.1. Izolasyon Kiti Kullanarak DNA izolasyonu

Gaita Orneklerinden DNA elde edilmesi amaciyla ExtractMaster Fecal DNA
Extraction Kit kullanildi.

ExtractMaster Fecal DNA Extraction Kit icerigi:
Fecal DNA Extraction Buffer

Proteinase K (50 mg/ml)

Fecal Lysis Buffer

Protein Precipitation Reagent.

Inhibitor Removal Resin

Spin kolonlar1

DNA Precipitation Solution

Pellet Wash Solution

TE Buffer (10 mM Tris-HCI [pH 7.5], 1| mM EDTA)

Gaita orneklerinden DNA izolasyonu, kit igeriginde {iretici firma tarafindan belirtilen

yonteme gore yapildi.
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Pellet Wash Solution Hazirlanmasi:

Pellet Wash Solution tiipiine 22.5 ml %100’liik alkol eklendi ve iyice ¢alkaland1

Spin Kolonlarinin Hazirlanmasi:

- Inhibitor Removal Resin kutusu iyice ¢alkalandi.

- Bos kolonlar toplama tiiplerine yerlestirildi ve kolonlara 450 pl Inhibitor Removal
Resin eklendi.

- 2000 g’de 1 dakika santrifuj edildi.

- Kolonlara tekrar 450 ul Inhibitér Removal Resin eklendi.

- 2000 g’de 2 dakika santrifuj edildi.

- Toplama tiipleri atildi ve kolonlar 1.5 ml’lik santrifuj tiiplerine yerlestirildi.

DNA Izolasyonu

- 1.5 mI’lik santrifijj tiipleri hazirland1 ve tizerlerine 6rnek numaralar yazilda.

- Sanrifiij tliplerine PBS i¢inde siispanse edilmis gaita Orneklerinden 100’er ul
koyuldu.

- 10.000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi ve slipernatan kismlar1 atildi.

- Pelletlerin tizerine 250 pl Fecal DNA Extraction Buffer eklendi ve 10 saniye
vortekslendi.

- Uzerine 2 pl Proteinaz K eklendi ve 10 saniye vortekslendi.

- Sicaklig1 37°C olan su banyosunda 10 dakika inkiibe edildi.

- Inkiibasyondan sonra her bir tiipe 50 ul Fecal Lysis Buffer eklendi ve 10 saniye
vortekslendi.

- 65°C’de 10 dakika inkiibe edildi.

- Inkiibasyondan sonra tiipler 1000 g’de 2 dakika santrifiij edildi.

- Siipernatanin iizerindeki katmana dokunmadan 180 pl siipernatan steril ependorfa
aktarild.

- Uzerine 60 pl Protein Precipitation Soliisyonu eklendi ve 10 saniye vortekslendi.

- Tiipler alt tist edilerek iyice karismasi saglandi.

- Tiipler 8 dakika buz tizerinde bekletildi.

- Bekleme siiresinin sonunda tiipler maksimum hizda 4°C’de 8 dakika santrifiij edildi.

- Siipernatanin tizerindeki katmana dokunmadan 150 pl siipernatan Inhibitor Removal

Resin paketlenmis spin kolonlarin iizerine pipetlendi.
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- Kolonlarin yerlestirildigi santrifiij tiipleri 2000 g’de 4°C’de 2 dakika santrifiij edildi
ve kolonlar atildi.

- Santrifuj tiiplerinin i¢indeki stviya 6 ul DNA Precipitation Solution eklendi ve kisaca
vortekslendi.

- Tiipler oda 1s1sinda 5 dakika inkiibe edildi.

- Inkiibasyon siiresinin sonunda tiipler maksimum hizda 4°C’de 5 dakika santrifiij
edildi.

- Pellete dokunmadan tiiplerdeki siipernatan kisimlar1 pipetle alinarak atildi.

- Pelletin tizerine 500 pl Pellet Wash Solution eklendi.

- Tiipler maksimum hizda 4°C’de 3 dakika santrifiij edildi.

- Pellete dokunmadan tiiplerdeki stipernatan kisimlari pipetle alinarak atildi.

- Tiip i¢indeki DNA 65°C’de kurutuldu.

- DNA 300 pl TE i¢inde ¢oziildii.

- Kullanilincaya kadar -20°C’de muhafaza edildi.

3.2.3.2. Fenol Kloroform Ekstraksiyonu Etanol Presipitasyonu Yéntemi ile DNA

izolasyonu

Fenol kloroform ekstraksiyonu etanol presipitasyonu yontemi ile DNA izolasyonu

Monterio ve ark. (84) tarafindan rapor edilen yontem modifiye edilerek gergeklestirildi.

- 15 mI’lik santrifiij tiipleri hazirland1 ve iizerlerine 6rnek numaralari yazildi.

- 15 ml’lik santrifu;j tiiplerinin i¢ine PBS i¢inde ¢oziilmiis gaita 6rneklerinden 200’er
ul koyuldu ve tizerine 5 ml PBS eklendi ve bir dakika vortekslendi.

- Tiipler 4000 g’de 5 dakika santrifuj edildi ve siipernatan kismi atildi.

- Pellet iizerine 5 ml PBS eklendi ve bir dakika vortekslendi.

- Tiipler 4000 g’de 5 dakika santrifuj edilip stipernatan kismi atildi.

- Bu islem toplam 3 kez tekrarlandu.

- Tiiplerdeki pelletlerin lizerine 1 ml lizis tamponu pipetlendi ve 1yice vortekslendi.

- Tiipler 56°C’de bir gece inkiibe edildi.

- Inkiibasyon siiresinin sonunda tiipler 4000 g’de 5 dakika santrifiij edildi.

- Siipernatan kismi 2 ml’lik santrifuj tiiplerine aktarildi.

- Uzerine 1 ml 4°C’de muhafaza edilen tamponlu fenol eklendi.

- Tiipler 100 kez altiist edilerek karistirildi ve 10.000 rpm’de 5 dakika santrifuj edildi.
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- Tiip igindeki stvinin iist fazi, yeni 2 ml’lik santrifuj tiipline pipetlendi.

- Bu tiiplerin tizerine 1 ml kloroform: Isoamyl alcohol (24:1) ekstrakte edildi.

- Tiipler 50 kez alt {ist edildi ve 10.000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi.

- Tiip i¢indeki sivinin {ist faz1 2 ml’lik santrifuj tiipiine pipetlendi.

- Bu tiiplerin tizerine 100 pl 3 M Sodyum asetat (pH 4.9) ilave edildi ve tiipler birkag
kez alt tist edildi.

- Ayn tiipler lizerine 1 ml -20°C’de muhafaza edilen %100 Etanol ilave edildi ve
tiipler 11 kez alt iist edildi.

- Tiipler -20°C’de 2 saat bekletildi.

- Daha sonra 11.000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi ve siipernatan kismi atildi.

- Tiiplerdeki pelletin iizerine 500 pl -20°C’de muhafaza edilen %70 Etanol ilave
edildi.

- Tiipler 12.500 rpm’de 2 dakika santrifiij edildi.

- Pellete dokunmadan tiiplerdeki siipernatan kisimlar1 pipetle alinarak atildi.

- Tiip i¢cindeki DNA 65°C’de kurutuldu.

- DNA 100 pl TE i¢inde ¢oziildii.

- Kullanilincaya kadar -20°C’de muhafaza edildi.

3.2.4. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

Calismamizda H. pylori varligimi polimeraz zincir reaksiyonu ile tespit etmek
amaciyla 54 hastanin gaita 6érneginden ExtractMaster Fecal DNA Extraction Kit (Epicentre)
ve fenol-kloroform ekstraksiyonu etanol presipitasyonu yontemi ile izole edilen DNA’lar
kullanildi.

Hedef bolgelerinin amplifikasyonunda real time PCR ve konvansiyonel PCR

yontemleri kullanild.

3.2.4.1. Konvansiyonel PCR

Calismamizda H. pylori viriilans genleri olan ureA, ureC ve vacA hedef bolgelerinin
konvansiyonel amplifikasyonu i¢in daha dnce en ¢ok refere edilen primerler kullanildi (Tablo
3). Calisma kosullar1 ve malzemelerin kullanilmasi siirecinde DNAaz kontaminasyonu ve
onceki caligmalardan kaynaklanan {irlinler tarafindan olusabilecek kontaminasyonlara karsi

genel laboratuvar 6nlemleri kullanildi. Her ¢alisma en az iki kez tekrarlandi.
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Amplifikasyon prosediirleri, DNA izolasyon ve amplifikasyon siire¢lerinin
degerlendirilebilmesi i¢in negatif kontrol ve pozitif kontrol sulandirimlari ile optimize

edilmeye calisildi.

Tablo 3: Hedef bolgelerin amplifikasyonunda kullanilan 6zgiil primer dizileri

Uriin
Hedef Primer
Primer Dizisi Biiyiikliigii Referans
Bolge Adi a
(bp)
UreA HPUI-F 5’-GCCAATGGTAAATTAGTT-3’ 1 15, 16,
re
HPU2-R 5’-CTCCTTAATTGTTTTTAC-3’ 72, 85

glmM 1-F 5-AAGCTTTTAGGGGT TTAGGGGTTT-3’
UreC 294 86
glmM2-R 5-AAGCTTACTTTCTAACACTAACGC-3’

VacA VAI-F 5’-ATG GAA ATA CAA CAA ACA CAC-3 s1: 259

41, 87
S1/s2  VAI-R 5°-CTG CTT GAA TGC GCC AAA C-3’ s2: 286

* bp, baz ¢ifti

3.2.4.1.1 Master Mix Hazirlanmasi

Master mix hazirlanmasinda kullanilan bilesenler ve miktarlar1 Tablo 4’te verilmistir.
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Tablo 4: Konvansiyonel PCR i¢in master mix bilesenleri ve miktarlar

Komponent Stok konsantrasyonu Miktar (1X) pl
Buffer 10X 5

dNTP mix 2.5 mM 4
MgCl2 25 mM 4
Primer mix 5 pmol/ul 5

Tag polimeraz 5 U/ul 0.20

BSA 10 mg/ml 0.50
Distile su 21.30
Kalip DNA 10
Toplam hacim 50

Master mix hazirlamak i¢in 6ncelikle bir kutu igerisine buz koyuldu Tablo 4’de
sunulan kimyasallar -20°C’deki dondurucudan ¢ikartildi. Taq polimeraz islem sirasi
geldiginde cikartildi. Termostabil enzim olarak FastStart Taq DNA polimeraz (Roche
Diagnostics), GoTaq DNA polimeraz (Promega) ve Hot Start Taqg DNA polimeraz
(Fermentas) enzimleri kullanildi. Buz iizerinde ¢oziinen kimyasallar vortekslendi. 1.5 ml’lik
santrifuj tiiptinde, her bir 6rnek i¢in son hacim 40 pl olacak sekilde Tablo 4’de belirtilen
siraya ve miktara gore karistirildi.

Buz iizerinde hazirlanan master mix 30 saniye vortekslendikten sonra quick spin
yapildi ve 0.2 ml’lik PCR tiiplerine 40’ar pl olarak pipetlendi. Tiiplerin {izerlerine 6rnek
numaralar1 yazildi ve numaralarina gore izole edilen DNA’lardan her bir tiipe 10’ar pl
yiiklendi. Negatif kontrol olarak distile su, pozitif kontrol olarak da H. pylori SS1 susundan
izole edilen DNA oOrneginden 10 pl eklendi. Bu sekilde hazirlanan tiipler termal dongii

cihazina yerlestirildi.
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3.2.4.1.2. Amplifikasyon

3.2.4.1.2.1. H. pylori ureA Geninin Amplifikasyonu

ureA geninin varligimi PCR ile gostermek icin bu gene ait 411 bp uzunlugundaki
fragmenti hedef alan HPU1 ve HPU2 primerleri kullanildi (Tablo 3). DNA ekstraksiyonu
yapilan toplam 54 &rnek ureA geni varligi bakimindan degerlendirildi. i1k amplifikasyon icin
PCR karigimi daha 6nce anlatildigi gibi hazirlanarak termal dongii cihazina yerlestirildi. PCR

icin termal dongii cihazinda kullanilan protokol asagidaki gibidir:

Sicaklik (°C) Siire (Dakika)
1 1 siklus 94 (ilk denatiirasyon) 12
2 35siklus 95 (denatiirasyon) 1
45 (baglanma) 1
72 (uzama) 1
3 1siklus 72 (son uzama) 8
4 4 (bekleme) 00

Reamplifikasyon icin Tablo 4’de verilen oranlara gdore hazirlanan master mix 0.2
ml’lik PCR tiiplerine 40’ar pl olarak pipetlendi. Tiiplerin {izerlerine 6rnek numaralar1 yazildi
ve ilk amplikasyondan elde edilen iirlinler numaralarina gore her bir tiipe 10’er pl yiiklendi.
Negatif kontrol olarak distile su, pozitif kontrol olarak da H. pylori SS1 susundan izole edilen
DNA o6rneginden 10 pl eklendi. Bu sekilde hazirlanan tiipler termal dongii cihazina

yerlestirildi. PCR i¢in termal dongii cihazinda kullanilan protokol agsagidaki gibidir:

Sicaklik (°C) Siire (Dakika)
1 1 siklus 94 (ilk denatiirasyon) 8
2 30 siklus 95 (denatiirasyon) 1

45 (baglanma) 1

72 (uzama) 1
3 1 siklus 72 (son uzama) 5

4 4 (bekleme) 00
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3.2.4.1.2.2. H. pylori ureC (gImM) Geninin Amplifikasyonu

ureC geninin varligim1 PCR ile gdstermek i¢in bu gene ait 294 bp uzunlugundaki
fragmenti hedef alan glmM1 ve glmM?2 primerleri kullanildi (Tablo 3). DNA ekstraksiyonu
yapilan toplam 54 drnek ureC geni varligi bakimmdan degerlendirildi. Ik amplifikasyon igin
PCR karisimi daha 6nce anlatildig: gibi hazirlanarak termal dongii cihazina yerlestirildi. PCR

icin termal dongii cihazinda kullanilan protokol asagidaki gibidir:

Sicaklik (°C) Siire (Dakika)
1 1 siklus 94 (ilk denatiirasyon) 12
2 35siklus 95 (denatiirasyon) 1
55(baglanma) 1
72 (uzama) 1
3 1 siklus 72 (son uzama) 8
4 4 (bekleme) 0

Reamplifikasyon i¢in Tablo 4’de verilen oranlara gore hazirlanan master mix 0.2 ml’lik
PCR tiiplerine 40’ar ul olarak pipetlendi. Tiiplerin {izerlerine 6rnek numaralar1 yazildi ve ilk
amplikasyondan elde edilen iiriinler numaralarina goére her bir tiipe 10’er pl yiliklendi. Negatif
kontrol olarak distile su, pozitif kontrol olarak da H. pylori SS1 susundan izole edilen DNA
orneginden 10 pl eklendi. Bu sekilde hazirlanan tiipler termal dongii cihazina yerlestirildi.

PCR i¢in termal dongii cihazinda kullanilan protokol asagidaki gibidir:

Sicaklik (°C) Siire (Dakika)
1 1 siklus 94 (ilk denatiirasyon) 8
2 35siklus 95 (denatiirasyon) 1
55(baglanma) 1
72 (uzama) 1
3 1 siklus 72 (son uzama) 5

4 4 (bekleme) 00
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3.2.4.1.2.3. H. pylori vacA Geninin Amplifikasyonu

vacA geninin varligin1 PCR ile gostermek amaci ile bu gene ait 259 bp (s1) veya 286
bp (s2) uzunlugundaki gen bolgesini hedef alan VAIF ve VAIR primerleri kullanild1 (Tablo
3). DNA elde edilen toplam 54 oOrnek vacA geni varligi bakimindan degerlendirildi.
Amplifikasyon icin PCR karisimi daha once anlatildigi gibi hazirlanarak termal dongi

cihazina yerlestirildi. PCR i¢in termal dongii cihazinda kullanilan protokol asagidaki gibidir:

Sicaklik (°C) Siire (Dakika)
1 1 siklus 95 (ilk denatiirasyon) 4
2 35siklus 95 (denatiirasyon) 1

52 (baglanma) 1

72 (uzama) 1
3 1siklus 72 (son uzama) 10
4 4 (bekleme) 0
3.2.4.1.3. Agaroz Jel Elektroforezi ve Goriintiileme

Amplifiye edilen {iriinlerin goriintiilenmesi i¢in agaroz jel elektroforez yontemi
kullanildi. Elektroforez i¢in %2’lik agaroz jel hazirlandi. Bunun i¢in 1 gr agaroz 50 ml TBE
tamponu ile karistirilmis ve mikrodalga firin igerisinde partikiilleri tamamen eriyinceye kadar
sitilmastir. I¢inde erimis agaroz bulunan erlen, 55°C’ye ayarlanmis su banyosunda 15 dakika
bekletildikten sonra i¢ine son kontrasyonu 0.5 pg/ml olacak sekilde etidyum bromiir eklendi
ve dagilmasi i¢in ¢alkalandi. Genis kuyucuk olusturan tarak, diiz bir zemindeki tepsi iizerine
oturtuldu ve jel tepsiye dokiildii ve katilagsmasi i¢in oda 1sisina birakildi. Katilagan agarozdan
tarak ¢ikarildi, tepsi ile birlikte elektroforez tankinin igine yerlestirildi ve {izerini kapatacak
sekilde TBE tamponu dokiildii. DNA’y1 agirlastirarak kuyucuklara pipetleyebilmek ve
yiliriyen DNA’nin yaklagik konumunu belirlemek icin yiikleme tamponu kullanildi. On

mikrolitre PCR f{iriinii 3 pl yiikleme tamponuna karistirilarak kuyucuklara aktarildi. ik on
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dakika 80 voltta yiriitiildiikten sonra volt 100 ¢ikarilip 30 dakika daha yiiriitiildii. Yiirtitme

islemi tamamlandiktan sonra UV iliiminatdrde jel incelendi.

3.2.4.2. Real Time PCR

ureA gen sekansi (GenBank accession no; M60398.1) cikarildi ve Universal Probe
Design (Roche) sitesi kullanilarak (88) primerler dizayn edildi, primerler ve FAM isaretli
prob siparis edildi. Asagidaki 60 baz uzunlugundaki ureA’ya ait gen bdlgesi real-time

amplifikasyon i¢in kullanildi. Kullanilan primerler ve prob Tablo 5’te sunulmustur.

tttgatggegatgcggataggctagtggtggtggataatttagggaatategtgcatggggataagcttttaggggotatt

Tablo 5: Real time PCR’da kullanilan primerler ve prob sekansi

Primer Sekans

Forward primer 5’-GATGGCGATGCGGATAG-3’

Reverse primer 5’-ATCCCCATGCACGATATTCC-3’

Probe 5’-TGGTGGAT-3> #138, cat.no.04694228001

Tablo 6: Real time PCR i¢in master mix bilesenleri ve miktarlari

Komponent Stok kons. Miktar (1X) pl
Master mix (Fermentas

. 2X 12.50
maxima)
Primer mix 5 pmol/ul 1
Universal probe 10 mM 0.25
Distile su 6.25
Kalip DNA 5

Toplam 25
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Real time master mixi, her bir 6rnek i¢in son hacim 20 pl olacak sekilde Tablo 6’da
belirtilen siraya ve miktara gore hazirlandi. Buz iizerinde hazirlanan master mix 30 saniye
vortekslendikten sonra quick spin yapildi ve 0.2 ml’lik PCR tiiplerine 20°ser pl olarak
boliindii. Her bir tiipe 5 pl kalip DNA eklenerek real time termal dongii cihazina (Rotorgene
6000) yerlestirildi

Real time termal dongii cihazinda 95°C’de 10 dakika ilk denatiirasyondan sonra 45
siklus olarak 95°C’de 20 saniye, 60°C’de 30 saniye, 72°C’de 30 saniye amplifikasyon
gergeklestirilirken her 60°C’deki dongilide 1s1ma Ol¢tiiriildii. Siire¢ sonunda 1simalar analiz

edilerek pozitiflikler degerlendirildi.



4. BULGULAR

4.1. Ornekler

Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali Hasta Hizmetleri Laboratuvari’na Mayis 2009 ile
Agustos 2009 tarihleri arasinda H. pylori gaita antijen testi i¢in gelen 54 gaita 6rnegi ¢alisma
i¢in kullanilda.

Geriye doniik olarak ornekler incelendiginde ¢aligmaya dahil edilen 54 hastanin
27°sine aym1 donemde hastanemizde endoskopi yapilmis ve bunlardan alinan biyopsi
orneklerinin de laboratuvarimiza gonderilmis oldugu goriildii. Laboratuvarimizda
mikrobiyolojik yontemlerle (hizli iireaz testi, mikroskopi, kiiltiir) H. pylori agisindan
incelenen mide biyopsi orneklerinin 14’i pozitif (en az birinde pozitif), 13’1 negatif olarak

belirlenmistir.

4.2. Helicobacter pylori Gaita Antijen Testi

H. pylori gaita antijen testi ile 54 Ornekten 43’4 (%79,63) pozitif, 11’1 (%20,37)
negatif olarak belirlendi.

Mide biyopsi Orneginin mikrobiyolojik incelemesinde H. pylori negatif olarak
belirlenen 13 hastanin 6’simnin HpSA testi sonucu negatif, 7’sinin pozitif olarak saptanmistir.
Invaziv testlerle pozitif olarak belirlenen 14 hastanin tamaminda pozitif olarak bulunmustur.
Mikrobiyolojik inceleme sonuglarimi standart olarak kabul ettigimizde HpSA testinin
duyarlilig1 %100, 6zgiilliigii ise %46.15 olarak hesaplandi.

Tablo 7: H. pylori gaita antijen testi ile invaziv test sonug¢larinin karsilastirilmasi

HpSA () HpSA (+) TOPLAM
invaziv Testler (-) 6 7 13
Invaziv Testler (+) 0 14 14

TOPLAM 6 21 27
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H. pylori tanisinda altin standart kabul edilen mide biyopsi 6rneginden yapilan kiiltiir
sonucu pozitif olan 11 hastadan alman gaita 6rneklerinin hepsinde gaita PCR sonucu pozitif
olarak bulundu. Kiiltiir sonucu negatif olan 16 hastanin 6’sinin HpSA testi sonucu negatif,
10’unun sonucu pozitif olarak bulundu. Kiiltiir sonucunu standart olarak kabul ettigimizde

HpSA testinin duyarliligi %100, 6zgiilliigi ise %37.50 olarak hesaplandi.

4.3. DNA izolasyonu

ExtractMaster Fecal DNA Extraction Kit (Epicentre) kullanilarak DNA izolasyonu
protokole uygun gerceklestirildi. %0.8 agaroz (w/v) iceren jelde yiiriitiildii. DNA varligi UV
iliiminatérde goriilmedi (Sekil 1). Hazirlanan pozitif kontrol sulandirimlardan jelde
goriilememesine karsin PCR igin yeterli olabilecek miktarda DNA izole edilebilmis olma
olasilig1 géz onilinde bulundurularak amplifikasyona caligildi. PCR iiriinii elde edilemeyince

yontem terk edildi.

Sekil 1: Izolasyon kiti kullanarak yapilan DNA izolasyonunda elde edilen
firiinlerin %0.8’lik agaroz jelde elektroforez goriintiisii: Rakamlar: Ornekler

Fenol-kloroform ekstraksiyonu etanol presipitasyonu yontemi ile DNA izolasyonu,
Monteiro ve ark. (84) tarafindan rapor edilen yontem ile gerceklestirildi. Bu yontem ile DNA
izole edilmekle birlikte PCR sonrasi higbir primerle iiriin elde edilemedi. Sorunun PCR
inhibitrleri oldugu diisiiniilerek ydntem modifiye edildi. Ornekler PCR inhibitdrlerinin
eliminasyonu amaciyla, 15 ml’lik santrifiij tliplerinde en az ii¢ kez 5’er ml PBS ile yikandi.
Parcalama islemini kolaylastirmak ve DNA miktarin1 daha da artirmak i¢in Proteinaz K
miktar1 350 pg/ml ¢ikartildi. Bu degisikliklerle hem izole edilen DNA miktar1 artirildi hem de
PCR inhibitorlerinin miktarinin azaltildigr varsayildi (Sekil 2). Bazi orneklerde DNA
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miktarlarmin fazla oldugu goriildiikten sonra bu Ornekler 10 kat sulandirildi. Boylece

inhibitdrlerin de sulandirildigit DNA stispansiyonlar1 PCR islemlerinde kullanildi.

Sekil 2: Manuel izole edilen DNA &rneklerinin % 0.8’lik agaroz jelde elektroforez
goriintlisli, Rakamlar: Ornekler

4.4. Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Caligmamizda H. pylori varligini polimeraz zincir reaksiyonu ile tespit etmek
amaciyla 54 hastanin gaita 6rneginden ExtractMaster Fecal DNA Extraction Kit (Epicentre)
ve fenol-kloroform ekstraksiyonu etanol presipitasyonu yontemi ile izole edilen DNA’lar
kullanildi.

Hedef bolgelerinin amplifikasyonunda real time PCR ve konvansiyonel PCR
yontemleri kullanildi. Caligmamiza dahil edilen hastalardan eszamanli olarak alinan biyopsi
materyallerine ait sonuglar ile gaita 6rneklerinden yapilan Helicobacter pylori gaita antijen

testi (HpSA), ureA konvansiyonel PCR ve real time PCR sonuglar1 Tablo 8’de sunulmustur.



Tablo 8: Orneklere ait ureA PCR, real time PCR, HpSA ve biyopsi materyal sonuglar
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4.4.1. Konvansiyonel PCR

Calismamizda H. pylori viriilans genleri olan ureA, ureC ve vacA hedef bolgelerinin
konvansiyonel amplifikasyonu i¢in Tablo 3’de sunulan primerler kullanildi Kullanilan
izolasyon yontemleriyle primerlerin duyarhliklarini belirlemek i¢in m1’sinde 10’-10° H. pylori
iceren gaita Orneklerinden izole edilen DNA’lar oncelikle test edildi. Basarili sonug elde
edilen primerler ile 6rnekler tarand.

Konvansiyonel PCR’da 3 farkli enzim ile H. pylori SSI susundan izole edilen DNA
kullanilarak master miks komponent konsantrasyonlar1 ve enzim tercihleri belirlendi. En iyi
calisan enzim olarak FastStart Taq polimeraz (Roche) belirlendi. Diger enzimler kiiltiirden
izole edilmis H. pylori DNA’st kullanildiginda ¢alismaktayken; gaita izolatlarinda kotii

performansa sahip olduklar goriildi.
4.4.1.1. H. pylori ureA Geninin Amplifikasyonu

Pozitif sulandirimlarin ve negatif kontrol 6rneginin ureA genine 06zgiil primerler
kullamilarak yapilan amplifikasyonu sonucu 411 baz ¢ifti uzunlugundaki {iriin sadece 107, 10°,
10° bakteri/ml olan kontrollerde goriildii. Negatif kontrolde bant saptanmadi. Diisiik
yogunlukta bakteri iceren 6rneklerde bant saptanabilmesi amaciyla reamplifikasyon yontemi
kullanild. Ik amplifikasyonda elde edilen PCR firiinleri ikinci amplifikasyonda kalip olarak
kullanildi. Boylelikle hem PCR inhibitorlerinin orani azaltildi hem de siklus sayisi artirilarak
diisiik iirtin yogunlugu nedeniyle goriintiillenemeyen bantlarin goriiniir hale gelmesi saglandi.
Ik amplifikasyonda bakteri saptama alt limiti 10° bakteri/ml iken reamplifikasyonda 10°
bakteri/ml olarak saptanmustir (Sekil 3).
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Sekil 3: H. pylori ureA genine ait reamplifikasyon iriinlerinin %2’lik agaroz jelde
elektroforez goriintiisii: M: Marker, 107-10° bakteri/ml olan kontroller, PK: Pozitif kontrol,
NK: Negatif kontrol

[k turunda pozitif rnek saptanamayan 54 drnekten reamplifikasyon yéntemiyle 42°si
(%77,78) pozitif, 12°si (%22,22) negatif olarak bulundu (Tablo 8). Sekil 4’te baz1 6rneklerin

reamplifikasyon tiriinlerinin %2’lik agaroz jelde elektroforez goriintiisii verilmistir
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Sekil 4: H. pylori ureA genine ait reamplifikasyon iriinlerinin %2’lik agoroz jelde
elektroforez goriintiisii: NK: Negatif Kontrol, PK: Pozitif Kontrol, Rakamlar: Ornekler



39

Gaita antijen testi pozitif olan 43 6rnekten 36’sinin PCR testinin sonucu pozitif, 7’sinin
negatif olarak bulundu. Gaita antijen testi negatif 11 6rnekten 5’inin PCR testi sonucu negatif,
6’s1n1n sonucu pozitif olarak saptandi (Tablo 9). HpSA testi sonuclari ile ureA PCR sonuglari

arasindaki uyum %76 olarak belirlendi.

Tablo 9: ureA PCR sonuglarinin gaita antijen testiyle karsilastirilmasi

ureA PCR (-) ureA PCR (+) TOPLAM
HpSA () 5 6 11
HpSA (+) 7 36 43
TOPLAM 12 42 54

Mide biyopsi Orneginin mikrobiyolojik incelemesinde H. pylori negatif olarak
belirlenen 13 hastanin 7’sinin gaita PCR sonucu negatif 6’s1 pozitif olarak saptanmistir. En az
biriyle H. pylori pozitif olarak belirlenen 14 hastanin 13’4 pozitif 1’1 negatif olarak
belirlenmigstir (Tablo 10). Mikrobiyolojik inceleme sonuclarini standart olarak kabul
ettigimizde ureA PCR testinin duyarlilig1 %92.86 6zgiilligii ise %53.85 olarak hesaplandi.

Tablo 10: ureA PCR sonuglarinin, invaziv test sonuglariyla karsilastiriimasi

ureA PCR (-) ureA PCR (+) TOPLAM
Invaziv Testler (-) 7 6 13
Invaziv Testler (+) 1 13 14

TOPLAM 8 19 27

Kiiltiir sonucu pozitif olan 11 hastadan alinan gaita 6rneklerinin hepsinde ureA PCR
sonucu pozitif olarak bulundu. Kiiltiir sonucu negatif olan 16 hastanin 8’inin ureA PCR
sonucu negatif, 8’inin sonucu pozitif olarak bulundu. Kiiltiir pozitifligini standart olarak

aldigimizda, duyarliligi %100, 6zgiilliigii %50 olarak belirlendi.
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4.4.1.2. H. pylori ureC (glmM) Geninin Amplifikasyonu

ilk tur PCR isleminde bakteri yogunlugu 10°, 10°, 10° bakteri/ml olan pozitif
kontrollerden 294 bp uzunlugunda {iriin elde edildi (Sekil 5). DNA izolasyonu yapilan 54

ornekten higbirinde bant gdzlemlenemedi.

1 A 1 O o LI {1 )

Sekil 5: H. pylori ureC genine ait ilk amplifikasyon iirlinlerinin %2’lik agoroz jelde
elektroforez goriintiisii: M: Marker, 10”-10° bakteri/ml olan kontroller, PK: Pozitif Kontrol (H.
pylori DNA’s1), NK: Negatif Kontrol

Reamplifikasyonda ise nonspesifik amplifikasyonlar nedeniyle degerlendirme
yapilamadi (Sekil 6). Primer, MgCl, ve diger komponentler ile yapilan ayarlamalar neticeyi

degistirmedi.
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Sekil 6: H. pylori ureC genine ait reamplifikasyon triinlerinin %2’lik agoroz jelde
elektroforez goriintiisii: NK: Negatif Kontrol, PK: Pozitif Kontrol (H. pylori DNA’s1), 10’-10°
bakteri/ml olan kontroller, Rakamlar: Ornekler
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4.4.1.3. H. pylori vacA Geninin Amplifikasyonu

Pozitif sulandirimlar, negatif kontrol 6rnegi ve DNA izolasyonu yapilan 54 6érnekte H.
pylori’nin vacA geninin varligin1 arastirmak igin bu gene ait 259 bp veya 286 bp
uzunlugundaki bolgeyi hedef alan VAIF ve VAIR primerleri kullanilarak yapilan PCR
sonucunda pozitif kontroller dahil 6rneklerin higbirinde {iriin elde edilemedi. Master mix

kompozisyonu ve termal dongii kosullarinda yapilan degisiklikler sonucu etkilemedi.

4.4.2. Real Time PCR

Pozitif sulandirimlarin ve negatif kontrol 6rneginin ureA genine 6zgiil primerler ve
universal probe kullamlarak yapilan amplifikasyonu sonucu 107, 10°, 10° 10%, 10’ ve 10
bakteri/ml olan kontrollerde amplifikasyon egrisi belirlendi. Negatif kontrolde, 10' ve 10°
sulandirimlarinda amplifikasyon egrisi goriilmedi. Egrilere ait esik degerlerinin (Ct) orantili

oldugu gozlendi (Sekil 7, Tablo 11).

Marm . Fluoro.
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Sekil 7: Kontrollerin Amplifikasyon Egrileri
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Tablo 11: Ct Degerleri

Given Conc Calc Conc

Colour Name Type Ct ) ) % Var
(copies/ml) (copies/ml)
1 10n7 Unknown 16,16
2 1076 Unknown 20,09
3 B 10°5 | Unknown 24,15
4 B 10°4 | Unknown 27,89
5 1073 Unknown 31,62
6 1072 Unknown 35,64

101 Unknown

10 1070 Unknown

11 NK NTC

©

Elli dort hastaya ait gaita 6rneklerinden izole edilen DNA’lardan yapilan real time PCR
ile 34 (%62.96) ornek pozitif, 20 (%37.04) 6rnek negatif bulundu (Tablo 7).

H. pylori gaita antijen testi pozitif olan 43 ornekten 33’iiniin real time PCR testinin
sonucu pozitif, 10’nunun negatif olarak saptandi. HpSA testi negatif 11 6rnekten 10 unun real
time PCR testi sonucu negatif, 1’inin sonucu pozitif olarak bulundu (Tablo 12). Real time

PCR ile HpSA test sonuglar1 arasindaki uyum %80 olarak belirlendi.

Tablo 12: Real time PCR sonuglarinin gaita antijen testiyle karsilastirilmasi

RTPCR® () RTPCR (+) TOPLAM
HpSA () 10 1 11
HpSA (+) 10 33 43
TOPLAM 20 34 54

#RT PCR: Real Time PCR

Mikrobiyolojik yontemlerin hepsinde negatif olarak belirlenen 13 hastanin 6’sinin real
time PCR sonucu negatif, 7’si pozitif olarak saptanmistir. En az biriyle pozitif olarak

belirlenen 14 hastanin 13’iiniin real time PCR sonucu pozitif 1’1 negatif olarak bulunmustur
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(Tablo 13). Mikrobiyolojik inceleme sonuglarini standart olarak kabul ettigimizde real time

PCR testinin duyarliligi %92.86 6zgiilliigii ise %46.15 olarak hesaplandi.

Tablo 13: Real time PCR sonuglarinin invaziv test sonuglariyla karsilastirilmasi

RT PCR? (-) RT PCR (+) TOPLAM
Invaziv Testler (-) 6 7 13
Invaziv Testler (+) 1 13 14
TOPLAM 7 20 27

#RT PCR: Real time PCR

H. pylori tanisinda altin standart kabul edilen mide biyopsi 6rneginden yapilan kiiltiir
sonucu pozitif olan 11 hastanin tamaminda real time PCR sonucu pozitif olarak belirlendi.
Kiiltiir sonucu negatif olan 16 hastanin 9’unun real time PCR sonucu pozitif, 7’sinin sonucu
negatif olarak saptandi. Kiiltiir sonuclarin1 standart olarak kabul ettigimizde real time PCR

testinin duyarlilig1 %100, 6zgiilliigi ise %43.75 olarak hesaplandi.



5. TARTISMA

Helicobacter pylori, diinya niifusunun yarisindan fazlasinda goriilen; kronik gastrite,
gastroduodenal {ilsere, gastrik adenokarsinoma ve lenfomaya neden olabilen bir bakteridir (3-
5). Toplum saghgi agisindan risk olusturan H. pylori’nin giivenilir ve hizli bir sekilde
tanimlanmasi etkin tedavinin saglanmasi agisindan énemlidir.

H. pylori’nin tanisinda endoskopi islemi ile alinan mide biyopsi Orneginin
incelenmesini gerektiren invaziv yontemler (kiiltiir, histolojik inceleme ve hizli lireaz testi) ve
endoskopi islemi gerektirmeyen noninvaziv yontemler (lire nefes testi, serolojik testler, gaita
antijen testleri) kullanilmaktadir. Ayrica, invaziv ve noninvaziv olarak elde edilen
orneklerden molekiiler yontemlerle H. pylori varligi arastirilmaktadir (7-10).

Calismamizda, antijen aranmasi esasina dayali bir immunokromatografik yontemle H.
pylori agisindan incelenen gaita 6rneklerinde, farkli primerler ve DNA izolasyon metotlari
kullanarak, konvansiyonel PCR ve real time PCR yontemleriyle H. pylori varliginin
arastirilmasi ve sonuglarin kargilastirilmasi amaglandi.

H. pylori gaita antijen testi, hizli sonug alinabilmesi, testin yapilisinin kolayligi ve
maliyetinin diisiik olmasi1 sebebiyle son yillarda H. pylori enfeksiyonlarinin rutin tanisinda
yaygin olarak kullanilmaktadir. Ancak, diger Helicobacter turleriyle garpraz reaksiyon
gelismesi ve tedavi sonrasi H. pylori antijenlerinin ve Olii bakterilerin kalintilarinin
atilmasinin uzun siirmesi yalanci pozitif sonuglara neden olmaktadir (67-70).

Kaklikaya ve ark. (89), 2006 yilinda yaptiklar1 ¢aligmada, HpSA testinin tedavi 6ncesi
ve sonrasi tanisal dogrulugu, kiiltiir, histoloji ve hizli {ireaz testi sonuclariyla karsilastirarak
incelenmistir. HpSA testinin, tedavi Oncesi duyarliligint %70.6, 6zgilliglini %100, tedavi
bitiminde 4 hafta sonra duyarliligini %84.2, 6zgiilliigiinii ise %64.7 olarak bildirmislerdir.

Blanco ve ark. (90) invaziv testleri standart alarak yaptiklari ¢alismada, H. pylori
antijenlerini gaitadan tespit etmek amaciyla gelistirilen 3 farkli HpSA ELISA ve 3 farkli
HpSA immiinokart testinin tanisal degeri incelenmistir. HpSA ELISA (Immunodiagnostik
ELISA, Premier Platinum HpSA EIA, ve Amplified IDEIA HpStAR) testlerinin duyarliliklar
strastyla %87.3, %92.5 ve %95, ozgiilliikleri ise %83.3, %72.2 ve %66.6 olarak bildirilmistir.
HpSA immiinokart (Letitest H. pylori CARD, ImmunoCard HpSA ve RAPID HpStAR)
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testlerinin duyarliliklar sirastyla %83.8, % 52.5 ve % 78.8, oOzgiilliikleri ise %66.6, %94 ve
%55.5 olarak bildirilmistir.

Calismamizda, mide biyopsi 6rneginin mikrobiyolojik yontemlerle H. pylori agisindan
incelemesini standart olarak aldigimizda, HpSA testinin duyarliligi %100, 6zgilligli ise
%46.15 olarak hesaplandi.

Molekiiler yontemlerden, polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) son yillarda enfeksiyon
hastaliklarinin tanimlanmasinda yaygin olarak kullanilan oldukca 6zgiil ve duyarli bir
yontemdir. Biyopsi materyali, mide sivisi, tiikiirik ve dis plaklari, diski gibi klinik
orneklerden PCR yontemi ile H. pylori tespit edilebilmektedir (10, 57, 79, 84).

Gaitadan H. pylori DNA’smin tespit edilmesi esasina dayali olarak yapilan
calismalarda basar1 %25-100 arasinda degisen oranlarda rapor edilmistir. Bu degiskenlige
gaitada bulunan PCR inhibitorlerinin sebep oldugu diisiiniilmektedir (15, 72, 91). Bu nedenle
DNA izolasyonunda kullanilan yontem PCR basaris1 agisindan biiyilik 6nem teskil etmektedir.

Notarnicola ve ark. (16), PCR inhibitorlerinin uzaklastirilmasinda polipropilen
membran kullandiklar1 ¢aligmada, ureA geninin 411bp’lik fragmentini hedef alan HPU1-
HPU2 primerleriyle yapilan PCR’in duyarliligii %95.6 06zgiilliigiinii ise %100 olarak
bildirmislerdir. Ayni primerlerin kullanildigi  bir baska c¢alismada, inhibitorlerin
uzaklastirmasinda immiinmanyetik ayirma yontemi kullanilmis ve PCR’1in duyarliligint %61
ozgilliiglini ise %100 olarak bildirmislerdir (14).

Gaitadan DNA izolasyonu amaciyla gelistirilen fekal DNA izolasyon kitleri PCR
inhibitorlerinin uzaklagtirllmasinda cesitli kromatografik yontemler kullanmaktadir. Fekal
DNA izolasyon kitlerinin PCR inhibitorlerini uzaklastirmada yetersiz oldugunu bildiren
caligmalar da vardir. Zambon ve ark. (92) gaitadan DNA izolasyonunda QIAmp DNA Stool
kit (Qiagen) kullandiklar1 calismada, ureA geninin 323 bp’lik fragmentini hedef alan
primerler ile yapilan PCR’m duyarliligim1 %35, 6zgilliigiinii ise %98 olarak bildirmislerdir.
Ayni fekal DNA izolasyon kitinin kullanildig1 baska bir ¢caligmada ise ureA genine 6zgiil
primerlerle yapilan seminested PCR’1n duyarliligi %26 olarak bildirilmistir (18).

Gaita orneklerinden molekiiler yontemlerle H. pylori varliginin saptanmasinda PCR
inhibitorlerinden kaynaklanan sorunlar goz onilinde bulundurularak ¢aligmamizda iki farkli
yontemle (Fekal DNA izolasyon ve fenol kloroform ekstraksiyonu ve etanol presipitasyon
yontemi) DNA izolasyon ¢aligsmasi yapildi.

PCR inhibitorlerinin eliminasyonunda jel filtrasyon yontemi kullanan ExtractMaster

Fecal DNA Extraction Kit (Epicentre Biotechnologies) ile yapilan izolasyonda DNA varlig
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gozlemlenmedi. Az miktarda da olsa DNA olmasi ihtimali goz 6niine alinarak amplifikasyon
gergeklestirildi. Yapilan amplifikasyon ¢alismalarinda da sonug¢ alinamadi.

Stephen ve ark (93) gaitadan DNA izolasyonu amaciyla gelistirilen 4 farkli marka
DNA izolasyon kitinin (ExtractMaster Fecal DNA Extraction Kit; Epicentre Biotechnologies,
QIAamp DNA Stool Mini Kit; Qiagen, UltraClean Fecal DNA Kit; MoBio and ZR Fecal
DNA Kit; Zymo Research) basarisin1 karsilastirdiklar1 ¢alismada, ExtractMaster Fecal DNA
Extraction Kit’in DNA izolasyonunda basarisiz oldugu bildirilmistir. Nitekim, tarafimizdan
yapilan ¢alismada benzer sonug elde edilmis bu nedenle izolasyon metodu degistirilmistir.

Fenol-kloroform ekstraksiyonu ve etanol presipitasyon yontemi ile ¢esitli doku ve
stvilarda basarili bir sekilde niikleik asit izole edilebilmektedir (84, 94, 95). Bu yontemde,
calismamizda PCR inhibitérlerini uzaklastirmak icin modifikasyonlar yapildi. Ornek
tekrarlayan PBS ile yikama siireglerinden gecirilerek daha ¢ok karbonhidrat kokenli olan
inhibitorler uzaklastirilmaya c¢alisildi. Yapilan amplifikasyon calismalari aslinda bu siirecin
yeterli olmadigin1 gosterdi. Zira yiikksek DNA konsantrasyonlarinda PCR ile {iriin elde
edilemedi. Konvansiyonel PCR’da iiriin elde edilmesi ancak elde edilen DNA’nin 10 kat
sulandirilmasi sonucunda gerceklestirilebildi. Yikama siirecinin uzatilmasi veya sivisinin
degistirilmesi inhibitdrleri uzaklastirmada yardimer olabilecegi diistintildii.

Argyros ve arkadaglar1 (96), 2000 yilinda yaptiklar1 ¢alismada, kiiltiirden izole edilen
bakterilerden fenol-kloroform yontemiyle 10° CFU/ml, gaitadan 10° CFU/ml bakteriyi
saptayabilmislerdir. Calismamizda bakteri alt saptama limiti, ureA PCR ile 10°; real time PCR
ile 10> bulunmustur. Yaptigimiz yikama islemleri ve elde edilen DNA’larm on kat
sulandirilarak kullanilmast PCR inhibitorlerinin etkisini ve miktarim1 azaltarak bakteri
saptama alt limitini diistirdiigii belirlenmistir.

PCR basarisinin yalnizca DNA izolasyon protokoliine bagli olmadigi bilinmektedir.
Al-Soud ve ark. (97) inhibitdr iceren orneklerde bazi enzimlerin daha iyi amplifikasyon iiriini
verdiklerini belirtmislerdir. Caligmamizda da benzer sekilde 3 farkli enzim ile yapilan
amplifikasyon denemelerinde iirin elde edilmesi ancak FastStart Taq polimeraz enzimi
(Roche) ile miimkiin olabildi.

PCR’1n basarisini etkileyen faktorlerden biri de kullanilan primerlerdir. Bu ¢alismada
iic gen Dbolgesine (vacA, ureA ve ureC) ait ¢esitli referanslarda belirtilen primerler
kullanilmasina karsin en iyi verim ureA genine 6zgiil HPU1-HPU2 primerlerinden alindi.
Ayni1 nedenle real-time PCR primerleri ve probu se¢iminde yine ureA geni kullanildi.

H. pylori barsak patojeni olmadigi i¢in gaitada diigiikk konsantrasyonda bulunmaktadir.

Bu nedenle, mide biyopsi 6rneginde PCR ile H. pylori’yi tespitinde onerilen 30-40 siklus
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gaita Orneklerinde yeterli olmamaktadir. Baz1 calismalarda nested, seminested PCR veya
reamplifikasyon yontemiyle gaitadan H. pylori DNA’smin basarili bir sekilde tespit
edilebildigi bildirilmistir (68, 74, 98). Siklus sayisinin artirilmasi testin duyarliligini
artirmakta bununla birlikte az sayida, kolonize olmamis veya Olii bakterilerin varliginda
pozitif sonuglar alinmasina sebep olmakta ve testin 6zgiilliigiinii diistirmektedir.

Calismamizda, gaitadan reamplifikasyon yontemi ile H. pylori DNA’sinin varligi ureA
genine 6zgiil primerler ile kullanarak arastirildi. ilk amplifikasyonda 10’-10° bakteri/ml olan
pozitif kontrollerden bant gozlemlendi, drneklerin higbirinde bant gdzlemlenemedi. ikinci
amplifikasyonda, ilk amplifikasyonda bant gézlemlenmeyen 54 Srnekten 43’tinde ve 10, 10°
bakteri/ml olan pozitif kontrollerden 411 bp uzunlugunda bant gdzlemlendi.

Sen ve ark. (98), yaptiklari calismada, bizim kullandigimiz primerlerle gaitada H.
pylori’nin reamplifikasyon yontemiyle tespitinin dogrulugu histoloji ve hizli iireaz testi
sonuclari ile karsilastirilarak incelenmistir. Testin duyarliligini %65.22, 6zgiilliigiini ise %75
olarak bildirmiglerdir. Bizim ¢alismamizda, yontemin tanisal dogrulugunu, invaziv test
sonuclarint standart alarak degerlendirdigimizde, duyarlilik %92.86, 6zgiillik ise %53.85
olarak hesaplandi.

Real time PCR, konvansiyonel PCR’a gére daha hizli ve 6zgiil bir yontemdir. Bu
calismada Roche Universal probe ve ureA genine 6zgiil primerler kullanarak gerceklestirilen
real time PCR’da 54 6rnekten 34’tinde ve 107-10? bakteri/ml olan pozitif kontrollerden
amplifikasyon egrisi elde edildi. Invaziv test sonuglarini standart olarak kabul ettigimizde real
time PCR testinin duyarlilig1 %92.86 6zgiilliigii ise %46.15 olarak hesaplandi.

Konvansiyonel PCR’da stok DNA sulandirilmasi (1/10) yapilmadan amplifikasyon
iirlinii elde edilemezken, real time PCR metoduyla stok DNA 6rneginden de amplifikasyonun
gerceklestirilebildigi saptandi. Ancak yapilan sulandirmanin etkinligi artirdigi gortildii.

Uyanik ve ark. (99) yaptiklar1 ¢calismada kiiltiir yontemini altin standart olarak kabul
ettiklerinde real time PCR yontemiyle gaitadan H. pylori tanisinin duyarliligini %68.0,
Ozgiilliigiini ise %72.7 olarak bildirmislerdir. Bizim ¢alismamizda ise, kiiltiir sonuglarini altin
standart olarak kabul ettigimizde real time PCR’1n duyarlilig1 %100, 6zgiilliigii %43.75 olarak
hesaplandi.

H. pylori tanisinda ve tedavi basarisinin izlenmesinde endoskopi gerektiren testler
referans olarak kullanilmaktadir. Ancak enfeksiyon gastrik mukozada yama seklinde dagilim
gosterdiginden invaziv testlerde 6rnek alim hatasi dolayisiyla yalanci negatif sonuglar
alinabilmektedir. Ayrica proton pompa inhibitdrii, bizmut preperatlari ve antibiyotik kullanim1

da invaziv testlerin duyarliligin1 diistirmektedir. Bu yiizden tanida sadece invaziv testlerin
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kullanilmas1 mevcut enfeksiyonun belirlenememesine neden olabilmektedir. Invaziv ve
noninvaziv testlerin bir arada kullanilmas1 tanida basariy1 artirmaktadir (11, 22). Bu nedenle
caligmamizda gaita orneklerinden H. pylori DNA’sinin tespitinde kullandigimiz yontemlerin
basarisint hem noninvaziv test (HpSA) sonuclariyla hem de invaziv test (kiiltiir, hizli iireaz
testi, mikroskopi) sonuglartyla karsilastirarak degerlendirildi.

Calismamizda almman sonuglar H. pylori gaita antijen testi sonuglariyla
karsilagtirildiginda, ureA PCR ile 41 sonucun, real time PCR ile 43 sonucun ayni oldugu
goriildii. Bununla birlikte HpSA testi ile ureA PCR sonuglar1 arasindaki uyum %76 olarak
saptand1. HpSA testi ile real time PCR sonuglar1 arasindaki uyum ise %80 olarak hesaplandi.

Queralt ve ark. (100) ureA genine 0zgiil primerler kullanarak seminested PCR ve
HpSA testi ile H. pylori varligini analiz ettikleri bir ¢aligmada, iki test arasindaki uyumu %75
olarak saptamislardir. Bu oran, Wisniewska ve ark. (18), tarafindan da benzer sekilde
bulunmustur.

Mide biyopsi orneginin mikrobiyolojik incelemesinde H. pylori pozitif bulunan 14
ornegin tamami1 HpSA testinde pozitif, ureA PCR ve real time PCR’da birer 6rnek negatif
digerleri pozitif olarak saptandi. Invaziv testlerle negatif olarak belirlenen 13 6rnekten 7’si
HpSA, 6’s1 ureA PCR ve 7’si real time PCR ile pozitif olarak belirlendi. HpSA testinde
pozitif olarak belirlenen bu 7 6rnekten 6’s1 real time PCR ile ortiisiirken, 4’li hem real time
PCR’la hem de ureA PCR’la ortiismektedir.

Invaziv testlerle negatif olarak belirlendigi halde HpSA, ureA PCR ve real time PCR
testi ile pozitif olarak bulunan 6rneklerin ytliksek oranda ortiismesi, midede daginik yerlesim
gosteren H. pylori’ye alinan biyopsi Orneginde rastlanamamis olmasi ihtimalini
diistindiirmektir.

HpSA ve gaita PCR’da tedavi sonrasi erken donemde H. pylori antijenlerinin ve 6li
bakterilerin kalintilarinin  atilmasinin uzun siirmesi yalanci pozitif sonuglara neden
olmaktadir. Makristathis ve ark. (74) yaptiklar1 calismada, gaita 6rneklerinden PCR ve antijen
testleriyle H. pylori tespitinin tedavi dncesi ve sonrasi tanisal dogrulugunu, histoloji ve kiiltiir
sonuglariyla karsilastirarak incelenmistir. Primer tanida duyarlilik ve 6zgiilliik sirasiyla HpSA
testinin %88.9 ve %94.6, gaita PCR’1n ise %93.7 ve %100 olarak bildirilmistir. Tedaviden 1
ay sonra ise histoloji ve kiiltiir sonuglarinda negatif olarak saptanan 41 hastanin 21’1 gaita
PCR ile, 13’ HpSA testi ile pozitif bulunmustur. Tedavi sonras1 duyarhilik ve 6zgilliik
sirastyla  HpSA testinin  %85.7 ve %68.3, gaita PCR’m %929 ve %48.8 olarak
bildirmislerdir.
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Calismamizda, kiiltir pozitif orneklerden elde edilen sonuglar karsilastirildiginda
HpSA ve PCR testlerinin hi¢ birinde yalanci negatif sonu¢ saptanmamistir. Kiiltiir negatif
orneklerde ise belirtilen testlerin pozitif olmalar1 antibiyotik baskisi nedeniyle iireyememeleri
veya tedavi sonrasi H. pylori atiliminin devam etmesi olgusuyla agiklanabilir.

Calisma hastalar1 randomize olarak secilmistir. Mide biyopsi 6rnegi alindigi donemde
bazi hastalarin gaita 6rnegi verememeleri, hastanin aldigi tedavi protokollerine ulasamama
gibi sorunlar nedeniyle uyumsuz sonuglarin agiklanabilmesi bu calismada miimkiin

olmamaktadir.



6. SONUC VE ONERILER

Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali Hasta Hizmetleri Laboratuvari’na H. pylori antijen
testi i¢in gonderilen 54 gaita Orneginde, farkli primerler ve DNA izolasyon metotlar
kullanarak, konvansiyonel PCR ve real time PCR yontemleriyle H. pylori varlig: arastirild.

Calismaya dahil edilen 54 hastanin 27’sinden ayni donemde alinmis mide biyopsi
orneklerinin mikrobiyolojik yontemlerle (hizli iireaz testi, mikroskopi, kiltir) H. pylori
acisindan incelenmesinde; 14’4 pozitif (en az birinde pozitif) , 13’0 negatif olarak
saptanmuistir.

H. pylori gaita antijen testi ile 54 Ornekten 43’1 (%79.63) pozitif, 11’1 (%20.37)
negatif olarak bulundu. Biyopsi 6rneginin mikrobiyolojik yontemlerle H. pylori agisindan
incelemesini standart olarak aldigimizda HpSA testinin duyarliligi %100, o6zgilligi ise
%46.15 olarak bulundu.

ExtractMaster Fecal DNA Extraction Kit (Epicentre Biotechnologies) ile gaitadan
DNA izolasyonunda basar1 saglanamadi. Fenol-kloroform ekstraksiyonu ve etanol
presipitasyonu yontemiyle basarili bir sekildle DNA izole edildi. izolasyon Kkitlerinin
seciminde daha dikkatli olunmasi gerektigi diisiiniilmektedir.

Konvansiyonel PCR’da FastStart Taq DNA polimeraz (Roche), GoTaq DNA
polimeraz (Promega) ve Hot Start Taqg DNA polimeraz (Fermentas) enzimleri kullanildi. En
1yi calisan enzim olarak FastStart Taq polimeraz (Roche) belirlendi. Diger enzimler kiiltiirden
izole edilmis H. pylori DNA’s1 kullanildiginda ¢alismaktayken; gaita izolatlarinda koti
performansa sahip olduklar goriildi.

ureA konvansiyonel PCR’da reamplifikasyon yontemi kullamldi. ilk amplifikasyonda
bakteri saptama alt limiti 10° bakteri/ml iken reamplifikasyonda 10° bakteri/ml olarak
saptandi.

ureA konvansiyonel PCR’da 54 oOrnekten 42’si (%77.78) pozitif, 12’si (%22.22)
negatif olarak bulundu. Biyopsi 6rneginin mikrobiyolojik yontemlerle H. pylori agisindan
incelemesini standart olarak aldigimizda ureA PCR testinin duyarlilig1 %92.86 6zgiilliigii ise
%53.85 olarak hesaplandi. Kiiltiir sonucunu standart olarak kabul ettigimizde ise duyarlilik

%100, 6zgiilliik %50 olarak bulundu.
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ureC konvansiyonel PCR’da reamplifikasyon ydntemi kullamilds. Ik amplifikasyonda
bakteri yogunlugu 10”, 10°, 10° bakteri/ml olan pozitif kontrollerden iiriin elde edildi. DNA
izolasyonu yapilan 54 oOrnekten iirlin elde edilemedi. Reamplifikasyonda ise nonspesifik
amplifikasyonlar nedeniyle degerlendirme yapilamadi.

vacA konvansiyonel PCR sonucunda pozitif kontroller dahil érneklerin hi¢birinde {iriin
elde edilemedi. Master mix kompozisyonu ve termal dongii kosullarinda yapilan degisiklikler
sonucu etkilemedi.

ureA genine 6zgiil primerler ile universal probe kullanilarak yapilan real time PCR’da
107107 bakteri/ml olan pozitif kontrollerde amplifikasyon egrisi belirlendi.

Real time PCR ile 54 ornekten 34’1 (%62.96) pozitif, 20’°s1 (%37.04) negatif olarak
bulundu. Biyopsi Orneginin mikrobiyolojik inceleme sonuglarini standart olarak kabul
ettigimizde real time PCR testinin duyarlili§i %92.86 ozgilliigii ise %46.15 olarak
hesaplandi. Kiiltiir sonucunu standart olarak kabul ettigimizde ise duyarlilik %100, 6zgiillik
ise %43.75 olarak saptandi.

Kiiltiir sonuglariyla karsilastirildiginda, 6zgiillik ve duyarlhilik agisindan ureA PCR
gaita orneklerinde H. pylori tanisini, H. pylori antijenlerini saptayan HpSA testine gore daha
basarili bir sekilde yerine getirmektedir. Bu baglamda HpSA’nin yalanci pozitifliklerine
rastlanabilecegini diisliniilmektedir.

Calismamiza dahil edilen gaita o6rneklerinin alindig1 hastalardan ayn1 donemde alinan
mide biyopsi 6rneginin mikrobiyolojik incelemesi yapilmis 6rnek sayisi bu ¢alismada 27°dir.
Bu sayinin artirilmasit durumunda rutin tanida yaygin olarak kullanilan HpSA testinin yalanci
reaksiyonlariin olup olmadig1 daha saglikli istatistikler yapilarak ortaya konabilecektir.

Invaziv yéntemlerle H. pylori acgisindan incelenen 6rnek sayisinin az ve hasta
bilgilerinin yetersiz oldugu diisiiniilmektedir. Invaziv yéntemlerle H. pylori negatif olarak
belirlenen hastalarin  gercek negatif olup olmadiklari, tedavi alip almadiklar
belirlenemediginde yapilan karsilastirmanin ¢ok saglikli olmadigini diisiinmekteyiz. Bu
caligmanin invaziv yontemlerle tedavi Oncesi ve sonrasim1 ig¢ine alacak sekilde
degerlendirilmis hasta populasyonunda yapilmasinin testlerin saglikli karsilastiriimasi
acisindan yararli olacagini diisiinmekteyiz.

Calisma sonucunda HpSA ile ureA PCR sonuglari arasindaki uyum %76, HpSA ile
real time PCR sonuglar1 arasindaki uyum ise %80 olarak bulunmustur. Calisma verilerine
gore; daha kolay ve ucuz olmasi nedeniyle gaita orneklerinde H. pylori tanisi amaciyla

HpSA’nin tercih edilmesi dogru bir yaklasimdir.



7. OZET

Farkh Primerler ve DNA Izolasyon Yoéntemleri Kullanarak Polimeraz Zincir
Reaksiyonu Yontemiyle Diski Orneklerinde Helicobacter pylori Varhgmin Arastirilmasi

ve Sonuclarin Immiinokromatografik Yontemle Karsilastirllmasi

H. pylori, kronik gastrite, gastroduodenal iilsere, gastrik adenokarsinoma ve
lenfomaya neden olabilen karsinojenik bir bakteri olarak degerlendirilmektedir. Helicobacter
pylori tanisinda kesin olarak belirlenmis altin standart bir test olmayisi nedeniyle giiniimiizde
hala tanida ve tedavi basarisinin izlenmesinde endoskopi gerektiren testler referans olarak
kullanilmaktadir.

Bu calismada hastalardan Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dal1 Hasta
Hizmetleri Laboratuvari’na gonderilen ve antijen aranmasi esasina dayali bir
immunokromatografik yontemle H. pylori agisindan incelenen gaita Orneklerinde, farkli
primerler ve DNA izolasyon metotlar1 kullanarak, konvansiyonel PCR ve real time PCR
yontemleriyle H. pylori varliginin arastirilmasi ve sonuglarin karsilastirilmasi amaglandi.

DNA izolasyonunda, fekal DNA izolasyon kiti (Epicentre) ve fenol kloroform
ekstraksiyonu ve etanol presipitasyon yontemi kullanildi. Fekal DNA izolasyon kiti ile DNA
izolasyonunda bagar1 saglanamadi. Fenol-kloroform ekstraksiyonu ve etanol presipitasyonu
yontemiyle basarili bir sekilde DNA izole edildi.

vacA, ureA, ureC gen bdlgelerine 6zgiil primerler ile yapilan konvansiyonel PCR
caligmalarinda, ureA geninin 411 bp uzunlugundaki fragmentini hedef alan HPUI-HPU2
primer ¢iftinin bagarili oldugu belirlendi.

Calismaya dahil edilen 54 6rnekten 43°i HpSA testi ile, 42’si ureA PCR ile, 34’1 real
time PCR ile H. pylori pozitif olarak belirlendi.

Mide biyopsi Orneginin mikrobiyolojik inceleme sonuglarimi standart olarak kabul
ettigimizde duyarlilik ve 6zgiilliikkleri sirastyla HpSA testinin %100 ve %46.15, ureA PCR’in
%92.86 ve %53.85, real time PCR’1n ise %92.86 ve %46.15 olarak hesaplanistir.

HpSA ile ureA PCR sonuglar1 arasindaki uyum %76, HpSA ile real time PCR

sonuglari arasindaki uyum ise %80 olarak bulunmustur.
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Calisma sonucunda, H. pylori tanisinda noninvaziv yontem olarak gaita drneklerinde
H. pylori DNA’sinin gosterilmesinin antijen testi kadar tami degerine sahip oldugu

goriilmiistiir. Bununla birlikte avantajlar1 nedeniyle HpSA testinin kullanilmasinin daha

mantikli oldugu yargisina varilmistir.



8. SUMMARY

Investigation of Presence of Helicobacter pylori in Fecal Samples, by various
primers and DNA Isolation Methods Using Polymerase Chain Reaction Method and

Comparison of Results with Immunochromatographic detection Method

Helicobacter pylori is a carcinogenic bacterium which causes chronic gastric,
gastroduodenal ulcers, gastric adenocarcinoma and lymphoma in human being. There is no
gold standard test available for diagnosis of H. pylori therefore tests that require endoscopy
for diagnosis and monitoring of treatment success are still being used as a reference.

This study analyzed the presence of H. pylori in stool samples sent by Department of
Medical Microbiology Laboratories by an immunochromatography method, using various
DNA isolation protocols and primers, conventional PCR and real time PCR, finally the results
were compared.

Stool DNA isolation kit (Epicentre), phenol-chloroform extraction method and ethanol
precipitation method were used to isolate DNA from stool samples.

DNA was isolated successfully by phenol-chloroform extraction and ethanol
precipitation methods while fecal DNA isolation kit failed.

Among conventional PCR protocols with specific primers targeted to vacA, ureA,
ureC gene regions of H. pylori, only 411 bp yield was obtained with HPU1-HPU2 primers on
ureA gene successfully in samples.

From 54 samples involved in this study, 43 by HpSA, 42 by ureA PCR and 34 by real
time PCR were determined as H. pylori positive.

If we accept the microbiological examination results of gastric biopsy specimen as a
standard, then sensitivity and specificity of the methods used are as below: HpSA test 100%,
46%, ure A PCR 92.86%, 53.85% and 92.86%, 46.15% for real time PCR, respectively.

Results agreement between HpSA and ureA PCR was 76% while this was 80%
between HpSA and real time PCR.

As a result assessing H. pylori’s DNA by a noninvasive method in stool samples has
as diagnostic value as an antigen test. However, because of the advantages of using the

HpSA test, it was suggested to be more logical.
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