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Gastrik Dokulardaki Helicobacter pylori

DNA’sinin Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Testi ile Tespitinde Kullanilan Iki Farkli
Primer Setinin Kargilagtirilmasi

Comparison of Two Different Primer Sets
Used for Detection of Helicobacter pylori
DNA by Polymerase Chain Reaction Assay
in Gastric Tissues

OZET Amag: H.pyloriinfeksiyonu diinya genelinde en yaygin goriilen bakteriyel infeksiyonlardan bi-
ridir. Prevalans: tahminen %40-80 oranindadir ve cografi bolge, yas, cinsiyet, etnik koken ve sosyo-
ekonomik yapiya gore degisim gosterir. Gastrik biyopsi 6neklerinden H.pylori izolasyonunda
kullanilan kiiltiir metotlar1 diisiik duyarhilikta, zor ve geg sonug verdigi icin H.pylori tanisinda mole-
kiiler yontemler giderek 6nem kazanmaktadir. Klinik 6rneklerden mikroorganizmanin direkt tanisin-
da kullanilmak {izere birgok polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) metodu gelistirilmistir. Bu PCR
metotlarinda hedef genler 16S rRNA geni, random kromozom dizileri, 26 kDa tip spesifik antijen ge-
ni, ireaz A (ureA) geni ve 6nceleri iireaz C (ureC) olarak adlandirilan phosphoglucosamine mutaz
(glmM) genidir. Bu ¢aligmanin amaci; gastrik biyopsi 6rneklerinde H.pylori tanisinda ureA ve glmM
bazh iki PCR yénteminin duyarlhiliklarinin kargilagtirlmasidir. Gereg ve Yontemler: Bu calismada 220
gastrik biyopsi (110 antrum, 110 korpus) érnegine ait genomik DNA, Qiagen doku ekstraksiyon kiti
ile elde edilmis ve H.pylori hedef ureA ve glmM genleri PCR ile amplifiye edilmistir. Bulgular: Biyop-
si orneklerinde H.pylori glmM ve ureA genleri sirasi ile %80.5 ve %71.8 oraninda bulunmustur. So-
nug: Bu ¢alismada gImM bazli PCR metodunun gastrik biyopsi 6rneklerinde H.pylori aragtirilmasi
i¢in faydah bir yontem oldugu ve ureA bazli PCR’dan daha tistiin oldugu ortaya ¢ikmistir.

Anahtar Kelimeler: Helicobacter pylori; fosfoglukozamin mutaz; ureA; polimeraz zincir reaksiyonu

ABSTRACT Objective: H.pylori infection is one of the most common bacterial infections worldwi-
de. Its prevalence has been estimated to range from 40 to 80% and it varies widely by geographic
area, age, race, ethnicity, and socioeconomic status. Since culture methods for isolation of H.pylo-
riin gastric biopsy specimens were insensitive, time consuming and cumbersome, molecular met-
hods for detection and typing of H.pylori are gaining importance. Many PCR methods have been
developed to detect the organism directly in clinical specimens. The targets of these PCR methods
include the 16S rRNA gene, the random chromosome sequence, the 26-kDa species-specific anti-
gen (SSA) gene, the urease A (ureA) gene, and the phosphoglucosamine mutase (glmM) gene, for-
merly named urease C (ureC) gene. The aim of present study was to compared the sensitivities of
two different PCR methods based on ureA and ureC for the detection of H.pylori in gastric biopsy
specimens. Material and Methods: In our study, genomic DNA of 220 gastric biopsi samples (110 an-
tral, 110 corpus) were extracted with QIAGEN tissue kit and H.pylori target genes (ureA and ureC)
were amplified by PCR. Results: H.pylori ureC and ureA genes were found in 80.5 and 71.8 percent
of biopsy samples respectively. Conclusion: It appears that ureC based-PCR is a useful primary to-
ol to detect and is distinguish H. pylori strains from gastric biopsy specimens and it is superior to
ureA based-PCR.
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elicobacter pylori insanlarda gastrik mukozaya kolonize olarak, no-
niilser dispepsiden, gastrik adenokarsinomalara kadar degisen genis
bir spektrumda gastroduedenal hastaliklara yol acan, spiral seklin-
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de, gram negatif bir basildir."® Dispeptik yakinma-
lar1 olan hastalarda H.pylori tanisi igin, hizli, yiiksek
duyarlilik ve 6zgtlliige sahip tani protokollerinin
olusturulmas: kombine tedavi protokollerinin basa-
ris1 ve antibiyotiklere kars1 direng gelisiminin 6n-
lenmesi agisindan son derece dnemlidir. H.pylori
infeksiyonlarinin tanisinda giintimiizde farkli du-
yarlilik ve 6zgiilliige sahip, endoskopik muayene ve
biyopsi bazl hizh tireaz testi, histolojik muayene ve
kiiltiir gibi invazif yontemlerle, iire soluk testi, dis-
k1 antijen testi ve serolojik bazli testler gibi non-in-
vazif testlerin kombinasyonu kullanilmaktadir."”
Bakteriyel infeksiyonlarin tanisinda altin standart
olarak kabul edilen kiiltlir yontemi, diisiik duyarh-
ik ve ge¢ sonug vermesi sebebi ile H.pylori infeksi-
yonlarinin tanisinda rutin olarak kullanilamamak-
tadir. Bu sebeple biyopsi materyali, gastrik siv1, dig-
ki 6rnekleri ve dig taglar1 gibi klinik materyalden
dogrudan H.pylori tanisinda; ureA, glmM, 16S
rRNA, 235 rRNA ve Hsp65 genlerini hedef alan ce-
sitli primerlerin kullanildig1 PCR bazli yontemler
uygulanmaktadir."#'® Cok sayidaki arastirmada
H.pylori-ureA ve glmM genlerinindeki, spesifik ve
iyi korunmus baz dizilerini hedef alan primerlerin
kullanildig: farkli PCR protokollerinin, yiiksek du-
yarlilik ve 6zgiilliikleri sebebi ile tan1 degerlerinin

yitksek oldugu vurgulanmigtir.”"’

Bizim caligma-
mizda, gastrik biyopsi drneklerinden PCR yontemi
ile H.pylori tanisinda ureA genindeki 411 bp’lik
spesifik dizileri hedef alan primerler ile gImM (es-
ki ureC) genindeki 294 bp’lik spesifik bolgeyi hedef
alan primerlerin kullanildig: iki farkli PCR yonte-
minin duyarlilik ve kabul edilebilirlik degerleri y6-

niinden kiyaslanmasi amaglanmistir.

I GEREC VE YONTEMLER

Bu ¢aligmaya, Aralik 2006-Eylil 2007 tarihleri ara-
sinda bolgemizdeki ii¢ hastaneye gastroduedonal

yakinmalarla bagvuran ve endoskopi endikasyonu
alan 110 hastadan biri antrum ve biri de korpus
bolgelerinden olmak {izere alinan toplam 220 mi-
de biyopsi 6rnegi dahil edildi. Ornekler steril 1 ml
PBS (Phosphate Buffer Saline, pH= 7.4) iceren
ependorf tiiplerinde, soguk zincirde laboratuvara
ulagtirildi.

Biyopsi 6rneklerinden DNA ekstraksiyonu Qi-
agen doku DNA ekstraksiyon kiti (Qiagen QlAamp
DNA Mini Kit) ile firmanin talimatlar1 dogrultu-
sunda yapildi. Ekstrakte edilmis DNA iceren tiipler,
spektrofotometrede 260 nm dalga boyunda DNA
yogunlugu yoniinden incelendi ve yogunluklarinin
amplifikasyonlar i¢in yeterli oldugu (>3 pg/ml) te-
yit edildi. Elde edilen DNA 6rnekleri kullanilinca-
ya kadar -20°C’de saklandi. Calismada pozitif kon-
trol susu olarak H.pylori NCTC 99 (Refik Saydam
Ulusal Tip Kiiltiir Koleksiyonu, RSKK no: 05017)
kullanildi.

DNA ornekleri, H.pylori ureA genine ait
411bp ve H.pylori glmM genine ait 294 bp uzunlu-
gundaki spesifik dizileri hedef alan HPLC piirifiye
ureA ve glmM primer ¢iftlerinin (Ella Biotech
GmbH, Almanya) (Tablo 1) kullanildig: iki farkh
PCR yontemi ile ayri-ayr arastirildi. Amplifikas-
yon; 10 mM Tris-HCI (pH= 8.3), 50 mM KCl, 1.5
mM MgCl,, herbir ANTP’den 200 uM, herbir pri-
merden 25 pmol, 2.5 U Taq polymerase ve 5 l ka-
Lip DNA iceren toplam 50 mikrolitre PCR
karisiminda gergeklestirildi. Amplifikasyon igin
Applied Biosystems-2720 Termal Dongii cihazi
kullanildi. Amplifikasyon agamalar1 94 °C’de 4 dk.
ilk denaturasyonu takiben 35 dongii 93 °C’de 1 dk,
56 °C'de 1 dk, 72 °C’de 1 dk ve 72 °C’de 7 dk son
uzama kosullarinda gerceklestirildi. Amplikonlar
etidyum bromiirli % 2’lik agaroz jel elektroforezi
ile incelendi ve jel gortintiileme sistemi (Kodak Gel

TABLO 1: PCR testlerinde kullanilan primer setleri ve molekuler 6zelikleri.

Hedef Bélge Primer Dizisi Uriin Uzunlugu G/C orani Tm Kaynak
ureA F 5-GCCAATGGTAAATTAGTTCC-3' 411bp %40.0 59.0°C 8,9,10
R 5-CTCCTTAATTGTTTTTACAT-3' %25.0 52.2°C
gimM F 5-AAGCTTTTAGGGGTGTTAGGGGTTT-3 294 bp %44.0 61.3°C 8,9 12
R 5-AAGCTTACTTTCTAACACTAACGC-3' 9%37.5 57.6°C
Turkiye Klinikleri ] Med Sci 2010;30(4) 1167
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Logic 1500 Imaging System) ile goriintiilenerek
kaydedildi (Resim 1).

Bulgularin istatistiksel analizi i¢in x? ve Fisher
Exact Test kullanild1 ve kargilagtirmalarda istatis-
tiksel 6nem diizeyi 0.05 olarak alindi.

I BULGULAR

Calismaya dahil ettigimiz 110 hastadan; ureA-PCR
yontemi ile 89’unun (%80.9), glmM-PCR ile ise
96’s1n1n (%87.3) antrum ve korpus 6rneklerinden
en az birinde H.pylori tespit edildi (Tablo 2). ure-
A-PCR ile antrum 6rneklerinin 84’iinde (%76.4),
korpus orneklerinin de 74’tinde (%67.3) H.pylori
tespit edilmesine karsihik, glmM-PCR ile H.pylori-
pozitif 6rnek sayilar: siras: ile 95 (%86.4) ve 82
(%74.5) olarak bulundu (Tablo 2). Béylece, toplam
220 biyopsi oOrneginden, ureA-PCR ile 1587
(%71.8), glmM-PCR ile ise 177’1 (%80.5) H.pylori
yoniinden pozitif olarak tespit edildi. Gerek an-
trum, gerekse korpus 6rneklerindeki H.pylori pozi-
tiflik oranlarinin gImM-PCR yo6nteminde daha
yliksek oldugu goriilse de, bu fark her iki 6rnek ti-
pi icin istatistiki yonden anlamsiz bulundu (siras
ile p= 0.083 ve p= 0.299). Ancak, 220 6rnegin ta-
mamu ele alindiginda, glmM-PCR y6nteminin tani
degerinin ureA-PCR’dan istatistiki yonden anlam-
I1 derecede daha yiiksek oldugu goriildi (p=0.044).

ureA-PCR ile pozitif bulunan 6rneklerin, kor-
pus ornegi her iki test ile de pozitif bulunan bir has-

taya ait antrum 6rnegi ve antrum 6rnegi her iki test
ile de negatif bulunan bagka bir hastaya ait korpus
ornegi disinda tamami gImM-PCR ile de pozitif bu-
lundu. Béylece, H.pylori tanisinda son derece 6zgiil
ve duyarli oldugu bilinen ve bizim ¢aligmamizda da
yliksek pozitiflik gosteren gImM-PCR sonuglar: al-
tin standart olarak kabul edildiginde, ureA-PCR’1n
duyarhiliginin %87-89, 6zgiilligiiniin ise %93-96
oranlarinda oldugu belirlendi (Tablo 3).

I TARTISMA

Gastroduodenal H.pylori infeksiyonunun tanisin-
da farkli duyarhilik ve 6zgiilltige sahip bir¢ok inva-
zif ve non-invazif test yontemi gelistirilmigtir."”-
Klinik materyallerden H.pylori'nin tespitinde kiil-
tiir ve/veya histolojik muayene altin standart olarak
kabul edilir. Ancak histolojik incelemenin sensiti-
vitesinin diisiitk olusu, kiiltiirde izolasyon y6ntemi-
nin de tecriibeli laboratuarlarda bile duyarliliginin
950-80 oraninda olmasi ve sonuglarin uzun siire-
de alinmasi gibi dezavantajlar1 bu yontemlerin ru-
tin tanida kullanim alanini sinirlandirmaktadir.
Son yillarda tanisinda giigliik cekilen birgok bakte-
riyel ve viral infeksiyonun tanisinda oldugu gibi
H.pylori infeksiyonlarinin tanisi ile bakteriye ait
vacA, cagA ve iceA gibi virulans genleri ve antibi-
yotik direncine yol agan mutasyonlarin tespitinde
PCR bazli molekiier yontemler basar ile uygulan-
maya baslamistir. Bu yontemler direkt taninin ya-

400 b

T la

Z00 bg

100 b

RESIM 1: Amplikonlarin %2'lik agaroz jelde UV 11§1 altindaki gériintuleri: A) ureA genine ait 411bp uzunlugundaki spesifik diziler; B) glmM genine ait 294 bp
uzunlugundaki spesifik diziler (M: 100 bp’lik marker, P: pozitif kontrol, N: negatif kontrol, 1-3: pozitif bulunan drmekler).
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TABLO 2: Antrum ve korpus biyopsi drnekleri
degerlendirilen 110 hastanin ureA-PCR ve gimM-PCR
test sonuglarina gdre dagilimi.

Hastalar ureA-PCR glmM-PCR

Say! (%) Sayt (%)
Antrum({+)Korpus(+) 69 (62.7) 81 (73.5)
Antrum(+)Korpus(-) 15 (13.6) 14 (127)
Antrum(-)Korpus{+) 5 (4.5) 1 (0.9)
Antrum(-)Korpus(-) 21 (19.1) 14 (12.7)
Toplam 110 110

n1 sira iire nefes testi veya hizli iireaz testi ile pozi-
tif olup kiiltiir sonuglar1 negatif bulunan olgular gi-
bi uyumsuz sonuglarin agikliga kavusturulmasinda
dogrulama test olarak kullanilmaktadir. PCR proto-
kolleri olusturulurken segilecek DNA ekstraksiyon
yontemi, hedef gen bolgeleri ve bu bolgeleri tani-
yan primerlerin se¢imi yontemin duyarliliginda be-
lirleyicidir."7!3

Yaptigimiz caligmada antrum ve korpus biyop-
si 6rneklerindeki H.pylori varligin gostermek icin,
H.pylori-ureA ve H.pylori-glmM genlerini hedef
alan iki farkli primer setini kullandigimiz PCR pro-
tokolleri ile biyopsi 6rneklerinin en az birinde ol-
mak tizere sirasiyla %80.9 ve %87.3 oranlarinda
pozitiflik tespit edilmistir. Bu sonu¢ gImM-PCR
yonteminin duyarliliginin, biyopsi 6rneginin loka-
lizasyonuna bakilmaksizin ureA-PCR’dan istatistiki
yonden anlamli derecede daha yiiksek oldugunu
gostermistir (p= 0.044). Benzer bulgular Romero Lo-
pez ve ark.nin ureA, ureA + Bve ureC genlerini he-
defalan primerleri kullandiklar {i¢ PCR prtokoliinii

kargilagtirdiklar1 bir ¢calismada elde edilmistir. Bu
grup, ureC-PCR’1n diger iki teste gore daha duyarh
oldugunu géstermiglerdir.” Diger taraftan Smith SI
ve ark. Nijerya’da 189 biyopsi drnegini, ureA, ureC
ve SSA genlerini hedef alan primerlerin kullanildi-
g1 PCR protokolleri ile degerlendirdikleri ¢aligmala-
rinda, PCR protokollerinin duyarlhilik ve
ozgulligiini hem kendi aralarinda hem de, hizh
ireaz testi ve kiiltiir sonuglar ile karsilagtirmiglar-
dir.”® Bu grup, ureA ve ureC-PCR protokolleri ile el-
de ettikleri pozitiflik oranlarinin %91 oldugunu,
ancak ureC-PCR ile %56 olan negatif anlamlilik ora-
ninin, %44’likk orana sahip ureA-PCR’dan daha
yiiksek oldugunu belirterek ureC-PCR’1n kabul edi-
lebilirlik degerinin daha yiiksek bulundugunu vur-
gulamiglardir.” Singh ve arkadaglarinin Hsp60 gen
bolgesini hedef alan bir nested-PCR yontemi gelis-
tirmek amaciyla yaptiklar1 ¢aligmalarinda ek olarak
ureC-PCR ve ureA-PCR yontemlerinin duyarlilik-
larini da kiyaslamiglar ve ureC-PCR ile pozitiflik
oranini % 95, ureA-PCR pozitiflik oranini ise %63
olarak bulmuglardir.” Brooks ve ark.nin yaptig1 bir
bagka calismada 134 hastadan elde edilen gastrik bi-
yopsi 6rneklerinde H.pylori varlig: histoloji, kiiltiir,
hizl iireaz testi ve glmM-PCR ile arastirilmis ve en
iyi sonuglar1 gImM-PCR ile elde etmiglerdir.’

Sonug¢ olarak, mide biyopsi oOrneklerinde
H.pylori kolonizasyonunun tespiti i¢cin H.pylori-
glmM geni iizerindeki 784 ile 1077 bazlar1 arasin-
da yer alan 294 bp’lik kisa fragmenti hedef alan
primerlerin kullanildigi PCR protokollerinin yiik-
sek duyarlilik ve 6zgiilliige sahip oldugu goriilmiis-
tlr.

TABLO 3: Antrum ve korpus biyopsi drneklerinde ureA-PCR ve gimM-PCR test sonuglarinin karsilastiriimasi.
Biyopsi Ornekleri glmM-PCR (+) gImM-PCR (-) Toplam
Sayl (%) Say1 (%) Sayl (%)
Antrum ureA-PCR {+) 83 (87.4) 1 (87) 84 (76.4)
ureA-PCR (-) 12 (12.6) 14 (93.3) 26 (23.6)
Toplam 95 15 110
Korpus ureA-PCR (+) 73 (89.0) 1 (3.6) 74 (67.3)
ureA-PCR (-) 9 (11.0) 27 (96.4) 3% (327)
Toplam 82 28 110
Toplam ureA-PCR {+) 156 (88.1) 2 (47 158 (71.8)
ureA-PCR (-) 21 (11.9) 4 (95.3) 62 (28.2)
Toplam 177 43 220
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