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elicobacter pylori insanlarda gastrik mukozaya kolonize olarak, no-
nülser dispepsiden, gastrik adenokarsinomalara kadar değişen geniş
bir spektrumda gastroduedenal hastalıklara yol açan, spiral şeklin-

Gastrik Dokulardaki Helicobacter pylori
DNA’sının Polimeraz Zincir Reaksiyonu
Testi ile Tespitinde Kullanılan İki Farklı

Primer Setinin Karşılaştırılması

ÖÖZZEETT  AAmmaaçç::  H.pylo ri in fek si yo nu dün ya ge ne lin de en yay gın gö rü len bak te ri yel in fek si yon lar dan bi -
ri dir. Pre va lan sı tah mi nen %40-80 ora nın da dır ve coğ ra fi böl ge, yaş, cin si yet, et nik kö ken ve sos yo-
eko no mik ya pı ya gö re de ği şim gös te rir. Gas trik bi yop si önek le rin den H.pylo ri izo las yo nun da
kul la nı lan kül tür me tot la rı dü şük du yar lı lık ta, zor ve geç so nuç ver di ği için H.pylo ri ta nı sın da mo le -
kü ler yön tem ler gi de rek önem ka zan mak ta dır. Kli nik ör nek ler den mik ro or ga niz ma nın di rekt ta nı sın -
da kul la nıl mak üze re bir çok polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) me to du ge liş ti ril miş tir. Bu PCR
me tot la rın da he def gen ler 16S rRNA ge ni, ran dom kro mo zom di zi le ri, 26 kDa tip spe si fik an ti jen ge -
ni, üre az A (ure A) ge ni ve ön ce le ri üre az C (ureC) ola rak ad lan dı rı lan phosp hog lu co sa mi ne mu taz
(glmM) ge ni dir. Bu ça lış ma nın ama cı; gas trik bi yop si ör nek le rin de H.pylo ri ta nı sın da ure A ve glmM
baz lı iki PCR yön te mi nin du yar lı lık la rı nın kar şı laş tı rıl ma sı dır. GGee  rreeçç  vvee  YYöönn  tteemm  lleerr:: Bu ça lış ma da 220
gas trik bi yop si (110 an trum, 110 kor pus) ör ne ği ne ait ge no mik DNA, Qi a gen do ku eks trak si yon ki ti
ile el de edil miş ve H.pylo ri he def ure A ve glmM gen le ri PCR ile amp li fi ye edil miş tir. BBuull  gguu  llaarr::  Bi yop -
si ör nek le rin de H.pylo ri glmM ve ure A gen le ri sı ra sı ile %80.5 ve %71.8 ora nın da bu lun muş tur. SSoo  --
nnuuçç::  Bu ça lış ma da glmM baz lı PCR me to du nun gas trik bi yop si ör nek le rin de H.pylo ri araş tı rıl ma sı
için fay da lı bir yön tem ol du ğu ve ure A baz lı PCR’dan da ha üs tün ol du ğu or ta ya çık mış tır.

AAnnaahh  ttaarr  KKee  llii  mmee  lleerr:: He li co bac ter pylo ri; fos fog lu ko za min mu taz; ure A; po li me raz zin cir re ak si yo nu

AABBSS  TTRRAACCTT  OObb  jjeecc  ttii  vvee:: H.pylo ri in fec ti on is one of the most com mon bac te ri al in fec ti ons worl dwi -
de. Its pre va len ce has be en es ti ma ted to ran ge from 40 to 80% and it va ri es wi dely by ge og rap hic
are a, age, ra ce, eth ni city, and so ci o e co no mic sta tus. Sin ce cul tu re met hods for iso la ti on of H.pylo -
ri in gas tric bi opsy spe ci mens we re in sen si ti ve, ti me con su ming and cum ber so me, mo le cu lar met -
hods for de tec ti on and typing of H.pylo ri are ga i ning im por tan ce. Many PCR met hods ha ve be en
de ve lo ped to de tect the or ga nism di rectly in cli ni cal spe ci mens. The tar gets of the se PCR met hods
inc lu de the 16S rRNA ge ne, the ran dom chro mo so me se qu en ce, the 26-kDa spe ci es-spe ci fic an ti -
gen (SSA) ge ne, the ure a se A (ure A) ge ne, and the phosp hog lu co sa mi ne mu ta se (glmM) ge ne, for-
merly na med ure a se C (ureC) ge ne. The aim of pre sent study was to com pa red the sen si ti vi ti es of
two dif fe rent PCR met hods ba sed on ure A and ureC for the de tec ti on of H.pylo ri in gas tric bi opsy
spe ci mens. MMaa  ttee  rrii  aall  aanndd  MMeett  hhooddss:: In our study, ge no mic DNA of 220 gas tric bi op si samp les (110 an -
tral, 110 cor pus) we re ex trac ted with QI A GEN tis su e kit and H.pylo ri tar get ge nes (ure A and ureC)
were amp li fi ed by PCR. RRee  ssuullttss::  H.pylo ri ureC and ure A ge nes we re fo und in 80.5 and 71.8 per cent
of bi opsy samp les res pec ti vely. CCoonncc  lluu  ssii  oonn::  It ap pe ars that ureC ba sed-PCR is a use ful pri mary to -
ol to de tect and is dis tin gu ish H. pylo ri stra ins from gas tric bi opsy spe ci mens and it is su pe ri or to
ure A ba sed-PCR.

KKeeyy  WWoorrddss::  He li co bac ter pylo ri; phosp hog lu co sa mi ne mu ta se; ure a; poly me ra se cha in re ac ti on 
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de, gram ne ga tif bir ba sil dir.1-6 Dis pep tik ya kın ma -
la rı olan has ta lar da H.pylo ri ta nı sı için, hız lı, yük sek
du yar lı lık ve öz gül lü ğe sa hip ta nı pro to kol le ri nin
oluş tu rul ma sı kom bi ne te da vi pro to kol le ri nin ba şa -
rı sı ve an ti bi yo tik le re kar şı di renç ge li şi mi nin ön-
len me si açı sın dan son de re ce önem li dir. H.pylo ri
in fek si yon la rı nın ta nı sın da gü nü müz de fark lı du-
yar lı lık ve öz gül lü ğe sa hip, en dos ko pik mu a ye ne ve
bi yop si baz lı hız lı üre az tes ti, his to lo jik mu a ye ne ve
kül tür gi bi in va zif yön tem ler le, üre so luk tes ti, dış -
kı an ti jen tes ti ve se ro lo jik baz lı test ler gi bi non-in -
va zif test le rin kom bi nas yo nu kul la nıl mak ta dır.1,7

Bak te ri yel in fek si yon la rın ta nı sın da al tın stan dart
ola rak ka bul edi len kül tür yön te mi, dü şük du yar lı -
lık ve geç so nuç ver me si se be bi ile H.pylo ri in fek si -
yon la rı nın ta nı sın da ru tin ola rak kul la nı la ma mak-
ta dır. Bu se bep le bi yop si ma ter ya li, gas trik sı vı, dış -
kı ör nek le ri ve diş taş la rı gi bi kli nik ma ter yal den
doğ ru dan H.pylo ri ta nı sın da; ure A, glmM, 16S
rRNA, 23S rRNA ve Hsp65 gen le ri ni he def alan çe-
şit li pri mer le rin kul la nıl dı ğı PCR baz lı yön tem ler
uy gu lan mak ta dır.1,8-18 Çok sa yı da ki araş tır ma da
H.pylo ri-ure A ve glmM gen le ri nin de ki, spe si fik ve
iyi ko run muş baz di zi le ri ni he def alan pri mer le rin
kul la nıl dı ğı fark lı PCR pro to kol le ri nin, yük sek du-
yar lı lık ve öz gül lük le ri se be bi ile ta nı de ğer le ri nin
yük sek ol du ğu vur gu lan mış tır.7-17 Bi zim ça lış ma -
mız da, gas trik bi yop si ör nek le rin den PCR yön te mi
ile H.pylo ri ta nı sın da ure A ge nin de ki 411 bp’lik
spe si fik di zi le ri he def alan pri mer ler ile glmM  (es -
ki ureC) ge nin de ki 294 bp’lik spe si fik böl ge yi he def
alan pri mer le rin kul la nıl dı ğı iki fark lı PCR yön te -
mi nin du yar lı lık ve ka bul edi le bi lir lik de ğer le ri yö-
nün den kı yas lan ma sı amaç lan mış tır.

GE REÇ VE YÖN TEM LER
Bu ça lış ma ya, Ara lık 2006-Ey lül 2007 ta rih le ri ara-
sın da böl ge miz de ki üç has ta ne ye gas tro du e do nal

ya kın ma lar la baş vu ran ve en dos ko pi en di kas yo nu
alan 110 has ta dan bi ri an trum ve bi ri de kor pus
böl ge le rin den ol mak üze re alı nan top lam 220 mi -
de bi yop si ör ne ği da hil edil di. Ör nek ler ste ril 1 ml
PBS (Phosp ha te Buf fer Sa li ne, pH= 7.4) içe ren
epen dorf tüp le rin de, so ğuk zin cir de la bo ra tu va ra
ulaş tı rıl dı. 

Bi yop si ör nek le rin den DNA eks trak si yo nu Qi -
a gen do ku DNA eks trak si yon ki ti (Qi a gen QI A amp
DNA Mi ni Kit) ile fir ma nın ta li mat la rı doğ rul tu -
sun da ya pıl dı. Eks trak te edil miş DNA içe ren tüp ler,
spek tro fo to met re de 260 nm dal ga bo yun da DNA
yo ğun lu ğu yö nün den in ce len di ve yo ğun luk la rı nın
amp li fi kas yon lar için ye ter li ol du ğu (>3 μg/ml) te -
yit edil di. El de edi len DNA ör nek le ri kul la nı lın ca -
ya ka dar -20°C’de sak lan dı. Ça lış ma da po zi tif kon -
trol su şu ola rak H.pylo ri NCTC 99 (Re fik Say dam
Ulu sal Tip Kül tür Ko lek si yo nu, RSKK no: 05017)
kul la nıl dı.

DNA ör nek le ri, H.pylo ri ure A ge ni ne ait
411bp ve H.pylo ri glmM ge ni ne ait 294 bp uzun lu -
ğun da ki spe si fik di zi le ri he def alan HPLC pü ri fi ye
ure A ve glmM pri mer çift le ri nin (El la Bi o tech
GmbH, Al man ya) (Tab lo 1) kul la nıl dı ğı iki fark lı
PCR yön te mi ile ay rı-ay rı araş tı rıl dı. Amp li fi kas -
yon; 10 mM Tris-HCl (pH= 8.3), 50 mM KCl, 1.5
mM MgCl2, her bir dNTP’den 200 μM, her bir pri-
mer den 25 pmol, 2.5 U Taq poly me ra se ve 5 μl ka -
lıp DNA içe ren top lam 50 mik ro lit re PCR
ka rı şı mın da ger çek leş ti ril di. Amp li fi kas yon için
App li ed Bi osy stems-2720 Ter mal Dön gü ci ha zı
kul la nıl dı. Amp li fi kas yon aşa ma la rı 94 oC’ de 4 dk.
ilk de na tu ras yo nu ta ki ben 35 dön gü 93 oC’ de 1 dk,
56 oC’ de 1 dk, 72 oC’ de 1 dk ve 72 oC’ de 7 dk son
uza ma ko şul la rın da ger çek leş ti ril di. Amp li kon lar
etid yum bro mür lü % 2’lik aga roz jel elek tro fo re zi
ile in ce len di ve jel gö rün tü le me sis te mi (Ko dak Gel

Hedef Bölge Primer Dizisi Ürün Uzunluğu G/C oranı 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

glmM F 5’-AAGCTTTTAGGGGTGTTAGGGGTTT-3’ 294 bp %44.0 61.3°C 8, 9, 12

R 5’-AAGCTTACTTTCTAACACTAACGC-3’ %37.5 57.6°C

TABLO 1: PCR testlerinde kullanılan primer setleri ve moleküler özelikleri.
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Lo gic 1500 Ima ging System) ile gö rün tü le ne rek
kay de dil di (Resim 1).

Bul gu la rın is ta tis tik sel ana li zi için χ2 ve Fis her
Exact Test kul la nıl dı ve kar şı laş tır ma lar da is ta tis -
tik sel önem dü ze yi 0.05 ola rak alın dı.

BUL GU LAR
Ça lış ma ya da hil et ti ği miz 110 has ta dan; ure A-PCR
yön te mi ile 89’unun (%80.9), glmM-PCR ile ise
96’sı nın (%87.3) an trum ve kor pus ör nek le rin den
en az bi rin de H.pylo ri tes pit edil di (Tab lo 2). ure -
A-PCR ile an trum ör nek le ri nin 84’ün de (%76.4),
kor pus ör nek le ri nin de 74’ün de (%67.3) H.pylo ri
tes pit edil me si ne kar şı lık, glmM-PCR ile H.pylo ri-
po zi tif ör nek sa yı la rı sı ra sı ile 95 (%86.4) ve 82
(%74.5) ola rak bu lun du (Tab lo 2). Böy le ce, top lam
220 bi yop si ör ne ğin den, ure A-PCR ile 158’i
(%71.8), glmM-PCR ile ise 177’i (%80.5) H.pylo ri
yö nün den po zi tif ola rak tes pit edil di. Ge rek an-
trum, ge rek se kor pus ör nek le rin de ki H.pylo ri po zi-
tif lik oran la rı nın glmM-PCR yön te min de da ha
yük sek ol du ğu gö rül se de, bu fark her iki ör nek ti -
pi için is ta tis ti ki yön den an lam sız bu lun du (sı ra sı
ile p= 0.083 ve p= 0.299). An cak, 220 ör ne ğin ta-
ma mı ele alın dı ğın da, glmM-PCR yön te mi nin ta nı
de ğe ri nin ure A-PCR’dan is ta tis ti ki yön den an lam -
lı de re ce de da ha yük sek ol du ğu gö rül dü (p= 0.044).

ure A-PCR ile po zi tif bu lu nan ör nek le rin, kor-
pus ör ne ği her iki test ile de po zi tif bu lu nan bir has-

ta ya ait an trum ör ne ği ve an trum ör ne ği her iki test
ile de ne ga tif bu lu nan baş ka bir has ta ya ait kor pus
ör ne ği dı şın da ta ma mı glmM-PCR ile de po zi tif bu-
lun du. Böy le ce, H.pylo ri ta nı sın da son de re ce öz gül
ve du yar lı ol du ğu bi li nen ve bi zim ça lış ma mız da da
yük sek po zi tif lik gös te ren glmM-PCR so nuç la rı al -
tın stan dart ola rak ka bul edil di ğin de, ure A-PCR’ın
du yar lı lı ğı nın %87-89, öz gül lü ğü nün ise %93-96
oran la rın da ol du ğu be lir len di (Tab lo 3).

TAR TIŞ MA
Gas tro du o de nal H.pylo ri in fek si yo nu nun ta nı sın -
da fark lı du yar lı lık ve öz gül lü ğe sa hip bir çok in va -
zif ve non-in va zif test yön te mi ge liş ti ril miş tir.1,7-17

Kli nik ma ter yal ler den H.pylo ri’ nin tes pi tin de kül-
tür ve/ve ya his to lo jik mu a ye ne al tın stan dart ola rak
ka bul edi lir. An cak his to lo jik in ce le me nin sen si ti -
vi te si nin dü şük olu şu, kül tür de izo las yon yön te mi -
nin de tec rü be li la bo ra tu ar lar da bi le du yar lı lı ğı nın
%50-80 ora nın da ol ma sı ve so nuç la rın uzun sü re -
de alın ma sı gi bi de za van taj la rı bu yön tem le rin ru -
tin ta nı da kul la nım ala nı nı sı nır lan dır mak ta dır.
Son yıl lar da ta nı sın da güç lük çe ki len bir çok bak te -
ri yel ve vi ral in fek si yo nun ta nı sın da ol du ğu gi bi
H.pylo ri in fek si yon la rı nın ta nı sı ile bak te ri ye ait
va cA, ca gA ve ıce A gi bi vi ru lans gen le ri ve an ti bi -
yo tik di ren ci ne yol açan mu tas yon la rın tes pi tin de
PCR baz lı mo le kü er yön tem ler ba şa rı ile uy gu lan -
ma ya baş la mış tır. Bu yön tem ler di rekt ta nı nın ya -

RESİM 1: Amplikonların %2’lik agaroz jelde UV ışığı altındaki görüntüleri: A) ureA genine ait 411bp uzunluğundaki spesifik diziler; B) glmM genine ait 294 bp
uzunluğundaki spesifik diziler (M: 100 bp’lik marker, P: pozitif kontrol, N: negatif kontrol, 1-3: pozitif bulunan örnekler).
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nı sı ra üre ne fes tes ti ve ya hız lı üre az tes ti ile po zi -
tif olup kül tür so nuç la rı ne ga tif bu lu nan ol gu lar gi -
bi uyum suz so nuç la rın açık lı ğa ka vuş tu rul ma sın da
doğ ru la ma test ola rak kul la nıl mak ta dır. PCR pro to-
kol le ri oluş tu ru lur ken se çi le cek DNA eks trak si yon
yön te mi, he def gen böl ge le ri ve bu böl ge le ri ta nı -
yan pri mer le rin se çi mi yön te min du yar lı lı ğın da be-
lir le yi ci dir.1,7,13

Yap tı ğı mız ça lış ma da an trum ve kor pus bi yop -
si ör nek le rin de ki H.pylo ri var lı ğı nı gös ter mek için,
H.pylo ri-ure A ve H.pylo ri-glmM gen le ri ni he def
alan iki fark lı pri mer se ti ni kul lan dı ğı mız PCR pro-
to kol le ri ile bi yop si ör nek le ri nin en az bi rin de ol -
mak üze re sı ra sıy la %80.9 ve %87.3 oran la rın da
po zi tif lik tes pit edil miş tir. Bu so nuç glmM-PCR
yön te mi nin du yar lı lı ğı nın, bi yop si ör ne ği nin lo ka -
li zas yo nu na ba kıl mak sı zın ure A-PCR’dan is ta tis ti ki
yön den an lam lı de re ce de da ha yük sek ol du ğu nu
gös ter miş tir (p= 0.044). Ben zer bul gu lar Ro me ro Lo -
pez ve ark.nın ure A, ure A + B ve ureC gen le ri ni he -
def alan pri mer le ri kul lan dık la rı üç PCR prto ko lü nü

kar şı laş tır dık la rı bir ça lış ma da el de edil miş tir. Bu
grup, ureC-PCR’ın di ğer iki tes te gö re da ha du yar lı
ol du ğu nu gös ter miş ler dir.9 Di ğer ta raf tan Smith SI
ve ark. Ni jer ya’ da 189 bi yop si ör ne ği ni, ure A, ureC
ve SSA gen le ri ni he def alan pri mer le rin kul la nıl dı -
ğı PCR pro to kol le ri ile de ğer len dir dik le ri ça lış ma la -
rın da, PCR pro to kol le ri nin du yar lı lık ve
öz gül lü ğü nü hem ken di ara la rın da hem de, hız lı
üre az tes ti ve kül tür so nuç la rı ile kar şı laş tır mış lar -
dır.13 Bu grup, ure A ve ureC-PCR pro to kol le ri ile el -
de et tik le ri po zi tif lik oran la rı nın %91 ol du ğu nu,
an cak ureC-PCR ile %56 olan ne ga tif an lam lı lık ora-
nı nın, %44’lük ora na sa hip ure A-PCR’dan da ha
yük sek ol du ğu nu be lir te rek ureC-PCR’ın ka bul edi-
le bi lir lik de ğe ri nin da ha yük sek bu lun du ğu nu vur-
gu la mış lar dır.13 Singh ve ar ka daş la rı nın Hsp60 gen
böl ge si ni he def alan bir nes ted-PCR yön te mi ge liş -
tir mek ama cıy la yap tık la rı ça lış ma la rın da ek ola rak
ureC-PCR ve ure A-PCR yön tem le ri nin du yar lı lık -
la rı nı da kı yas la mış lar ve ureC-PCR ile po zi tif lik
ora nı nı % 95, ure A-PCR po zi tif lik ora nı nı ise %63
ola rak bul muş lar dır.19 Bro oks ve ark.nın yap tı ğı bir
baş ka ça lış ma da 134 has ta dan el de edi len gas trik bi-
yop si ör nek le rin de H.pylo ri var lı ğı his to lo ji, kül tür,
hız lı üre az tes ti ve glmM-PCR ile araş tı rıl mış ve en
iyi so nuç la rı glmM-PCR ile el de et miş ler dir.7

So nuç ola rak, mi de bi yop si ör nek le rin de
H.pylo ri ko lo ni zas yo nu nun tes pi ti için H.pylo ri-
glmM ge ni üze rin de ki 784 ile 1077 baz la rı ara sın -
da yer alan 294 bp’lik kı sa frag men ti he def alan
pri mer le rin kul la nıl dı ğı PCR pro to kol le ri nin yük-
sek du yar lı lık ve öz gül lü ğe sa hip ol du ğu gö rül müş -
tür.

Hastalar ureA-PCR glmM-PCR

Sayı (%) Sayı (%)

Antrum(+)Korpus(+) 69 (62.7) 81 (73.6)

Antrum(+)Korpus(-) 15 (13.6) 14 (12.7)

Antrum(-)Korpus(+) 5 (4.5) 1 (0.9)

Antrum(-)Korpus(-) 21 (19.1) 14 (12.7)

Toplam 110 110

TABLO 2: Antrum ve korpus biyopsi örnekleri 
değerlendirilen 110 hastanın ureA-PCR ve glmM-PCR

test sonuçlarına göre dağılımı.

Biyopsi Örnekleri glmM-PCR (+) glmM-PCR (-) Toplam

Sayı (%) Sayı (%) Sayı (%)

Antrum ureA-PCR (+) 83 (87.4) 1 (6.7) 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) 36 (32.7)

Toplam 82 28 110

Toplam ureA-PCR (+) 156 (88.1) 2 (4.7) 158 (71.8)

ureA-PCR (-) 21 (11.9) 41 (95.3) 62 (28.2)

Toplam 177 43 220

TABLO 3: Antrum ve korpus biyopsi örneklerinde ureA-PCR ve glmM-PCR test sonuçlarının karşılaştırılması.
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