Ozgiin Calisma/Original Article Mikrobiyol Bul 2011; 45(1): 11-20

Peptik Ulserli ve Ulser Olmayan Dispepsili
Hastalarin Mide Doku Orneklerinde Helicobacter
pylori vacA ve cagA Genlerinin Molekiiler
Yontemlerle Belirlenmesi

Molecular Detection of Helicobacter pylori vacA and cagA
Genes in Gastric Tissue Specimens of Patients with Peptic Ulcer
Disease and Non-Ulcer Dyspepsia

Meral KARAMAN', Hakan ABACIOGLU?, Omer S. TOPALAK?, ilkay SIMSEK>

! Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi, Multidisipliner Laboratuvarlari, izmir.
" Dokuz Eylul University Faculty of Medicine, Multidisiplinary Laboratories Izmir, Turkey.

2 Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, izmir.
2 Dokuz Eylul University Faculty of Medicine, Department of Medical Microbiology, Izmir, Turkey.

3 Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi, Gastroenteroloji Anabilim Dali, izmir.
3 Dokuz Eylul University Faculty of Medicine, Department of Gastroenterology, Izmir, Turkey.

Gelis Tarihi (Received): 21.07.2010 e Kabul Edilis Tarihi (Accepted): 24.11.2010

OZET

Helicobacter pylori, mide mukozasi icinde kolonize olabilen bir mikroorganizma olup, kronik aktif
gastrit, peptik Ulser, gastrik adenokarsinom ve primer gastrik lenfoma gibi hastaliklar icin risk faktora ola-
rak bildirilmektedir. Bakterinin viriilans faktorleri arasinda, vakuolleri aktive edici sitotoksin (vacA) ve sito-
toksin ile iliskili gen (cagA) onemli rol oynamaktadir. Bu calismada, klinik olarak peptik dlser hastaligi
(PUH) ve iilser olmayan dispepsi (UOD) tanisi almis hastalarin mide doku érneklerinde, H.pylori vacA s ve
m genotiplerinin belirlenmesi; vacA genotiplerinin cagA ile birlikteliginin arastirilmasi ve bunlarin klinik
tani ile iliskisinin degerlendirilmesi amaclanmistir. Calismaya, 19 (%65.5)'u kadin olmak izere, birbirle-
riyle ailesel baglantilari olmayan 29 hasta (yas araligi 18-74 yil; yas ortalamasi: 47.8 + 13.6) dahil edil-
mistir. Klinik olarak olgularin 13 (%44.8)"u PUH, 16 (%55.2)'st UOD olarak tanimlanmis olup, timdniin
endoskopi ile alinan mide doku 6rneginde lreaz testleri olumlu bulunmustur. Mide doku 6rneklerinden
H.pylori DNA'sI proteinaz-K, fenol-kloroform-izoamilalkol yontemi ile elde edilmis; vacA geni's, m1, m2
ve cagA bolgeleri polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile dort ayri primer seti kullanilarak belirlenmistir.
Tdm hasta 6rneklerinde ayrica, H.pylori vacA m bdlgesi icinde korunmus 785 baz cifti uzunlugundaki bol-
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geye DNA dizi analizi yapilmis, elde edilen diziler Gen-Bank dizileri ile birlikte hizalanmis ve filogenetik
agac olusturulmustur. Calismamizda, H.pylori pozitif 29 hastada vacA genotip dagilimi; sTm1 (n= 16),
sTm2 (n= 6) ve s2m2 (n= 7) olarak bulunmus; olgularin 19’unda ise cagA pozitifligi tespit edilmistir. Ge-
notipi sTm1 olarak saptanan 16 olgunun tiimiinde cagA'nin pozitif oldugu goriilmis ve bu olgulardan
13'Giniin Klinik olarak PUH tanisi alan hastalar oldugu izlenmistir (p= 0.008). vacA m bélgesinde niikle-
otid dizilerinin filogenetik analizi ile elde edilen genotiplendirme sonuglari, PCR sonucu elde edilen m ge-
notipleri ile uyumlu bulunmustur. Sonug olarak bu calismada, PUH ile vacA sTm1, cagA porzitif suslar ara-
sinda anlaml bir birliktelik oldugu tespit edilmis; H.pylori vacA m genotiplerinin saptanmasinda, niikle-
otid dizi analizi yerine daha ucuz ve basit bir yontem olan PCR yonteminin giivenle kullanilabilecegi di-
stindlmdastar.

Anahtar sézciikler: Helicobacter pylori; vacA; cagA; polimeraz zincir reaksiyonu; dizi analizi.

ABSTRACT

Helicobacter pylori can colonize the gastric mucosa and is considered as a risk factor for chronic ac-
tive gastritis, peptic ulcer, gastric adenocarcinoma and primary gastric ymphoma. Among its various
virulence factors, vacuolating cytotoxin encoded by vacA and cytotoxin-associated toxin encoded by
cagA gene play an important role. The aims of this study were the detection of H.pylori vacA s and m
genotypes, investigation of the association between vacA genotypes and cagA gene presence, and eva-
luation of the correlation between those factors and the clinical diagnosis. Gastric tissue specimens of
patients who were clinically diagnosed as peptic ulcer disease (PUD) and non-ulcer dyspepsia (NUD)
were included in the study. A total of 29 patients (age range: 18-74 years, mean age: 47.8 + 13.6 ye-
ars; 19 were female) without any familial relationship were evaluated. Thirteen (44.8%) of the patients
were diagnosed clinically as PUD, while 16 (55.2%) as NUD. All of the patients’ gastric tissue samples
obtained by endoscopy were urease positive. H.pylori DNA was extracted from the tissue specimens
by proteinase-K, phenol-chloroform-isoamyl alcohol method and vacA's, m1, m2 and cagA regions we-
re identified by polymerase chain reaction (PCR) using four different primer sets. In addition, DNA se-
quencing was performed for the protected 785 base-pairs region of vacA m gene in all of the samp-
les, and the sequences were aligned with Gene-Bank sequences, creating a phylogenetic tree. The dist-
ribution of vacA genotypes between 29 H.pylori positive patients were found as; sTm1 (n= 16), sTm2
(n=6) and s2m2 (n= 7), while 19 patients yielded positive results for cagA gene. CagA positivity was
detected in all of the 16 patients harboring sTm1 genotype, and 13 of those were the patients diag-
nosed as PUD (p= 0.008). Genotyping data achieved by phylogenetic analysis of the vacA m region
were compatible with m genotypes identified by PCR. In conclusion, we detected a significant relati-
onship between PUD and vacA sTm1 and cagA positivity. It was also determined that PCR would be a
reliable, simpler and cheaper alternative to nucleotide sequencing for the identification of H.pylori va-
cA m genotypes.

Key words: Helicobacter pylori; vacA; cagA; polymerase chain reaction; sequencing.

GiRis

Helicobacter pylori, gastrik mukozada kolonize olan gram-negatif, sarmal sekilli, mik-
roaerofilik bir bakteridir'. Enfekte kisilerin tiimiinde gastroduodenal hastalik gelismeyip,
semptomsuz olgular olmakla birlikte, temelde kronik aktif gastritin en 6nemli etyolojik
ajanidir. H.pylori'nin peptik Ulser, gastrik adenokarsinom ve primer gastrik lenfoma icin
risk faktorii oldugu bilinmektedir?3. Diinyanin farkli cografi bolgelerinde H.pylori enfek-
siyonu oranlarina bakildiginda; gelismis tlkelerde distk, gelismekte olan ulkelerde yik-

12 MiKROBIiYOLOJi BULTENi




Karaman M, Abacioglu H, Topalak 0S, Simsek I.

sek seroprevalans oranlari dikkati cekmektedir®. H.pylori enfeksiyonunun temel bulas yo-
lu olarak, diski-agiz ve agiz-agiz bulagi bildiriimektedir®. Enfeksiyonun aile icinde kiime-
lendigi, enfekte annenin aile ici bulasta anahtar rol oynadigi, ayrica sosyal ve etnik fark-
liliklarin enfeksiyonun kazanilmasinda énemli bir faktér oldugu ifade edilmektedir®’. Ai-
le icinde 6zellikle anneden ¢ocuga dikey aktarimin yani sira, kardegler arasinda yatay ak-
tarimin 6nemi de vurgulanmaktadir®.

H.pylori'nin virtlans faktorleri arasinda ureaz, flajel proteinleri, siiperoksit dismutaz ve
vakuolleri aktive edici sitotoksin (vacuolating cytotoxin; vacA) gibi proteinler yer almak-
tadir®. Kolonizasyon icin gerekli flajel proteini ve lireazin aksine, vacA geni her zaman
eksprese edilmemektedir. Kokenlerin sadece %50-65'inde 87 kDa’luk bir protein olan
VacA Uretilmekte ve bu sitotoksini yapan suslar ile karsilasan primer mide epitel hiicrele-
rinde vakuolizasyon indiiklenmektedir®. vacA geninin, amino ucu sinyal bélgesi (s) ve or-
ta (middle-m) bdlgesinin niikleotid dizilerine gore farkli allelik varyantlari tanimlanmis-
tir. Genin s bolgesi s1a, s1b, s1c veya s2 allellerinden, m bolgesi ise m1, m2a veya m2b
allellerinden birini icerir. Farkl s ve m allelleri rekombinasyonla bir araya gelerek s1/m1,
s1/m2, s2/m2 ve varhigi tartismali olan s2/m1 genotiplerini olusturmaktadir'®'3. Bu fark-
Il genotiplerin sitotoksik aktivite ve klinik tablolar ile yakindan iliskili oldugu bildirilmek-
tedir'®'". Bakterinin bir diger viriilans faktéri, sitotoksin ile iliskili gen (cytotoxin-associ-
ated gen; cagA) urinudir. Bu protein, tek basina bir sitotoksin olarak degil, sitotoksine
yardimci toksin olarak nitelendirilmekte ve cag patojenite adasi (cag PAl) icin bir belirle-
yici olarak kullaniimaktadir'* 13,

Ulkemizde H.pylori'nin seroprevalansi ile ilgili calismalar olmasina karsin, genotipleri
ve bunlarin hastalik patogenezi ile iliskisi konusunda bilgilerimiz sinirhdir. Bu ¢alismada;
klinik olarak peptik Ulser hastaligi ve llser olmayan dispepsi tanisi almis hastalarin mide
doku orneklerinde, H.pylori vacA s ve m genotiplerinin belirlenmesi, vacA genotiplerinin
cagA ile birlikteliginin arastiriimasi ve bunlarin klinik tani ile iligkisinin degerlendirilmesi
amaclanmigtir.

GEREC ve YONTEM

Calismaya, Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi, Gastroenteroloji Bilim Da-
linda peptik Glser hastaligi (PUH) ve (lser olmayan dispepsi (UOD) tanisi almis hastalar-
dan, endoskopi ile alinan mide doku 6rneginde lireaz testi olumlu bulunan 29 hasta da-
hil edildi. Orneklerde H.pylori vacA s ve m genotipleri ve cagA varligi polimeraz zincir re-
aksiyonu (PCR) ile arastinidi.

Mide doku ornekleri, gastroenteroloji uzmanlari tarafindan, uygun sekilde dezenfek-
siyonu yapilmis forseps ve endoskop yardimi ile pilordan 3-5 cm uzakliktaki antrum bol-
gesinden ve en az iki farkli alandan alindi. Doku ornekleri 100 pl steril distile su iceren
ependorf tiplere alinarak DNA izolasyonu basamagina kadar -70°C’de saklandi.

Mide doku 6rneginden H.pylori DNA'sinin eldesi icin proteinaz-K, fenol-kloroform-izo-
amilalkol yontemi kullanildi. Her bir 6rnek icin vacA s, m1, m2 ve cagA bolgelerine 6z-
gll dort ayr primer seti ile (Tablo I), Perkin Elmer GenAmp 9600 cihazinda (Roche, Al-
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Tablo I. H.pylori vacA Allellerinin Tiplendirilmesinde, cagA Varliginin Saptanmasinda ve vacA m Bélgesi Di-
zilemesinde Kullanilan Oligoniikleotid Onciiller

PCR iiriin bolgesi ve

Primer Dizi Bolge uzunlugu

VA 1-F 5" ATGGAAATACAACAAACACAC 3’ vacA s1* 259 bg (797-1055)
VA 1-R 5" CTGCTTGAATGCGCCAAAC 3’

VA 1-F 5" ATGGAAATACAACAAACACAC 3’ vacA s2* 286 bg (284-569)
VA 1-R 5" CTGCTTGAATGCGCCAAAC 3’

VA 3-F 5" GGTCAAAATGCGGTCATGG 3’ vacA m1* 290 bg (2741-3030)
VA 3-R 5" CCATTGGTACCTGTAGAAAC 3’

VA 4-F 5" GGAGCCCCAGGAAACATTG 3’ vacA m2* 352 bg¢ (976-1327)
VA 4-R 5" CATAACTAGCGCCTTGCAC 3’

CAG -F 5" TGCTAAATTAGACAACTTGAGCGA 3’ cagA* 289 bg (2294-2584)
CAG -R 5’ AATAATCAACAAACATCACGCCAT 3’

VA 6F 5" TCAATATCAACAAGCTC 3’ vacA m** 785 bg (1881-2666)
VA 6R 5" CCGCATGCTTTAATGTC 3’

* 10 no’lu kaynaktan alinmustir.
** Dizileme bdlgesine ait primerler 16 no’lu kaynaktan alinmistir.
b¢: Baz cift, PCR: Polimeraz zincir reaksiyonu.

manya) 94°C’de 1 dakika on denatirasyon; 94°C‘de 1 dakika, 55°C’de 1 dakika,
72°C'de 2 dakika (5 dongu); 94°C’de 1 dakika, 53°C’de 1 dakika, 72°C’de 2 dakika (5
dongu); 94°C’de 1 dakika, 50°C’de 1 dakika, 72°C’de 2 dakika (20 dongu) ve 72°C’de
10 dakika son uzatma ile PCR gerceklestirildi'®. Kontrol olarak vacA sim1 ve cagA pozi-
tif NCTC 11637 susu kullanildi.

H.pylori vacA m bolgesinin niikleotid dizilimini saptamak icin, bu bolgenin 785 baz
ciftlik (bg) kismi VA6-F ve VA6-R primerleri kullanilarak amplifiye edildi'® (Tablo 1). Amp-
lifiye edilen Urlnler agaroz jel elektroforezi ile goruntilenerek 785 b¢'lik Griin uzunlugu
ile uyumlu bant buytiklikleri olumlu olarak degerlendirildi. Bu 6rnekler etanol ile saflas-
tinldi. Dizileme reaksiyonlari, Sequitherm Excel Il DNA Sequencing Kits-LC (Epicentre Bi-
otechnologies, SE9202LC, ABD) kullanilarak LI-COR “DNA sequencer” aygitinda gercek-
lestirildi. islemler Greticilerin 6nerileri dogrultusunda uygulandi.

Elde edilen H.pylori dizileri Gen-Bank’tan alinan 35 referans dizi ile birlikte (AF049631
nt: 1925-2595) Clustal X versiyon 1.81 programi kullanilarak hizalandi'”. Hizalanmis di-
zilerden MEGA versiyon 2.1 yazihminda “Neighbour-Joining” yontemi ve “Kimura-2 pa-
rametre” diizeltmesi kullanilarak filogenetik agac olusturuldu'®. Agacin giivenilirligi “bo-
otstrap” analizi ile (1000 set) test edildi.

Hastalara ait klinik ve tanimlayici bilgiler, deneyler sonucunda elde edilen verilerle bir-
likte SPSS 8.0 programina aktarildi. Istatistiksel degerlendirmede “Fisher’s exact test”
kullanildi ve dagihmlarin p degeri icin 0.05 diizeyinde farkh olup olmadiklari arastirildi.

14 MiKROBIYOLOJi BULTENI




Karaman M, Abacioglu H, Topalak 0S, Simsek |.

Tablo Il. Calismaya Alinan Olgulara Ait H.pylori Suslarinda vacA s ve m Genotipleri ile cagA Birlikteligi

Peptik ulser hastalig: Ulser olmayan dispepsi

vacA genotipi cagA (+) cagA (-) cagA (+) cagA (-) Toplam
sTm1 11 - 5 - 16
sTm2 1 - - 5 6
s2m1 - - -

s2m2 - 1 2 4 7
Toplam 12 1 7 9 29

BULGULAR

Calismada, mide doku 6rnekleri alinan 29 hastanin 19 (%65.5)"u kadin, 10 (%34.5)'u
erkek olup, yaslar 18-74 (ortalama 47.8 £ 13.6) yil arasinda degismektedir. Klinik ola-
rak, olgularin 13 (%44.8)'Gi PUH, 16 (%55.2)’si UOD tanisi almistir. Hastalarin birbirle-
riyle ailesel baglantilar yoktur.

Peptik Ulserli olgularin 12'sinde s1, birinde s2 genotipi saptanirken; dispepsili olgula-
rnn 10°u s1, altisi ise s2 genotipi olarak bulunmustur. PUH olan olgularin 11’i m1, ikisi
m2; UOD'li olgularin ise besi m1, 11'i m2 genotipinde tespit edilmistir.

Yirmi dokuz olgunun 19’u cagA pozitif, 10’u cagA negatif olarak saptanmistir. Geno-
tipi s1 olan 17 olguda cagA pozitif bulunurken, genotipi s2 olan iki olguda pozitif olma-
s1, istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p= 0.002). Benzer olarak, m1 genotipli olgu-
larin timi cagA pozitif olarak degerlendirilirken, m2 genotipli i¢ olgunun pozitif olma-
sl istatistiksel olarak anlamlidir (p= 0.000). PUH olan 13 olgudan 12’si cagA pozitif, biri
cagA negatif (p= 0.008) ve UOD'li 16 olgudan yedisi cagA pozitif, dokuzu cagA negatif
olarak saptanmstir (Tablo II).

Tim hasta (n= 29) 6rneklerine nikleotid dizi analizi uygulanmis; bu analiz sirasinda
H.pylori vacA m bolge dizisi icinde korunmus 785 b¢ uzunlugundaki DNA dizilerinden,
teknik sartlar nedeniyle 670 niikleotidlik diziler elde edilmistir. Bu dizilerin hizalanmasi
ve daha sonra filogenetik agacin olusturulmasi basamaginda glivenilir veriler elde ede-
bilmek amaciyla, Atherton ve arkadaslarinin'® énerdigi sekilde 670 niikleotidlik dizinin
3’ ucundaki acikliklardan zengin 113 nukleotidlik bolge analiz disi birakilmistir. Gen-
Bank’tan saglanan genotipleri belirli H.pylori dizileri ve bu calismada elde edilen hiza-
lanmis diziler ile olusturulan filogenetik agag incelendiginde, 29 6rnegin 16’sinin vacA
m1, 13’tnidn vacA m2 genotipi olarak yer aldigi izlenmistir (Sekil 1). Dizileme sonucun-
da elde edilen genotipleme verileri ile PCR sonucu elde edilen genotiplemenin uyum-
lu oldugu gorilmdustar.
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99 | AF049629
AF049620
AF049628
AF049624
AF049630
AF049647
AF049625
AF049622
AF049633
AF049646
AF049632
AF049626
AF049643
AF049640
AF049631

2 AF049651
77 AF049638
AJ006967
AF220116
96 AY168868
vacA m1 96-AY168869
AY168867
AY168871
AY168872
9973 |: AY169676
u07145
—————  AE000598
% U05676
70 deuhp4
39 ’ deuhgm
55| | deuhp14
81|| deuhp15
AF049653
46| deuhp11
84 deuhp27
48 deuhp29
deuhp24
deuhp28
deuhp9
deuhpl
46 deuhp3
deuhpl6
deuhp18
deuhp19
deuhp22
—— AJ006968
E——Y
vacA m2 oo AR220118
99 AF091821
deuhp17
deuhp13
deuhp7
deuhp2
deuhp12
deuhp6
U29401
& deuhp5
deuhp21
deuhp8
6 deuhp20
deuhp25
deuhp23
_— 641 deuhp26

0.05

Sekil 1. H.pylori vacA m bélgesine ait 567 niikleotidlik dizilerin, Neighbour-Joining yéntemi ve Kimura-2 pa-
rametre dizeltmesi uygulanarak elde edilen filogenetik agaci (Adagtaki sayilar 45 ve lizerindeki “bootstrap”
degerlerini gstermektedir). Referans diziler Gen-Bank erisim numaralari ile, bu ¢calismada elde edilen diziler
ise “deuhp” on eki ile gdsterilmistir.
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TARTISMA

Gelismekte olan ulkelerde H.pylori enfeksiyonlari genc yaslarda ve siklikla da cocukluk
déneminde kazaniimaktadir?®. Ulkemiz de, enfeksiyonun dagilimi acisindan gelismekte
olan iilkeler arasinda yer almaktadir?’-?2, Bu calismada, {ic aydan uzun siireli dispeptik
yakinmalari olan, klinik olarak PUH ve UOD tanisi konulan ve mide doku érneklerinde
Ureaz testi pozitif bulunan secilmis bir grup hastada, H.pylori virilans faktorlerinden
vacA genotipleri ve cagA'nin varligr arastinlmistir. H.pylori enfeksiyonlarinin tanisinda in-
vazif olan (kultir, histopatoloji, hizli Ureaz testi, PCR) ve olmayan (serolojik testler, tre
solunum testi) yontemler kullanilmakta, bu yontemlerin cesitli avantajlari ve dezavantaj-
lari bulunmaktadir?3. Biyopsi érneklerinden kiiltiir sonrasi PCR ve genotiplendirme yapi-
labilmekle birlikte, bakterinin zor Gretilmesi ve kiltir icin 6zel kosullara gereksinim du-
yulmasi sorun olusturmaktadir. Calismamizda kiiltir yapilmaksizin, dogrudan mide do-
ku 6rneklerinden DNA elde edilmis, ardindan PCR ve niikleotid dizi analizi yapilmistir.

Son yillarda H.pylori ile enfekte bireylerin bazilarinda kronik atrofik gastritin yani sira
gastrik adenokarsinom ve MALT lenfoma gelisirken bazilarinda gelismemesi, bu bakteri-
ye 6zgui virllans faktorlerini gtindeme getirmistir. Bu faktorlerden biri olan vacA geninin
s (s1a, s1b, s1c, s2) ve m (m1, m2a, m2b) bdlgeleri icin farkl allelik varyantlari tanim-
lanmistir' . H.pylori’'nin vacA genotipinin saptanmasinin, susun ilserojenik ézelliginin be-
lirrenmesinde, in vitro sitotoksin lretiminin gosterilmesinden daha 6nemli oldugu vur-
gulanmaktadir'®. Ulkemizde, bakterinin viriilans faktorleri ile ilgili serolojik ve molekiiler
yontemler kullanilarak cesitli caismalar yapilmis ve bu faktorlerin klinik seyir izerindeki
etkileri ile ilgili aragtirmalara gereksinim oldugu vurgulanmistir?*?7, Kantarceken ve ar-
kadaslari>*, histolojik olarak doudenal {ilser, gastrik tilser ve UOD tanisi almig 107 olgu-
da vacA ve cagA’'nin varhgini tipe 6zgll primerler ile arastirmiglardir. Bu arastiricilar,
cagA pozitifligi ile duodenal ve gastrik Ulser arasinda istatistiksel olarak anlamli bir birlik-
telik saptarken, bu gruplarda UOD grubuna gére daha yiiksek oranda vacA pozitifligi bil-
dirmislerdir?*. Calismamizda ise PUH olan 13 olgunun 12'si s1, biri s2 genotipi; UOD’li
16 olgunun 10°u s1, altisi s2 genotipi olarak tanimlanmistir. Suslarin vacA s genotipleri
ile birlikte m genotiplerinin de saptanmasi, genotiplerin klinik tani ile birlikteliginin ince-
lenmesi ve PCR sonuglari ile niikleotid dizi analizi sonuglarinin karsilastirilmasi, calisma-
mizi farkh kilmigtir. Eldeki veriler Gilkemizde vacA s1 genotipin baskin oldugunu ve PUH
ile iliskili oldugunu gostermekle birlikte, gerek cografik, gerekse ekonomik ve sosyokiil-
turel acidan karisik bir toplum olmamiz nedeniyle H.pylori genotiplerinin dagilimi acisin-
dan bolgeler arasinda farkliliklar olabilir. Bu nedenle daha fazla veriye gerek vardir.

H.pylori'de rekombinasyonun ilk kanitlari vacA’da mozaik yapinin saptanmasiyla or-
taya konmustur'®. Bu mozaik yapi nedeniyle vacA s ve m genotiplerinin sTm1, s1m2 ve
s2m2 olmak tzere farkli kombinasyonlar bulunmustur. Cahsmamizda, H.pylori pozitif
29 olgudan 16’s1 sTm1, altisi sSTm2 ve yedisi s2m2 olarak saptanmistir (Tablo II). Geno-
tipi sTm1 olan 16 olgunun tamaminda cagA pozitifligi gézlenmis ve bu olgularin
11’inin klinik olarak PUH tanisi aldigi izlenmistir. Erzin ve arkadaslari®®, H.pylori genotip-
leri ile klinik bulgularin iliskisini arastirdiklari cahismalarinda, H.pylori pozitif 91 olgudan
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37’sinde vacA s1m1, 44’inde sTm2 ve dokuzunda s2m2 genotipi saptamislar; vacA
sla, cagA ve cagE pozitif suslarin duodenal ulser ve gastrik kanser ile, vacA s2m2 geno-
tipinin ise UOD ile birlikteligini anlamli bulmuslardir. Ulkemizde yapilan bazi genotip-
lendirme calismalarinda®® oldugu gibi calismamizda da s2m1 genotipi saptanmazken;
Erzin ve arkadaslari®® gastrik kanserli bir olguda s2m1 genotipinin varhigini bildirmisler-
dir. Bazi uluslararasi calismalarda da vacA s2m1 genotipinin varliina iliskin veriler bil-
dirilmistir'>'3, Bu genotipin etnik ya da cografik bir dagilim egiliminde olabilecegi dii-
siiniilmekle birlikte heniiz bu konuda yeterli veri yoktur. Daha 6nceki veriler'' ve calis-
mamizin sonuglari, vacA s1m1/cagA pozitif H.pylori suslarinin PUH ile yakindan iliskili ol-
dugu yonindedir.

CagA, H.pyloriicin tek basina bir viriilans faktoru olarak degil, daha ziyade sitotoksine
yardimar bir toksin olarak fonksiyon gormekte ve cag patojenite adasi (cagPAl) icin bir
belirleyici olarak kullanilmaktadir'*'>. CagA varhiginin, yiiksek viriilans, PUH ve gastrik
kanser ile yakindan iliskili oldugu vurgulanmaktadir®. Yapilan arastirmalarda, PUH olan
hastalarin hemen hemen tamaminin vacA pozitif H.pylori suglan ile enfekte oldugu, bun-
larin da %90-95inin cagA porzitif oldugu belirtiimektedir®'. Yine vacA’nin farkli genotip-
lerine bakildiginda, vacA sTm1 genotipinin cagA pozitif suslar ile birlikteligi bildirilmek-
tedir'". Son yillarda cagA’daki allelik varyasyonlar konusu da yogun olarak arastirilmis ve
tipki vacA’da oldugu gibi cagA'nin da cografi farkliliklari tanimlanmistir32, Ayrica, cag ge-
notiplerindeki heterojenitenin H.pylori ile iliskili klinik hastalik tipini etkileyebilecegdi belir-
tilmistir3®. Calismamizda, cagA bélgesi varliginin arastinimasi amaciyla kullandigimiz pri-
merlerin nitelikleri nedeniyle cagA genotip farkliliklarinin saptanmasi mimkin olama-
mustir. Bulgularimiz, olgularin 19 (%65.5)’'unda cagA geni varligini gostermis ve bu oran,
Saribas ve arkadaslarinin®” cocuk ve yetiskin hastalarin endoskopik biyopsi 6rneklerinden
izole edilen H.pylori suslarinda PCR ile saptadiklar cagA pozitiflik orani (116/198; %58.6)
ile uyumlu bulunmustur. PUH olan hastalar incelendiginde, 13 hastanin 12’sinde cagA
pozitifliginin oldugu gériilmiistir. CagA negatif bulunan bir PUH olgusunun ise, klinik
olarak endoskopi sirasinda formu bozulmus bulbus ve eritemat6z gastrit bulgular gos-
teren bir hasta oldugu, fizik tedavi ve rehabilitasyon anabilim dalinda gonartroz tanisi ile
izlendigi ve yogun nonsteroid antiinflamatuvar (NSAI) ila¢ tedavisi aldigi belirlenmistir.
Dolayisiyla s6z konusu olguda peptik Ulserin ortaya ¢cikmasinda, kullanilan NSAl ilaglarin
da rolu olabilir.

Calismamizda, Ureaz testi ile H.pylori pozitif saptanan olgularin timiine vacA m bol-
ge analizleri uygulanmig; bu amacla hem bu bélgeye 6zgil primerler kullanilarak PCR
yontemi, hem de nikleotid dizi analizi yontemi gerceklestirilmistir. Filogenetik analiz so-
nucunda, calismaya alinan 29 olgunun 16’si vacA m1, 13’4 m2 olarak saptanmis ve bu
sonuglar PCR verileri ile uyumlu bulunmustur. Genotiplendirmelerde nikleotid dizileri-
nin filogenetik analizi altin standart bir yontem olmasina karsin, uygulamasi oldukca zor,
zaman alici ve pahalidir. Tipe 6zgil primerler kullanarak PCR ile elde ettigimiz verilerin
dizi analizi sonuglari ile uyumlu olusu, H.pylori vacA m bdlgesine ait genotiplendirmenin
uygun primerler ile yapilabilecegi kanisini uyandirmaktadir.
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