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OZET

Helicobacter pylori KARAKTERIZASYONU, BAL VE PROPOLIS ORNEKLERININ
BAKTERI VE UREAZI UZERINE INHIBISYON ETKIiLERININ ARASTIRILMASI

Cemre TARAKCI

Recep Tayyip Erdogan Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dah
Yiiksek Lisans Tezi
Damsman: Prof. Dr. Sengiil ALPAY KARAOGLU

Bu caligmada iilkemizin farkli illerinden temin edilen toplam 30 adet bal ve propolis
orneklerinin, mide Ulseri bakteriyel etkeni olan Helicobacter pylori’ye karsi antimikrobiyal ve
anti-lireaz aktivitelerinin belirlenmesi amaglandi. Mide {iilseri sikayeti olan hastalardan alinan
mide biyopsi 6rneklerinden elde edilen H. pylori suslar1 ve standart HP J99 susu uygun besi
ortami ve sartlarinda iretildi. HP1, 11 ve 13 suslarinin dort farkli antibiyotige karsi
duyarliliklar1 disk diffiizyon metodu ile test edildi. Yalnizca HP11 susunun norfloksasine karsi
direngli oldugu belirlendi. Bal 6rneklerinin tiimiiniin H. pylori’ye karg1 antimikrobiyal
aktivitesinin var oldugu gozlenirken en giiclii aktivite Kirklareli’den temin edilen sarmasik
balinda (60 mm zon c¢apinda) gozlendi. HP9 un bal 6rneklerine karsi nispeten direngli bir sus
oldugu belirlendi. Karagali, mese, kekik ve hayit ballarinda da gii¢lii anti-Helikobakter
aktivitesi belirlendi. Propolis oOrneklerinin timiinde genel olarak ¢ok yiiksek anti-
Helikobakter aktivitesi belirlendi. En yiiksek etkinlik Eregli’den (P11) temin edilen numunede
(47 mm) gozlenirken bunu sirasiyla P15, P12, P13, P14 ve P6 6rnekleri izledi. Elde edilen
degerler 2,67 ile 18,12 mg/mL olarak 6l¢iildi. Kirklareli’den temin edilen sarmasik (B10)
balinda en diisiik deger (2,67+0,11) belirlendi. Diger biitiin bal 6rneklerinin AA standartina gore
ICsp degeri <25,324+0,23 olarak gozlendi. Propolis Orneklerinde tiimiinde giiclii anti-iireaz
aktivite belirlendi. En yiiksek inhibisyon P11-15 aras1 orneklerde gozlendi. Hem bal hem de
propolis 6rneklerinde en yiiksek antimikrobiyal ve anti-iireaz aktivitelerinin ayni orneklerde
gozlenmesi iki ayri testin birbirini dogruladigmm gosterdi. Bal ve propolis orneklerinin H.

pylori enfeksiyonlarinin tedavisinde 6nemli bir alternatif olabilecegi sonucuna varildi.

2018, 68 sayfa

Anahtar Kelimeler: Helicobacter pylori, Antimikrobiyal, Anti-iireaz, Bal, Propolis



ABSTRACT

CHARACTERIZATION OF Helicobacter pylori, RESEARCH OF INHIBITION
EFFECTS OF HONEY AND PROPOLIS SAMPLES ON BACTERIA AND UREASE

Cemre TARAKCI

Recep Tayyip Erdogan University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology
Master Thesis
Supervisor: Prof. Dr. Sengiil ALPAY KARAOGLU

In this study, it was aimed to determine the antimicrobial and antibiotic activities of
Helicobacter pylori, a bacterial effect of gastric ulcer in total 30 honey and propolis samples
obtained from different sources in our country. H. pylori strains obtained from gastric biopsy
specimens taken from patients with stomach ulcer complaints and standard HP J99 strains were
produced under appropriate conditions. Sensitivities of HP1, 11 and 13 strains to four different
antibiotics were tested by disk diffusion method. Only HP11 strains were found to be resistant
to norfloxacin. All of the honey samples were found to have antimicrobial activity against H.
pylori, while the strongest activity was observed in ivy (60 mm zone diameter) obtained from
forties. HP9 was found to be a relatively resistant strain against honey samples. Strong anti-
helicobacter activity was also detected in shrubs, oak, cow and hay. Overall, very high anti-
helicobacter activity was detected in all of the propolis samples. The highest activity was
observed in the sample (47 mm) obtained from Eregli (P11), followed by P15, P12, P13, P14
and P6 samples respectively. The values obtained were measured as 2.67 to 18.12 mg / mL. The
lowest value (2.67 + 0.11) was determined in the vine (B10) obtained from Kirklareli. The ICsg
value was measured <25.32 + 0.23 according to the AA standard of all other honey samples.
Strong anti-urease activity was detected in all of the propolis samples. The highest inhibition
was observed in the samples from P11-15. In both honey and propolis samples, the highest
antimicrobial and anti-urease activities were observed in the same specimens, indicating that the
two separate tests were correct. It was concluded that honey and propolis samples may be an

important alternative in the treatment of H. pylori infections.

2018, 68 pages

Key words: Helicobacter pylori, Anti-microbial, Anti-urease, Honey, Propolis
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SEMBOLLER ve KISALTMALAR
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1. GENEL BiLGILER

1.1. Giris

Helicobacter pylori, bazi yiiksek yapili primatlar ve o6zellikle insan mide
mukozasina yerlesim gostererek diinya niifusunun yarisim1 enfekte eden bir bakteridir.
Gastrik adenokarsinoma, gastrik iilser ve mukoza ile iliskili lenfoid dokuda olusan
otoimmun gastrit ve B hiicre lenfomas1 gibi sindirim sistemi ile iliskili patolojilere
sebep olan onemli bir patojendir. Bu patojenin midenin alt béliimiinde kanser olusumu
riskini yaklagitk 6 kat arttirdigi yillardir yapilan caligmalar sonucunda ortaya
konulmustur. Ancak son birkag yil icerisinde yapilan ¢alismalar milyonlarca insanin bu
bakteri ile enfekte olmasina ragmen kanser gelismeme sebebini, mide kanseri
olusumunda baska faktorlerin de etkili oldugu fikrini ortaya atmistir (Eslick vd., 1999;

Parsonnet ve Forman, 2004).

H. pylori enfeksiyonunun hangi yollarla ve nasil kazanildigi konusunda yeterli
bilgi bulunmamakla birlikte genellikle ¢ocukluk caginda, aile i¢i bulas yolu ile
edinildigi ve enksiyonun yasam boyu siirdiigli distiniilmektedir. Bakterinin
yayillmasinda hijyenik sartlarin uygun olmamasi nedeniyle fekal-oral ve oral-oral yolu
ile bulas olduk¢a dnemlidir. Gastroduedonoskopi esnasinda bakteri ile enfekte olmus
hastalardan alinan biyopsilerde kullanilan endoskoplarin yeterli siire dezenfekte

edilmemesi de bakterinin hastadan hastaya bulasina sebep olmaktadir (Forman, 1992).

Boylesine yaygin olarak goriilebilen bu patojenin sebep oldugu hastaliklarin yol
actig1 is giicli kaybindan 6tiirii gliniimiizde Helicobacter pylori 6nemli bir halk saglig
sorunu olarak kabul edilmis ve Temmuz 1994’te IARC tarafindan yerlesim gosterdigi
bolgelerdeki hiicrelerde kanserlesmeyi tetikleyen unsurlardan biri oldugu belirtilerek

Grup 1 insan karsinojeni olarak kabul edilmistir (Hansen vd., 1999).

Bu patojenin tedavisinde ikili ve ti¢lii antibiyotik kombinasyonlarinin kullanimi
olduk¢a yaygin olmakla birlikte, son yillarda yapilan ¢aligmalarda bakteride direng
gelisimi olustugu ve giderek arttigi bildirilmistir (Brook vd., 1995). Bu nedenle
bakteriye kars1 etkili yeni tedavi yaklagimlarina ihtiya¢ duyulmaktadir.

1



1.2. Helicobacter pylori Tarihgesi

Helicobacter pylori ve Helicobacter cinsine ait diger enterohepatik ve
gastrointestinal tiirleri biyoloji tarihindeki ilk canli organizmalar kadar eskidir.
Insanhigin evrimlesmeye basladigi yillardan ¢ok daha eski donemlerde ortaya ¢iktig
kabul edilen bakterinin, bu donemlerde yasamis ilk primatlar ve biliylik memelilerin
gastrointestinal sistemlerine yerlestigi ve bulas yollar1 vasitasiyla giiniimiize kadar
varligini stirdiirdiigii tahmin edilmektedir (Wirth vd., 2004). 20. yy. baslarinda yapilan
caligmalar ile Avrupa’daki patologlarin ¢ogu gastrik mukozada bulunan birgok spiral
sekilli mikroorganizmay1 tanimlamistir. Mide biyopsi Orneklerini inceleyen bilim
adamlar1 Bottcher ve Letulle (1875), midede olusan iilser bolgesinin tabaninda ve
kenarlarinda bakterilere rastlamistir. Gordiikleri bu bakterilerin midede olusan bu hasara
sebep olabileceklerini iddia ederek bir bakteri ile mide tilseri arasindaki muhtemel
iliskiye ilk dikkat ¢eken bilim insani {invanini almuslardir. Jaworski (1889), otopsi
yaptig1 kisilerin mide yikamasi sonrasinda elde ettigi Orneklerde spiral sekilli
organizmalar1 ayrintili olarak tanimlamistir. Jaworski gordiigii bu organizmalarin daha
once inceledigi diger basillerden farkli olarak diizenli sarmallar halinde bulunduklarini
belirtmis ve mide ile iligkili hastaliklarin olusumunda etken olduklarini iddia ettigi bu
mikroorganizmalar1 Vibrio regula olarak adlandirmigtir. Bu nedenle Jaworski,
gastroduodenal ve gastrointestinal sistem ile iligkili hastaliklar konusunda bir Oncii

olarak kabul edilebilir.

Bizzozero (1893), tarafindan yapilan bir ¢aligmada, kdpeklerin gastrointestinal
sistem Ornekleri toplanmistir. Gastrik mukoza ve salgi bezlerinde bulunan hiicrelerden
filtreleme yapilarak elde edilen sitoplazma Orneklerinde ve bazi parietal hiicrelerin
vakuollerinde spiral sekilli bakterilerin var oldugu gozlenmistir. Salomon (1896), kopek
ve kedi midelerinde bulunan kolonize haldeki spiral bakterilerin farelere transfer
edilmesini saglayarak giiniimiizde de hala denemeleri devam eden as1 ¢aligmalarina 151k
tutmustur. Cesitli arastirmacilar ¢caligmalarinda patojenin insana dayali hale gelmesine
kadar iireazin, kedi ve kopek gibi ¢esitli karnivorlarin midesinde ¢ogunlukla var

oldugunu saptamistir (Luck, 1924).



Insanlar iizerinde yapilan deneylerde mide biyopsi &rneklerinin elde edilerek
histopatolojik yonden degerlendirilmesini yapan patolog Warren (1979), mide
dokusundaki mukus katmanlarinin arasinda yogunlasmis spiral sekilli bakterileri fark
etmislerdir. Devam eden c¢alismalarinda Warren ile ayni1 hastanede ¢alisan arkadasi
Marshall, in-vitro ortamda iiretebilmeyi basardiklar1 bu bakterilerle mide ilseri
arasindaki iliskiyi kanitlayabilmek adina g¢alismalarina devam etmistir. 1983 yilinda
Warren ve Marshall elde ettikleri bilgileri bir dergide yayinlayarak Helicobakter’leri
bilim ve tip diinyasina tanitmiglardir. Marshall ve Warren biyopsi drneklerinin histolojik
olarak incelenmesi esnasinda gordiikleri basillerin, gram negatif kivrik Vibrio’lari
andirmalar1 nedeni ile bu bakterinin elde edilmesinde Campylobakter’lere ait tiirlerin
izolasyonu i¢in kullanilan yontemleri kullanmiglardir. Biyopsi 6rnekleri ile yaptiklar: bu
calismadan elde ettikleri histopatolojik sonuglarla yetinmeyen Marshall ve Warren
(1985) ile Morris ve Nicholson (1987), Koch 6nerilerini gergeklestirmek adina kiiltiire
ettikleri H. pylori suslarmi sivi gidalar ile birlikte yutmuslardir. Birkag giin igerisinde
her iki aragtirmacida da gastrik agr1 ve yanma sikayetinde artma olmustur. Alinan gastik
biyopsi Orneklerinde de midede olusan bakteriyel hasara karsi bir akut inflamatuvar
cevabin basladig1r gézlenmistir. Histopatolojik ve klinik deneyler sonucu elde edilen
bulgularla her iki arastirmacida da akut yiizeysel gastrit gelisimi var oldugu ortaya
konmus ve yaptiklar1 bu ¢aligmalar 2005 yilinda Marshall ve Warren’e Nobel Tip

odiiliinti kazandirmastir.

1.3. Helicobacter pylori Simiflandiriimasi

Helicobacteracea  familyasi igerisinde yer alan  mikroorganizmalarin
“Helicobacter” olarak tamimlanan yalnizca tek cinsi bulunmaktadir (Tablo 1).
Filogenetik olarak Arcobacteriler’e yakin olmalarina ragmen 16S rRNA dizilerinde
farklilik gosteren Helicobacter familyasinin bilinen tek cinsi Helicobacter’dir (Yula,
2009). Bu cins igerisinde bulunan diger mikroorganizmalar farkli hayvan tiirlerinin
gastrointestinal sistem doku ve organlarina karsi konak tropizmi gosterirler (Tablo 2).
Helicobacter pylori bakterisinin biyolojik 6zelliklerine dair bilgilere 151k tutan
genomunun tamaminin dizi analizi 1994 yilinda yapilmistir. Analiz sonucunda elde
edilen bilgiler hem bakterinin siniflandirmasinda hem de bakteriyal virulansin tespit

edilmesi i¢in gerekli olan molekiiler ¢alismalarin 6niinii agmustir (Falsen vd., 1991).
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Tablo 1. Helicobacter pylori Taksonomisi (Yula, 2009).

Taksonomik Kategori Takson

Alem (Domain) Bacteria

Sube (Division / Phylum) Proteobacteria

Sinif (Class) Epsilon proteobacteria
Takim (Order) Campylobacterales
Aile (Family) Helicobacteraceae
Cins (Genus) Helicobacter

Tiir (Species) Helicobacter pylori

Genomik bilgilere dayali olarak gergeklestirilen 16S rRNA-rDNA hibridizasyon
calismalar1 ile Helicobacter, Arcobacter, Wolinella ve Campylobacter gibi bakteriler
siiperfamilya IV’e, 16S rDNA’ya dayali olarak yapilan filogenik analizler sonucunda
iseHelicobacter ve diger cinsler Proteobacteria cinsi bakteriler ise epsilon alt sinifina
yerlestirilmistir. Fare ¢ekum keselerinde yasayan kommensal bir organizma olan H.
muradium kiiltiire edilen ilk Helicobacter tiiriidiir (Lee vd., 1988). Helicobacter cinsi
iginde heniiz isimlendirilme asamasinda olan ve ileri diizeydeki RNA-DNA analizleri
hala devam eden tanimlanmis en az 46 tiir bulunmaktadir. Bunun yani sira 16S rDNA
hibridizasyon c¢alismalari ile tiplendirilme yapilmasini bekleyen en az 100 tiir debu cins
igerisine dahil edilmeyi beklemektedir (Windsor vd., 2000). Helicobacter cinsine ait
baslica temel oOzellikler; kilifli flagella sayesinde hiicre hareketliligi, sivi besiyerinde
salgilanan eksternal glikokaliks ve % 35-44 arasi1 GC yogunluguna sahip kromozomal

DNA’dir (Owen, 2003).

Helicobacter cinsi su anda adlandirilmis 28 gegerli tiir igermekte, gastrik ve
enterohepatik Helicobacter’ler olmak iizere iki biyiik alt gruba ayrilmistir (Josenhans
vd., 2003). Helicobacter cinsine dahil olan tiirlerin birgogunda konak-doku tropizmi
goriilmektedir. Dogada yiiksek primatlar, kedi, kopek, domuz, kemiriciler ve insan da
dahil olmak iizere bir¢cok farkli canli tiirinde Helicobacter cinsine ait bakterilerin var
oldugu gésterilmistir. Ozellikle evcil havyanlar ve kemiricilerde farkli gastrointestinal
Helicobacter tiirleri tanimlanmuistir fakat siklikla goriilen tiirlerinin Gastrospirilium

hominis veya H. heilmannii oldugu bildirilmistir (Fox, 2002).



Tablo 2. Farkli canlilarda bulunan bazi Helicobacter tiirleri ile bakteri-konak tropizmi
(Balcilar, 2009).

Tiir Konak Doku i1k bildirim
H. pylori Insan Mide 1985
H. mustelue Insan GIS 1988
H. cinaedi Insan GIS 1988
H. felis Kedi GIS 1991
H. fennelliae Kedi GIS 1991
H. nemestriane M. nemestrina GIS 1991
H. maridarum Rodent GIS 1992
H. acinonychis Domuz GIS 1993
H. bilisimbret Fare GIS 1993
H. hepaticus Fare Karaciger 1994
H. pametensis Kus, Domuz GIS 1994
H. pullorum Insan GIS 1995
H. bizzozeronii Kopek GIS 1996
H. trogontum Fare GIS 1996
H. cholecystus Hamster GIS 1997
H. rodentium Laboratuvar faresi GIS 1997
H. rappini Fare GIS 1997
H. salomonis Kopek GIS 1997

1.4. Helicobacter Tiirlerinin Dogal Ortamlar:

Insan mide veya barsak mukozalarinin yam sira Helicobacter’ler kedi, kopek,
koyun, sigir, kemirgen ve kuslarin gastrontestinal sistemine de yerlesebilirler.
Insanlarda bulunan Helicobacter’in mide ve gastrik alanda iritasyon gerceklesen
kisimlarinda bulunan hiicrelerin disinda kalan bolgelerden izolasyonu ve kolonizasyonu
oldukca nadir olarak goriilmekle birlikte; dis plaklari, aterom plaklar ve tiikiiriik
salgisinda da goriildiigii bildirilmistir. Ayrica safra kesesinde olusan safra taglarinin
olusumu ile iligkili olduklarida yapilan molekiiler ¢alismalarla ispatlanmistir (FoX,
1998). Ayni1 zamanda H. pullorum ve H. cholecysetusun 'unda safra yollar1 ve karacigere

yerleserek kolonize oldugu ileri siiriilmiistiir (Suzuki vd., 2007).



Helicobacter’lerin in-vitro sartlara asir1 duyarli oldugu bilinmektedir. Bu sebeple
dogadan elde edilen toprak, akarsu ve deniz suyu gibi ¢evresel kaynakli 6rneklerden
deneysel ¢alismalar disinda bakterinin herhangi bir izolayonu gerceklestirilememistir.
Ancak cevresel kaynakli bu orneklerde PCR gibi yontemler kullanilarak bakterinin
hedef gen dizilerinin var oldugu gosterilmis, fakat elde edilen bu sonuglar 1s1g8inda H.
pylori bakterisinin dogadaki ortamlarda canli kalip kalamadig1 veya ne kadar siire canli
kaldiklar1 belirlenememistir (Goodwin vd., 1986). H.cinaei gibi bazi enterohepatik
tiirlerin, birgok memeli tirii ile birlikte insan, kusve kemirgenlerin bagirsaklarina,
kolonik salgi bezi kriptlerine ve mukus katmanlarimin birlestigi kisimlara yerleserek

enfeksiyona sebep oldugu bildirilmistir (McNeil vd., 2002).

1.5. Helicobacter pylori Kiiltiirel, Morfolojik, Fizyolojik ve Antijenik Ozellikleri

H. pylori basitce tamimlanmasi gerekirse virgiil veya marti kanadi seklinde
goriilen, hareketli, kapsiilii olmayan, spor olusturmayan ve {iremesi i¢in az miktarda
oksijene ihtiyag duyan mikroaerofilik kisa spiral sekilli basillerdir. Helicobacter’ler
hiicre duvarinda somatik antijenik 6zelligi veren yan karbon zincirlerinin sayisi ve ayni
zamanda yapisi ile diger gram negatif bakterilerden farkli olmalarina ragmen de gram

negatif bakterilerdir (Goodwin ve Worsley, 1993).

Sekil 1 H. pylor| nin A: Isik mikroskobu (orijinal) ve B: Elektron mlkroskobu
goriintiisti (Owen, 1998).

1.5.1. Kiiltiir ve Ureme Ozellikleri

Doku ornekleri incelendiginde spiral sekle sahip olmalarina ragmen kiiltiire

edildiklerinde basil goriintimiinde, kivrik kiiresel sekilde bulunan H. pylori 6rneklerinin
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biyopsiden dogrudan kiiltiire edilmesi miimkiindiir. Alinan biyopsi Ornegi aninda
kiiltiire edilemeyecekse Nutrient broth, Brucella broth, Beyin-Kalp Infiizyon broth gibi
tasima besiyerleri kullanilmalidir. Ekimin ardindan inkiibasyon nemli, 37 °C, % 5-10

oraninda CO; igeren mikroaerobik ortamda yapilmalidir (Dzierzanowska, 2005).

In-vitro sartlarda zenginlestirilmis modifiye besiyerlerinde optimal {iremenin
gerceklesebilmesi i¢in besiyerinin pH’st 7,2 olmalidir (Goodwin ve Worsley, 1993).
Uremenin saglanabilmesi i¢in % 7-10 oraninda eskitilmis at kan1, % 1 izovitaleks, %
0,25 maya ekstrakt: iceren Brucella agar, Cikolata agar, Beyin Kalp Infiizyon agar,
Colombia ve Skirrow agar gibi zenginlestirilmis modifiye besiyerleride kullanilabilir
(Humberto vd., 2003). Ayrica besiyerlerine yapilan hemin, serum, nisasta, komiir gibi
ilaveler tremeyi arttirirken, C. jejuni iiremesini artirmak amaci ile ilave edilen
ferrozsiilfat-sodyummetabisiilfit-sodyumpiirivat’daki  bisiilfit’in, safra tuzlarmin ve

koyun kanmin H. pylori nin liremesini inhibe ettigi gosterilmistir (Vega vd., 2003).

H. pylori asidofilik bir bakteri olmamasina ragmen midenin asitli ortaminda mide
mukozasina tutunup kolonize olarak tireyebilmektedir. Optimum tireme pH’lar1 6,9-7,6
olan bakterinin olduk¢a genis pH (5-8) araliklarinda {treyebildigi goriilmektedir.
Midenin parietal hiicrelerin yer aldig1 oksintik kanallarin igerisinde pH 1-1,5’e kadar

diiser. Bakterinin boylesine asidik bir ortamda iireyebilmesi bakterinin gii¢lii {lireaz

aktivitesine ve hiicre membraninda c¢ok kisa silirede gergeklestirdigi adaptif

degisikliklere baglidir (Dunn vd., 1997).

Sekil 2. H. pylori’nin A: Anaergbi\k kit ile Jar icindeki kiltiirii, B: Brusella kanli agarda
koloni morfolojisi, C: Ureaz testin pozitif/negatif sonucun goriiniimii (orijinal)



Helicobacter pylori kiiltiiriinde en iyi sonug¢ 7 giinliik inkiibasyon siiresi sonunda
elde edilir ve inkiibasyon sonrasinda kanli agarli besiyerlerinde diizgiin, pigmentsiz,
0,5-2 mm c¢apinda saydam su damlasina benzer koloniler olusur. Bir haftadan daha
uzun siire inkiibasyona tabi tutulan besiyerlerinde ise H. pylori kolonilerinin ¢ap1 2
mm’yi gecebilir. /n-vitro sartlarda bakteri 3-4 pasaj yapildiktan sonra canliligini
kaybeder. H. pylori izolatlar1 % 0,25 maya ekstrakti, % 10 at kan1 ve % 15 gliserol
igeren Beyin Kalp Infiizyon besiyerinde -70 °C de aylarca korunabilir veya liyofilize

halde +4 °C’de saklanabilirler (Dunn vd., 1997).

1.5.2. Goriiniim ve Boyanma Ozellikleri

H. pylori 0,5-1,0 um eninde, 2,5-5,0 um boyunda, kiit ve yuvarlak uglu, unipolar
kilifli flagellali, iiremek icin 33-40 °C ve pH 6,9-8 arasinda oldugu, tiremesi i¢in hafif
alkali bir ortama gereksinim duyan mikroorganizmadir (Worsley,1993). Mukus ve
epitel ylizeyinden elde edilerek hazirlanan bakteriyal preparatlarda balik siiriileri
halinde, nispeten daha uzun ve kivrimli bir gériinim baskinken, besiyerinde {iretilmis
kolonilerden elde edilen preparatlarda nadir olarak spiral sekilli formlar, siklikla da kisa,
kivrimli ve tekli basil formlar seklinde goriiliirler. Antibiyotik kullanimi sonrasinda
oksidatif strese maruz birakilmis gastrik doku Ornekleri veya digki Orneklerinden
hazirlanan preparatlarda ise diizensiz g¢ubuklar veya kokoid formdaki sekillerde
goriiliirler. Dormond form olarak tanimlanan kokoid formdaki bakterilerin in-vivo
sartlarda iirediklerinde tekrar spiral sekle donerek c¢ogalip cogalmadiklari ise hala
tartisilmaktadir (Goodwin ve Worsley, 1993). Ancak son yillarda yapilan caligmalarla
bakterinin mikro ¢evrenin sartlarina bagli olarak dinamik ve degisken durumlara adapte
olabilen bir biyolojiye sahip oldugu kanitlanarak, olusan bu farkli formlarin

reaktivasyonlardan sorumlu olabilecegine dair gli¢lii kanaat olusmustur (Dworkin vd.,

2006).
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Sekil 3. H. pylori’nin, A: Mart1 kanad: (orijinal) ve B: Kokoid formunun mikroskobik
goriiniimii (URL-1).

Campylobacter tiirlerinin aksine Helicobacter’lerin ¢gogunlugunda 6zelliklede H.
pylori’de, flagellalarda kilif bulunur ve flagellalarin u¢ kisimlarinda topaga benzeyen bir
siskinlik vardir. Sahip oldugu bu yap1 bakterinin gastrointestinal sistemdeki gastrik
mukus gibi viskoz ortamlarda kolay sekilde hareket etmesini saglar. H. pullorum ve H.
rodentium gibi bazi Helicobacter tiirlerinin ise kilifsiz flagellalar1 vardir (Stanley vd.,
2006).

H. pylori kiiltiirden alinan &rneklerinin Gram boyanmasinin yani sira, dokudan
alman kesit Orneklerinin incelenmesi gibi durumlarda ayirt edilebilirliginin
saglanabilmesi acisindan ¢esitli histolojik boyalar yardimiyla boyanabilmektedir. Bu
boyalar; Hematoksilen-Eozin, Modifiye Giemsa, Warthin-Starry giimiis boyasi, Akridin
oranj (floresan boya), Cresil-fast Moru, Gimenez ve Brown-Hopps moru gibi ¢esitli
histolojik boyalardir ve bakterinin farkli durumlarda farkli renklerde boyanmasina

olanak saglarlar (Dunn vd., 1997).
1.6. Biyokimyasal Ozellikleri

Helicobacter cinsine ait bakteri tiirlerinin biyokimyasal aktiviteleri oldukga
diisiiktiir. H. canis ve H. winghamensis disinda kalan tiirler gii¢lii oksidaz ve katalaz
aktivitesi gosterirken, geriye kalan biitlin tiirler DNAz, ldsinaminopeptidaz ve gama-
glutamilaminopeptidaz aktivitesine sahiptir. Ancak oksidaz, katalaz ve iireaz gibi birkag
enzimatik aktivite disinda, diger bakterilerin tanisinda kullanilan klasik biyokimyasal ve

enzimatik testlerin ¢ogu Helicobacter tiirlerinde aktivite olmasina ragmen in-vitro
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sartlarda tan1 amagli olarak kullanilamaz (Yula, 2009). Diger taraftan nitratlarin nitrite
indirgemeleri, alkalen fosfataz, iireaz, indoksil asetat hidrolosilaz, gama-glutamil
transpeptidaz aktiviteleri, 42 °C’de tireme, nalidiksik asit ve sefalotine duyarlilik gibi

ozellikler de tlir taniminin yapilmasinda kullanilmaktadir (Tablo 3).

H. pylori karbonhidratlar1 oksidatif ve fermentatif yollarla par¢alayamaz. Olduk¢a
giiclii bir iireaz, katalaz ve alkalen fosfataz aktivitesine sahiptir, nitratlar1 rediikte
edemez, siilfiirlii bilesikleri kullanarak H,S olusturabilir, hippurati hidrolize edemez,

nalidiksik aside direngli ve sefalotine duyarlidir (Goodwin ve Lee, 1993).

Tablo 3. Baz1 Helicobacter tiirlerinin karakteristik ozellikleri.

Tiirler Kat NR Alk Ur. In 42°C G NA SE FIS FLY GC
H. felis + + o+ i -+ - R S 1420 B 42
H. bizzozeroni + + + + + o+ - R S 10-20 B ND
H. pylori i -+ i - - - R S 48 B 37-39
H. canis - -+ - + o+ - S I 2 B 48
H. bilis + + ND + -+ V R R 3-14 B ND

Kat: Katalaz; NR: Nitrat rediiksiyonu; Alk: Alkalinefosfataz; Ur: Ureaz; Ind.: Indoxylasetat
Hidrolizi; G: Glisin; In: Indol, NA: Nalidiksik asit; SE: Sefalotin, F1.S: Flajella sayisi; FLY:
Flajella yerlesimi; GC: Guanine-sitozinorani; (+): Pozitif reaksion; (-): Negatif reaksiyon; S:
Duyarli; R: Direngli; I: Orta duyarli; ND: Belirlenmemis; V: Degisken; B: Bipolar

1.7. Helicobacter pylori’nin Hiicre Zari, Duvari ve Antijenik Ozellikleri

Helicobacter cinsine ait tiirlerin hiicre duvarinda bulunan protein ve ayni zamanda
yag asitlerinin dagilimi kendileri gibi gram negatif olan diger bakterilerden 6zellikle de
Campylobacter’lerden olduk¢a farklilik gosterir. Ancak hiicreye somatik antijenik
ozellik kazandiran lipopolisakkaritlerin varligi, ince peptidoglikan tabakadan meydana
gelen yar1 gecirgen dis duvarin olmasi ve fosfolipitlerce zengin sitoplazmik membran
sebebiyle tipik gram negatif bakteri ozelligi gosterirler (Jones vd., 1984). Lipit
iceriklerine bakildiginda agirlikli olarak % 73,4 oraninda fosfolipitlerden, % 20,6
oraninda glikolipitlerden ve % 6’lik kisim ise nétral lipitlerden olusmaktadir. Hiicresel
yag asitleri arasinda % 31-45 oraniyla en ¢ok rastlanilan1 miristik asit ve % 20-24
orantyla karbon siklopropan yag asitidir. Bulundurdugu major fosfolipidler ise
fosfatidiletanolamin, kardiyolipin ve fosfatidilgliserol’diir (Eldridge vd., 1984).
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H. pylori LPS’leri incelendiginde igerdigi Lipid A’nin yapisinda stirekli
mutasyonlar goriildiigii bildirilmis ve diger gram negatif bakterilerden Onemli
farkliliklar gosterdigi kanitlanmistir (Walsh vd., 1997). H. pylori suslarinda Lipid A’nin
yapisinda bir¢cok bakteriden farkli olarak 3-hidroksi dekanoik asit bulunmaz. Buna
karsilik olarak alisilagelmisin disinda biyolojik yonden daha diisiik aktivitelere sahip
fosforillenmis veya agillenmis yag asitleri bulunur. Bakildiginda bu yag asitleri genel
anlamda LPS’nin diisiik biyolojik aktivitesinden sorumlu tutulmaktadir (Moran vd.,

1997).

H. pylori’nin 6zellikleri en iyi tanimlanmis ve dis zarina yerlesmis proteinleri
porinlerdir. Simdiye kadar 5 porin proteini belirlenmis, fonksiyonel olarak
karakterizasyonu yapilmis ve HopA’dan HopE’ye kadar isimlendirilmesi yapilmistir
(Richard vd., 2000). Anyon ve katyonlar i¢in disiik diizeyde segicilik gosteren bu porin
proteinleri icleri su dolu non-spesifik kanallardir. Bu kanallar hidrofilik molekiillerin,
besinlerin ve bazi antibiyotiklerin bakteriyel dis zardan pasif gecisine izin verirken,
kanallarin kaybedilmesi hidrofilik antibiyotiklere karsi direng gelisimine sebep olur
(Hessey vd., 1990). H. pylori bakterisinin ultrastriiktiirel yapisi 1 ile 8 arasinda bulunan
unipolar kilifli flagellalar1 ile karekterizedir. Tiirler igerisinde korunmus olan bu
flagellar kilifin epitoplarin bakterinin konak immiin sisteminden etkilenmeden
kagabilmesinde ve mide ortamindaki asitlige direnci arttirmada rol oynadiklari
distintilmektedir (Alm, 1999). H. pylori’nin virulans ve patojenitesinde 6nemli rol

oynayan bazi proteinler ve iglevleri Tablo 4’te verilmistir.
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Tablo 4. H. pylori’nin baz1 yapisal 6zellikleri ve etkinlikleri (Balcilar, 2009).

Ozellik Etki
Spiral sekil Mukus igerisindekihareketi saglar.
Flagella Bakteri hareketinin etkin sekilde olusumunu

Lipopolisakkaritler; GM3 gangliozid ve Lewis B

antigenlerine 6zgiil baglanmay: saglar.

Ureaz Ave B

Katalaz

Fosfolipaz A ve B

Proteaz

Vakuol yapici sitotoksin (Vac A)

Diisiik molekiil agirlikli kemoatraktif proteinler

(porinler)

Cag A (Cytotoxin Associated gen A)

Is1 sok proteinleri (Hsp A ve B)

saglar.
Gastrik mukus salgilayan hiicrelere selektif

kolonizasyon

Gastrik ortamdaki varligini siirdiirme (bazi
deneysel c¢aligmalarda  amonyagin  epitel
hiicresine toksik etkisi gdsterilmistir)

Gasrik ortamda ve fagositik vakuollerde
(Hidrojen peroksitten korunarak) yasama
Mukusun epiteliyal hiicre membranin sindirimi,
mukus salgisinin 1slakliginin artigt

Mukusun ve epiteliyal hiicre membranin
sindirimi, mukusun eriyebilirliginin artig.

Epitel hiicresi zararlanmasi

Notrofil ve mononiikleer hiicreleri kendine
cekerek  reaktif  oksijen  Dbilesikleri ve
interlokinlerin salinmasi

Sitotoksin olusumu ve peptik ilserle iliskili
oldugu diisiiniiyor.

Otoimmiinitede rol oynar.

1.8. Genomik Ozellikler

H. pylori’nin sahip oldugu genomik yap1 ve ¢esitlilik PFGE, Ribotipleme, RAPD-
PCR ve PCR-RFLP gibi teknikler yardimiyla incelenerek suslar arasindaki
niikleotitlerin oldukga fazla ¢esitlilik gosterdigibelirlenmistir (Dawn, 2001).

Tomb vd. (1997), H. pylori’nin 26695 nolu susunun tam genom dizi analizinin
bildirilmesiyle genomik yapi hakkinda ki bilgilerde hizli bir artis gergeklesmistir.
Toplam 1.667.867 baz ciftine ve % 39 GC oranma sahip tek bir halkasal yapida
kromozama sahip olan bu sus toplam 1590 gen ve her biri ortalama 1049 baz cifti
tasimaktadir. Calismamizda kullanilan H. pylori J99 susu ve bazi ATCC tip suslarinin

genomic Ozellikleri Tablo 5°te verilmistir.
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Tablo 5. Genom sekansi tanimlanan H. pylori 26695 H. hepaticus ATCC 51449 ve J99
suslarinin kiyaslanmasi.

H. pylori J99 H. hepaticus

26695 ATCC 51449
Baz cifti 1.667.867 1.643.631 1.799.146
% G/C 39 39 35,9

Gen kopyalan

23S-5S rRNA 2 2 1
16S rRNA 2 2 1
Tahmini kodlanan sekanslar 1590 1496 1825
Fonksiyonu belirlenmis protein 899 877 1022
Fonksiyonu belirlenmemis protein 325 347 487

1.9. Helicobacter pylori Enfeksiyonlari

H. pylori insanlarda siklikla midenin antrum ve korpus bélgelerinde asemptomatik
olarak kolonize olabilen nadir mikroorganizmalardandir. H. pylori enfeksiyonlari,
konagin ozellikleri, beslenme aliskanliklari, genetik 6zellikleri, enfekte eden susun
sayistve varsayilan viriilans faktorleri, yerlesim alani, reenfeksiyon veya reaktivasyon
sayisi ile tedavi basarisizliklart gibi degiskenlere bagh olarak, subklinik bir
enfeksiyondan gastrik kanserlere kadar degisen genis bir gastroduodenal patolojiye
sebep olurlar (Yula, 2009).

1.10. Helicobacter pylori ile Tliskili Hastaliklar

H. pylori’nin neden oldugu klinik patolojileri Tablo 6’de gosterildigi gibi
gastrointestinal sistem hastaliklar1 ve gastrointestinal sistem disi hastaliklar1 olarak iki

ana basliga ayirabiliriz (Goodwin vd., 1993).

Son yillarda yapilan arastirmalar akut ya da kronik viral ve bakteriyel
enfeksiyonlarla bazi idiyopatik hastaliklarin iligkili olabilecegini ileri siirmiislerdir.
Yapilan gozlemlere bagl olarak H. pylori enfeksiyonunun kalp-damar sistemi, deri,
bagisiklik sistemi gibi sindirim sistemi dig1 idiyopatik hastaliklardaki olasi roliinii

aragtirmiglardir (Lorber vd., 2012). H. pylori nin kronik aktif gastrit, peptik iilser, mide
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karsinomu ve MALT lenfomas: ile iligkisi bir¢ok arastirmada ortaya konmustur

(Marshall, 1994).

Tablo 6. Helicobacter pylori ile iliskili hastaliklar.
Gastrointestinal sistem hastaliklari Gastrointestinal sistem dis1 hastaliklar
Gastrodzefajial reflii hastalig1 (GORH) Kardiyovaskiiler sistem

Gastrit Solunum yollar1 hastaliklar

Mide iilseri (MU) Merkezi sinir sistemi hastaliklari
Peptik {iilser Deri ve yumusak doku hastaliklar1
Duodenal (peptik) iilser (DU) Otoimmun hastaliklar

Noniilser dispepsi (NUD) Karaciger ve safra yolu hastaliklari
Mide kanseri ve MALT (Mucosa Inflamatuar bagirsak hastaliklart

Associated Lenfoid Tissue) Lenfoma

1.11. Patogenez

Diinya genelinde ¢ok sayida insanda kolonize olmasi H. pylori bakterisinin
oldukea giiclii bir yayilma stratejisi olusturdugunu gostermektedir. Insanlarda fekal-oral
yolla, agiz i¢i salgilarinin bulasi ile yani oral-oral yolla, ev hayvanlarindan insanlara,
insan-hayvan-insan yolu ile, bakteri ile kontamine olmus cesitli gida ve su yolu ile

kontaminasyon gergeklestigi bilinmektedir (Falush vd., 2003).

Bakterinin midenin antrum bélgesindeki mukozada rahatca iireyebilmektedir.
Midenin bu kisminda bakterinin iiremeyi sevmesinin nedeni, mukus salgisi yapan
yerlerde daha kolay sekilde iireyebilmesidir. H. pylori midenin bu bolgesinde herhangi
bir doku invazyonuna sebep olmadan yiizeye tutunarak cogalir ve yasar (Hocker ve
Hohenberger, 2003). Mide mukozasini orten mukus tabakasindaki nétrale yakin pH,
bakterinin yagamasini olanakli hale getirir. Ancak bakterinin sahip oldugu yetenekler
arasinda gastrointestinal sistemin 6zellikle intestinal mukozasinda iireyebilme yetenegi

yoktur (Forman, 1991).

H. pylori, salgiladig: tireaz enziminin aktivitesi sonucu CO, ve NH, olusturarak
mide stvisi igindeki diisiik pH’dan kendini korumay: basarmaktadir. NH,, mide epitel

hiicreleri i¢in toksik bir bilesiktir, hiicreler arasinda tutunmayi azaltir ve etkenin
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salgiladig1 sitotoksinlerin etkisini artirir. Ote yandan, mukus salgilayan hiicreler
tizerindeki sitotoksik etki, koruyucu mukus salinimini azaltir (Blaser, 2004). Boylece
bakteri bulundugu ortama daha kolay bir sekilde tutunmaya devam ederek canliliginm
stirdiiriir. H. pylori’nin duodenumda nasil ilser yaptigi tam agiklik kazanmamis fakat
antrum mukozasinda yerlesen mikroorganizmanin duodenal bikarbonat salinimim

engelledigi, salgiladigi mediyatorler araciligi ile de mukoza kayiplarina yol ag¢tigi kabul

edilmektedir (Graham vd., 1998).

H. pylori patogenezinde konak, gevre ve mikroorganizmaya ait bir¢ok viriilans
faktoriiniin rol oynadigr diistiniilmektedir. Tablo 6’da H. pylori patogenezi iizerinde en

cok calisilan ¢esitli faktorler 6zetlenmistir.

1.12. Helicobacter Enfeksiyonlarinda Tam

H. pylori infeksiyonunun gastroduodenal hastaliklar ile bazi baska hastaliklarda
g0z Oniine alinmasi gereken temel konulardan biri oldugunun anlasilmasi, basit ve
dogru tam testlerine duyulan gereksinimi arttirmistir. Tani i¢in kullanilan testler invaziv
ve non-invaziv testler olarak iki grupta toplanmistir (Jalava vd., 1998). Invaziv testler,
endoskopik olarak elde edilen biyopsi Orneginin bakteriyoloji, iireaz testi, histolojik
testler ve molekiiler teknikler ile incelenmesine dayalidir (Koksal vd., 2002). Tanida
“altin standart” olarak kabul edilmekte olan kiiltiiriin duyarliligmin % 70-95,

spesifitesinin % 100 oldugu bildirilmistir (Hachem vd., 1995).

H. pylori’nin tespitinde altin standart arastiricinin deneyimine gore kiiltiir veya
histopatolojik inceleme olarak tanimlanabilir. Taniy1 optimize etmek i¢in genellikle
birkag testin birlikte kullanilmasi 6nerilmektedir (Poddar ve Yachha, 2007). Tablo 7’ de

cesitli tan1 testlerin genel ozellikleri tanimlanmustir.
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Tablo 7. H. pylori enfeksiyonu tanisinda kullanilan testler ve genel 6zellikleri.

Test Sensitivite  Spesivite Maliyet Endoskopi Yorum
(%) (%)
Histoloji 90-95 95-99 ++ Evet Bakterinin diizensiz

dagilim1 nedeniyle ¢oklu
biyopsi gerektirir.
Inflamasyonun derecesi
belirlenebilir.

Kiiltiir 75-90 100 +++ Evet Laboratuarin deneyimine
gore degiskenlik gosterir.
Antibiyogram igin
gereklidir.

HizhUre Testi  85-95 90-95 + Evet Hizli sonug. Antibiyotik
tedavisinden sonra
duyarlilik
diiser.

G.Biyopsi 95 100 +++ Evet fleri diizey
laboratuarlarda

3C nefes testi 95 98-100 ++ Hayir Hamileler ve cocuklarda
tercih edilebilir.
Tedavinin erken donem
takibinde kullanighdir.

YC nefestesti 95 90-100 ++ Hayir Diisiik doz radyasyon
maruziyeti. Tedavinin
erken donem takibinde
kullanighdir.

Seroloji 80-95 85-95 + Hay1r Endoskopi 6ncesi
taramada ve
epidemiyoljik
kullanislidir. Tedavinin
erken donem takibinde

Onerilmez.
Diskida 94 97 ++ Hayir Pediatrik hastalarda
antijen tespiti kullanisli. Tedavi 6ncesi

ve sonrasi aktif
enfeksiyonu tespit
etmeye uygun.

G. Biyopsi: Gastrik doku biyopsi

1.13. Epidemiyoloji

H. pylori varligi bazi primatlarda da gosterilmis fakat esas rezervuari insan olan
diinyanin en yaygin enfeksiyonlarindan birisidir. Bakterinin kedilerde de goriilmiis
olmasi, bulagta en azindan evcil hayvanlarinda etkisinin  olabilecegini
diisiindiirmektedir. Ayrica bakterinin su yoluyla bulagsmasi sonucunda olusan
enfeksiyonlarda goriilmesi ve fecesten izole edilmesi fekal-oral bulasi da

dogrulamaktadir (Borriello vd., 2006). H. pylori’ nin prevalansinin yas ve tilkelere gore
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degisiklik gosterdigi fakat kadin ve erkeklerde kolonizasyonun benzer oldugu

bildirilmistir (Megraud, 2007).

Gelismekte olan iilkelerde enfeksiyon g¢ocukluk caginin erken donemlerinde
edinilmekte ve 10 yasina kadar % 50-60, eriskin donemlerde % 90 enfeksiyon oranina
kadar ulasabilmektedir (Suerbaum ve Michetti, 2002). Ulkemiz gibi gelismekte olan
tilkelerde sosyo-ekonomik kosullarin yetersizligi ve saglikli yasam kosullarinin
saglanamamasi gibi nedenlerle 5-10 yas arasinda prevalans % 60-70 iken yetiskinlerde

bu oran % 85-90°dir (Bardhan, 1997).

Gelismis iilkelerde cocukluk ¢aginda ¢ok az enfeksiyon olmakta ve bakterinin
prevelans yasla birlikte kademeli artis (yilda % 0,5-1) gostermektedir (Pounder, 1995).
20’11 yaslarda % 20-30 olan bu oran ve 50’li yaslarda % 50 civarinda olmaktadir.
Prevelans degisik etnik kokenliler arasinda farkliliklara sahiptir. Ornegin; ABD’de
saglikli Ispanyol ve siyah popiilasyondaki seropozitiflik, Ispanyol olmayan beyaz
popiilasyondan cinsiyet, yas, cografi bolge ve egitim diizeyinden bagimsiz olarak birkag
kat daha yiiksektir (Graham vd., 1991). Etnik gruplar arasindaki bu yiiksek farkliligin
nedeni tam olarak anlasilamamis, ancak ¢ocukluk donemindeki sosyo-ekonomik durum,
kotii sanitasyon ve enfekte kisilerle yakin temasin risk faktorii olabilecegi agiklanmaistir.
Son yillarda yapilan incelemelerde, prevalans ile bakterinin alindigi ¢ocukluk
donemindeki sosyo-ekonomik kosullar arasinda kesin bir iligkinin oldugu sonucuna

varilmistir (Lehours ve Yilmaz, 2007).

Gelismemis tilkelerde ise yasam kosullarinin kotii olmasi, bakteri enfeksiyonunun
yayginlhigini oldukea etkilemektedir. Bu tilkelerde H. pylori asemptomatik tasiyicilarinin
en az % 10’unun yaklasik 10 y1l igerisinde klinik olarak yakinmalarinin ortaya cikacagi,
klinik yakinmasi olan kisilerde en az % 2-4’ {iniin 10 yil i¢ersinde mide karsinomasi

gelisebilecegi gosterilmistir (Suerbaum ve Michetti, 2002).
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Sekil 4. H. pylori global yayginligi (URL-2).
1.14. Midenin Ozellikleri

Mide, embriyonik hayatta (gebeligin 4. haftasinda) 6n bagirsagin distal kismindan
gelisim gosteren, kabaca J harfi seklinde tanimlanan, kan damarlar1 ve lenf bezleri
acisindan zengin, yiyecekleri sindiren ve hormon salgilayan hem ekzokrin hem

deendokrin bir gastrointestinal sistem organidir (Williams vd., 1996).

Sindirim borusunun en genis kismi olan mide, karin boslugunda, 6zofagus ve
duodenum arasinda bulunmaktadir (Sekil 5). Agiz boslugunda pargalanan besinler
0zofagustan gecerek mide de toplanarak, buradaki salgi bezlerinin salgilar1 ve mide

duvarindaki kaslarin hareketi ile gidalar kimusa doniistiiriiliirler (Clemente, 2000).

afra kanall

uzunlamasina kasli tabaka
katman =3 W&A

AR
: %_ \mukozaaltl
R

Y o
SEA
R\ \mukoza
“ \\\ X ===

Sekil 5. A: Midenin karin boslugundaki yerlesimi (URL-3), B: Mide mukoza
katmanlarindan bir kesit (URL-4).
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1.15. Mide Anatomisi

Anatomik olarak mide; kardiya, fundus, korpus, antrum ve pilor olmak tizere bes
bolgeye ayrilir (Sekil 6). Kardiya; 6zofagus ile midenin birlesim yeridir. Fundus;
kardiya bdlgesinin solu ve iist kisminda kalan midenin en st kismidir. Korpus; fundus
ile midenin 1/3 alt ve orta kisminin birlestigi ¢entikten gegen yatay hat arasinda kalan
kisimdir. Bu yatay hat ile pilor arasinda kalan bdliim antrum, mideden duodenuma gegis

bolgesi ise pilordur (Fawcett, 1994).

Mide duvart icten disa dogru mukoza, submukoza, muskularis propriya ve seroza
olmak iizere dort tabakadan olusur ve bu tabakalar gida sindirimi ve depolamadan
sorumludur. Midede sekresyon faaliyeti lokal, otonomik (parasempatik, sempatik) ve
hormonal uyarilarin kontroliinde gerceklesir. Mide sekresyonu; mukus hiicreleri, gastrik

bezhiicreleri ve pilorik bez hiicreleri tarafindan saglanir (Whitehead vd., 2005).

Cardioesophageal
sphincter

Esophagus

Muscularis ¢\
externa A Sl | —Serosa
Longitudinal Iayer A
Circular layer
Oblique layer

Lesser
curvature

Duodenum

|

Greater
curvature
Pyloric S
canal 4 Duodenum Pyloric sphincter i B
Pyloric A (a) (valve) antrum
antrum Copyright © 2008 Pearson Education, Inc, publishing as Pearson Benjamin Cummings.

Sekil 6. A: Midenin bdliimleri (URL-5) ve B: Anatomik goriiniimii (URL-6).

1.16. Mide Kanseri

Diinya’da o6zellikle 30°lu yaslardan sonra erkeklerde ikinci kadinlarda dérdiincii
sirada en sik goriilen kanser ¢esidi olan mide kanseri (Farin ve Graca, 2006). Tiirkiye’de
kardiyovaskiiler hastaliklara bagl 6liimlerden sonra ikinci en sik goriilen bu hastalikta,
saptanan tim kanserlerin erkeklerde % 7,4’iiniin, kadinlarda % 6’sinin mide kanseri
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oldugu bilinmektedir. Mide kanseri epidemiyolojisi cografi farkliliklar gosterir ve
dagilim uniform degildir. Cografi farkliligin yani sira, sosyo-ekonomik durum ile mide
kanseri olusumu arasinda belirgin bir iliski vardir (Bray vd., 2002). Yaygmlk ve
mortalite kotli hijyenik kosullar ve ¢evre kirliliginin artmig oldugu diisiik sosyo-
ekonomik sinifta, iist smiftan 3 kat daha yiiksektir. Bu nedenle mide kanserinin
endiistrilesmis tllkelerden ¢ok, gelismekte olan iilkeleri etkiledigi goriilmektedir (Boyle

ve Ferray, 2004).

Onceleri alkoliin mide kanseri icin risk faktdrii oldugu diisiiniiliirken, son
zamanlarda yapilan ¢alismalarda alkoliin mide kanseri i¢in bagimsiz bir risk faktorii
olmadig1 ortaya konulmustur (Langerhan vd., 2000). CRC tarafindan yapilan
arastirmalarla; karbonhidratlarin, tursularin, tuzlanmig et ve baliklarin mide kanseri
riskini arttirdigl, 6te yandan siit, taze sebzeler ve C vitaminince zengin diyetin riski

azalttig1 gosterilmistir.

Kan grubu A olan kisilerde mide kanserinin daha sik goriilmesi, ailesinde mide
kanseri olanlarda 2-3 kat daha sik mide kanserine rastlanmasi ve ikizlerde de
goriilmesinden dolay1 hastaligin olusumunda genetik faktorlerinde rolii oldugu one
striilmistiir (Faggiona vd., 1997). Fakat bu durumda aymi c¢evre kosullarinda
yasamalarinin da rol oynamas1 biiyiik olasiliktir. Ancak bu konudaki genel yargi,

cevresel faktorlerin genetik yatkinlik iizerine superpoze olmasidir.

H. pylori basilinin epidemiyolojik olarak enfeksiyonun yiiksek oldugu bolgelerde
kanser olusumunun da yiiksek olmasi, bu bakterinin de mide kanseri olugumunu
etkiledigini ortaya koymustur. Bakteri icerdigi ilireaz enzimi ile iireden amonyak
tireterek midede hiicre ¢ogalmasini uyararak, mutajen etki yaratmaktadir (Arif ve Syed,

2007).
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1.17. Ar1 Uriinleri ve Genel Ozellikleri

1.17.1. Bal

Bal; bitki nektarlarinin, bitkilerin canli kisimlarinin = salgilarinin  veya bu
kisimlarda yasayan bitki emici boceklerin salgilarinin Apis melliferra tarafindan
toplandiktan sonra kendine 6zgli maddelerle birlestirerek degisiklige ugratilan ve
petekte depolanarak olgunlastirilan koyu kivamdaki tatl bir tiriindiir (Anonim 2005).
Balin rengi agik saridan koyu esmere kadar degisiklik gostermekte ve bu degisikligin
sebebinin bilesimindeki maddelerle iliskili oldugu bilinmektedir (Sekil 7). Renginin
yani sira balin kalite diizeyini tanimlamada kullanilan diger baslica fiziksel 6zellikleri;
graniilasyon, viskozite, yogunluk, 6zgiil agirlik ve elektriksel iletkenligidir (Gonzalez
vd., 1999).

Ballar arilarin kullandiklar1 kaynaga gore ¢igek ve salgi bali olarak siniflandirilir.
Cicek bali arilarin bitki ¢igeklerindeki nektarlarindan yaptiklar1 baldir ve baslica
ornekleri thlamur bali, yonca bali, turunggil bali, akasya bali, piiren bali ve karacali
balidir. Salg1 bali bitkilerin canli kisimlarindan salgilanan veya canli kisimlari tizerinde
yasayan bitki emici boceklerin salgilarindan elde edilen baldir. Bu grubun tipik

ornekleri ise; cam bali, mese bali, koknar bali ve yaprak balidir.

Yiizyillar boyu insanoglu i¢in 6nemli besin kaynagi olan bal, antimikrobiyel
aktivitesi nedeniyle Hipokrat zamanindan beri ¢esitli hastaliklarin tedavisinde
kullanilmugtir. Ozellikle yara ve yaniklarm tedavisinde, cilt ve mide rahatsizliklarinda
yogun olarak halen kullanilmaktadir. Ancak bilimsel aragtirmalarin yetersizligi

nedeniyle giiniimiizde modern ila¢ endiistrisinde yeterince kullanilmamaktadir

(Dunford, 2000).
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Sekil 7. Sirasiyla balin fiziksel goriiniisii (URL-7), bal aris1 Apis mellifera (URL-8) ve
kovan giirtintimii (URL-9).

Balin yapisindaki bilesenler arilarin ziyaret ettigi bitkilere, cografi konum ve iklim
kosullarina gore degismekle birlikte, yaklasik 200 cesit bilesen igermektedir. Icerdigi
vitaminler, mineraller, organik asitler, flavonoidler, fenolik asitler, aminoasitler ve
enzimler nedeniyle sindirimi kolay ve pek cok hastalia karsi koruyucu bir gidadir
(Ozmen ve Alkin, 2006). Mikrobiyolojik ¢alismalarda, hidrojen peroksit gibi pek cok
onemli antibakteriyel ajaninda balin bilesimini olusturdugu goriilmiistiir. Antibakteriyel
aragtirmalarda 10 veya daha fazla sulandirmalarda bile balin bazi bakteri tiirlerinin

gelismesini tamamen inhibe ettigi belirtilmistir (Dunford, 2000).

Balin tanimlanmasinda kullanilan baglica kimyasal 6zellikleri; nem igerigi, pH
degeri, kiil icerigi, mineral madde profili, protein ve prolin miktari, karbon izotop orani,
enzim aktivitesi, hidroksi metil furfural icerigi ve antioksidan aktivitesidir. Balin tath
olmasinin sebebi i¢indeki liziim sekeri, sakkaroz ve meyve sekeridir. Bunlardan baska
balin % 17-20’sini su, geri kalan boliimii ise demir, sodyum, siilfiir, magnezyum, fosfor,
polen, manganez, aliiminyum, giimiis, albiimin, dekstrin, nitrojen, protein ve asitler

olusturmaktadir. Balin kalitesini belirleyen kisim bu karisimdir (Tablo 8).
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Tablo 8. Balin igerigini olusturan baslica bilesenler (Dogaroglu, 2004).

Bilesimi olusturan maddeler Yiizde oranlar ve cesitler

Su >% 17,2

Karbonhidratlar 79,5

Fruktoz 38,1

Glukoz 31,2

Sakaroz 1,3

Mineraller 2,21

Vitaminler B grubu vitaminleri, C, E ve K
Enzimler Diastaz, invertaz, katalaz vb.

1.17.2. Bal ve Antibakteriyel Aktivitesi

Balin antibakteriyel etkisinin, % 76 oraninda bulunan sekerin olusturdugu osmotik
basing ve igerdigi glukonik, biitirik, asetik, formik, laktik, siiksinik, malik, sitrik ve
okzalik asitler gibi organik asitlerin sebep oldugu diisiik pH (ortalama 3,9) ve
flavonoidler, hidrojen peroksit, fenolik asitler gibi bilesikleri de yapisinda
bulundurmasindan kaynakli oldugu bildirilmektedir (Anonim, 2003). Bu ozellikleri
sayesinde bal, insanlarda hastalik olusturan patojen bakterilerin gelisimini engelleyici
bir ortam olusturmaktadir. Yapilan ¢alismalarda balin yalnizca bakterilere karsi degil
aynizamanda virlis, mantar ve parazitlere karsi da inhibe edici 6zelliklerini bildiren

caligmalar vardir (Mundo vd., 2004).

Balda bulunan glukozoksidaz enzimi su ve oksijen varligmda glukozu glukonik
asit ve hidrojen perokside parcalar. Olusan hidrojen peroksit ve asidik ortam,
olgunlasma sirasinda bali korur ve antibakteriyel 6zellik kazandirir. Daha sonra ortamda
olusan diisiik pH nedeniyle enzim inaktif olurken, hidrojen peroksit, askorbik asit ve
baz1 iyonlar tarafindan su ve oksijene parcalanmaktadir ve bu durum da balin
sulanmasina neden olmaktadir. Ayrica balda bulunan katalaz enzimi hidrojen peroksidi
parcalayarak balin antimikrobiyal 6zelligini azaltmaktadir (Lusby vd., 2002). Baln,
Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Salmonella enterica, Bacillus subtilis,

Pseudomonas aeruginosa, Enterobacter cloaca, Micrococcus luteus, Klebsiella
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pneomoniae gibi bakteriler {izerine inhibe edici 6zellik gosterdigi yapilan ¢alismalarla

gosterilmistir (Tomoi ve Miyata, 2000).

1.17.3. Propolis

Propolis, is¢i arilarin g¢esitli bitkilerin tomurcuk, yaprak ve gdvdelerinden
topladig1, recinemsi maddeleri ve bitki salgilarin1 baslarinda bulunan salgi bezlerinden
salgilanan enzimlerle biyokimyasal degisiklige ugratarak olusturduklari, kirli saridan
koyu kahverengiye kadar degisen renklerde ve oda sicakliginda yar1 kati1 halde bulunan
recinemsi bir karisimdir. Propolis, Cin basta olmak iizere Arjantin, Uruguay, Sili,
Brezilya, Kanada ve Dogu Avrupa iilkelerinde olduk¢a yaygin bir sekilde
iiretilmektedir. Icerisindeki bilesikler toplandig1 bitkilerin tiir ve cesitlerine gore
farklilik gosterir. Ar1 bitkinin 6zsuyunu veya reginesini pargalayarak, corbiculae denilen

torbada biriktirir (Sekil 8). Daha sonra bu maddeler kovana taginarak, oradaki ¢atlak ya

da yariklarin kapatilmasi ve kovanin dezenfekte edilmesinde kullanilmaktadir

(Chowdhury ve Humayyad, 1991).

=

O

3
o

Sekil 8. Ha propolis goriiniimii (URL-10) ve propolis hasadi URL-11).

Propolis iizerine yapilan ¢aligmalarda, bu maddenin bir¢cok antimikrobiyel 6zellik
tagidigini, ayni zamanda insan sagligi i¢in 6nemli ve gerekli olan B1, B2, C ve E
vitaminleri, Cu, Ca, Al, V, Sr gibi elementleri ve g¢esitli mineralleri igerdigi
gosterilmistir (Bankova vd., 1982). Propolis anti-bakteriyel 6zelliginin yani sira anti-
fungal, anti-viral, anti-protozoa, lokal anestezik, anti-inflamatuar ve bagisiklig1 uyarici

gibi ¢ok farkl biyolojik ve farmakolojik 6zelliklere de sahiptir (Azza, 2009).
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Propolisin antimikrobiyal 6zelliklerinin sahip oldugu flavonoidler, pinosembrin,
galangin ve pinobanksinden kaynaklandigi diisiintilmektedir. Pinosembrin ayn1 zamanda
anti-fungal ozellikte gostermektedir. Diger aktif bilesikler ise kumarik ve kafeik asit
esterleridir (Castolda ve Capasso, 2002) Propolisteki fenolik bilesikler hiicrelerin
oksidatif stresindtralize etme kapasitesini artirarak, anti-inflamatuar ve anti-oksidan
etkileriyle hiicre Oliimleriniengellemeye yardim eder (Nirala ve Bhadauria, 2008).

Propolisin i¢erisinde bulunan maddeler ve oranlar1 Tablo 9°da verilmistir.

Tablo 9. Propolislerin genel yapisal bilesenleri.

Maddeler Miktar (%)
Recine ve zamks1 maddeler 40-50
Bitkisel mumlar 20-30
Esansiyel yaglar 5-10

Polen 1-5

Organik bilesikler ve mineral maddeler 1-15

1.17.4. Propolis ve Antibakteriyel Aktivitesi

Propolisin diizenli ve siirekli kullanimi durumunda sindirim, solunum, dolagim
sisteminde ve tiim viicuttaki patojenlere kars1 etkin bir savunma gergeklestirir. Propolis,
sentetik antibiyotiklerin aksine uzun siire kullaniminda zararli bakterilere karsi direng
olusturmamakta, yararli bakterileri de olumsuz etkilememektedir. Propolisin bagisiklik
sistemini Onemli derecede arttirdigi ve antikor salgilanmasini arttirarak ilaglarin
etkilerini arttirdigr gosterilmistir (Korkmaz vd., 2006). Yapilan ¢alismalarda propolisin
laboratuar ortaminda Bacillus, Proteus, Salmonella ve Escherichia gibi gesitli bakteri

tiirlerine kars1 etkili oldugu rapor edilmistir (Marcucci, 1995).

Birgok arastirmaci propolis ve ondan elde edilen ekstraktlarin gram pozitif ve
negatif bakterilere karsi antibakteriyel etkisini incelemis ve gram pozitif ¢ubuk
bakterilere karsi genis etkili oldugunu, fakat gram negatif basillere kars1 kisitli etkiye
sahip oldugunu bulmustur (Hegazi vd., 2000). Aecrobik bakterilerin yani sira 267
anaerobik bakteri susuna karsi antimikrobiyel etkiside incelenmistir. Bakteri kiltiirii

genellikle en yiiksek duyarliligi 1 mg/ml propolis etanol ekstraktina karsi gostermis ve
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mevcut antibiyotiklerin etkisini de artirdig1 gézlenmistir. Staphylococcus aureus (gesitli
suslar1) ve Escherichia coli’ye kars1 kullanilan antibiyotiklerin etkisinin besiyerine
eklenen propolis ekstrakti ile arttigi gozlenmistir (Marcucci, 1995 ). Propolis etanol
ekstraktinin Staphylococcus aureus gibi gram pozitif koklara kars1 yiiksek antibakteriyel
etki gosterdigi fakat Escherichia coli ve Pseudomonas aeruginosa gibi gram negatif

bakterilere kars1 diisiik etkiye sahip oldugu rapor edilmistir (Silici vd., 2005).

Propolisin antibakteriyel aktivitesine igerdigi flavonoidler ile regine icindeki
aromatikbilesikler ve esterlerin neden oldugu diistiniilmektedir. Galangin, pinosembrin
ve pinostrobin bakterilere karsi en etkili olan flavonoidler olarak tanimlanmistir ve
ferulik ile kafeik asit de propolisin bakterisit etkisinde rol oynamaktadir (Marcucci,

1995),

1.18. Literatiir Ozeti

H. pylori kolonileri midede kolonize olur ve midenin uzun siireli enflamasyonuyla
kronik gastrit olugmasini tetikler. Bir¢ok insanda on yillarca midede varligini stirdiiriir.
H. pylori ile enfekte bircok kisi kronik gastritleri olsa dahi hi¢ klinik semptom
gostermez. H. pylori kolonilernin yaklagik % 10-20'si er ge¢ mide ve duodenum
iilserinin gelismesine neden olur. Ayrica bu enfeksiyon, mide kanseri i¢in 6miir boyu %

1-2 ve gastrik MALT lenfoma gelismesi agisindan % 1'den az oranda risk faktoriidiir.

John vd. (2008), yaptiklar1 ¢alismada H. pylori’nin abiotik yiizeylere
yapismasinda serumun etkisi incelenmistir. H. pylori igerigi bilinen kimyasal
besiyerlerinde kiiltiire alindigi zaman abiotik yiizeylere yapisip mikro koloniler
olusturabilmektedir. Yapismanin baglamasinda esas olarak proteinler rol oynamakta
daha ileriki asamalarda ise farkli molekiiller etkili olmaktadir. Calisma sonucunda
ortama serum eklendiginde H. pylori’nin abiotik yiizeylere yapismasinin engellendigi

bildirilmistir.

Ohno vd. (2003), yaptiklar1 bir calismada gastroduodenal hastaliklar1 gelistiren H.
pylori’nin yok edilmesinde antibiyotiklerin kullanilmasi ve bu antibiyotiklere kars1 hizli

bir sekilde diren¢ kazanmalaridan dolayr in-vitro olarak yaglarin % 1°lik
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konsantrasyonda kullanildiginda H. pylori’ nin ¢ogalmasini tamamen inhibe ettigini
belirlemislerdir. Farelerde yapilan in-vivo g¢alismalarda ise lemongrassla muamele
edilen farelerin midesindeki H. pylori’nin yogunlugu, muamele edilmeyenlere oranla
diismiistiir. Bu ¢alisma sonucunda H. pylori’ye karsi direnglilik gelisimini 6nlemede

ucucu yaglarin kullanilabilecegini ileri stirmiislerdir.
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2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Materyal

2.1.1. Kullanmilan Malzemeler ve Kimyasallar

Calismada Helicobacter mikroorganizmasinin incelenmesi igin kullanilan
laboratuar gerecleri; otoklav, inkiibator, pastor firini, 151k mikroskoplart (koloni
mikroskobu ve olimpus Bx51 arastirma mikroskobu goriintii analiz sistemli arastirma
mikroskobu, anaerobik kavanozlar, santrifiij, mikrosantrifiij, hassas terazi, buzdolabi, -
20 ve -80 °C‘lik derin dondurucular, vorteks, sinif II giivenlik kabineti, saf su cihazi,
ultrasonik su banyosu (Heidolphpromax 2020, Schwbach, Almanya), PCR cihazi,
gorlintii analiz sistemi, bunzen beki, elektroforez, cam ve plastikpetri kutulari, ¢esitli
cam malzemeler (cam fanus, cam erlen, cam pipetler, pastor pipeti, vida kapakl tiipler,
mavi kapakli siseler, meziir, erlenmayer, lam, lamel, cam baget), eppendorf tiipleri, PCR
tiipleri, ekiivyon cubuklari, enjektorler, cam pipetler, otomatik pipetler, otomatik mikro
ve makro pipet uglari, mikro kuyucuklu eliza plakalari, yuvarlak u¢lu 6ze, filtre kagidi,

etivdur.

Calismamizda kullanilan besiyerileri ve kimyasallar gesitli ticari firmalardan
saglanmistir. Brucella Agar, Brucella Broth, iire, ve Urea Base Broth, Agar agar, H.
pylori selective suplement (Dent), Campygen Compact mikroaerofilik kit triinleri
(Oxoid), Brain Heart Infusion, Bovine Serum Albumin (BSA), gliserin, gliserol,
casitone, etanol, metanol, Dimetil siilfoksit (DMSO), hekzan, nisasta, sodyum kloriir,
sodyumsulfat, safranin, liigol, kristal viyolet iirlinleri (Merck) ticari firmalardan temin

edilmistir.

2.1.2. Kullanilan Helicobacter pylori suslar:

Bu calisma 2016 yilinda Recep Tayyip Erdogan Universitesi, Fen-Edebiyat
Fakiiltesi Biyoloji Boliimii’nde gerceklestirildi. Calisma grubu; Recep Tayyip Erdogan
Universitesi Egitim ve Arastirma Hastanesi Gastroenteroloji Béliim’iine mide sikayeti

ile bagvuran ve klinik tanida H. pylori siipheli 17 hastadan endoskopi ile alinan
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orneklerle olusturuldu. Orneklerden izole edilen H. pylori suslari ve Refik Saydam
Kiiltiir Koleksiyonu’ndan satin alman H. pylori (HP-J99) kontrol susu calismada
bakteriyel materyal olarak kullanildi.

2.1.3. Kullanilan Besiyerilerinin Icerigi ve Hazirlanis

2.1.4. Brain Heart Infusion Broth

Sigir kalp inflizyon 50

Dana beyin infiizyon 125¢
Disodyumbhidrojen fosfat 2,59

D-glukoz 29

Pepton 10g

Sodyum Kloriir 59 (pH;7,4+0,2)

Yukarida verilen maddeleri ihtiva eden Brain Heart Infusion Broth ticari besiyeri
olarak temin edildi. Firmanin 6nerisi dogrultusunda 37 g tartilarak 1000 ml distile su
icinde ¢oziildii. 1,1 atm basigta, 121 °C’de 20 dakika otoklav edildi. Kullanilacak siireye
kadar buzdolabinda +4 °C’de bekletildi. Hazirlanan besiyeri H. pylori suslariin

saklanmasinda kullanildi.

2.1.5. Brucella Agar ve Broth

Kazein pepton 109

D- glukoz 1g

Et peptonu 109

Maya ekstresi 290

Sodyum klortir 59 (pH; 7,0+ 0,2)

Yukaridaki maddeleri ihtiva eden besiyeri ticari olarak temin edilmis olup,
firmanin Onerisi dogrultusunda 45 g tartildi. 1000 ml distile suda ¢oziildi. 1,1 atm
basingta 121 °C’de 20 dakika otoklavlandiktan sonra steril vida kapakli tiiplere tevzi
edildi. Kullanilacak siireye kadar buzdolabinda bekletildi.
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Ayn karisima litrede 13 g agar ilave edilerek kati besiyeri hazirlandi. 1,1 atm
basingta 121 °C’de 20 dakika otoklavlandiktan sonra 48 °C’de su banyosunda
bekletildi. Steril sartlarda ticari firmanin Onerisi dogrultusunda belirtilen miktarda
suplement (10 mg/l vankomisin, 5 mg/l trimetoprim ve 1 mg/l amfoterisin B solusyonu)

ve % 7 insan kani ilave edildi. Homojen karigimi saglandiktan sonra petrilere dokiildii.

Hazirlanan her iki besiyeri H. pylori kiiltiinde, antibiyogram ve antimikrobiyal

aktivite caligmalarinda kullanildu.

2.1.6. Urea Base Agar ve Broth

Peptic digest of animal tissue 19
Dekstroz 1g
Sodyum kloriir 59
Disodyum fosfat 1,2¢9
Monopotasyum fosfat 08¢
Fenol kirmizisi 0,012 g

Yukaridaki maddeleri ihtiva eden besiyeri ticari olarak temin edilmis olup,
firmanin Onerisi dogrultusunda 21 g tartilarak 1000 ml distile suda ¢ozildi. 1,1 atm
basingta 121 °C’de 20 dakika otoklav yapildi. Besiyeri soguduktan sonra igerisine %

40’lik tire soliisyonundan 50 ml/L ilave edildi.

Ayni karigima litrede 13 g agar ilave edilerek kati besiyeri hazirlandi. 1,1 atm
basingta 121 °C’de 20 dakika otoklav yapildiktan sonra 48 °C’de su banyosunda
bekletildi. Steril sartlarda % 40’ lik iire soliisyonundan 50 ml/L ilave edildi. Homojen

karisimi saglandiktan sonra ependorf tiiplere 0,5 ml olacak sekilde dagitilda.
Ure soliisyonu hazirlamsi: Ticari olarak temin edilen iire % 40 olacak sekilde

distile su ile soliisyon haline getirilerek filtre ile steril edildi. Steril vida kapakl1 tiiplere

koyularak kullanilacak siireye kadar buzdolabinda bekletildi.
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Hazirlanan besiyeriler H. pylori iireaz aktivitesinin belirlenmesi ve iire inhibisyon

testi i¢cin gerekli olan iireaz enziminin tiretiminde kullanildi.

2.1.7. Ureaz Enzim Inhibisyonunda Kullanilan Cozeltiler

Tampon c¢ozelti: 3 g iire, 186 mg etilendiamin tetra asetik asit, 1,79 g potasyum
dihidrojen fosfat ve 0,212 g lityum kloriir tartilarak her bir madde yaklasik olarak 20 ml
saf suda ¢oziiliir. Elde dilen c¢ozeltiler birlestirilir ve pH’s1 8,2 olacak sekilde

ayarlanarak son hacim 500 ml ye tamamlanir.

Fenol Reaktifi: 1 gram fenol ve 5 mg sodyum nitropiirisit tartilir ve bir miktar

safsuda ¢0ziiliir. Son hacim 100 ml’ye tamamlanir.

Alkali Reaktif: 0,5 gram sodyum hidroksit tartilir ve 1 ml sodyum hipoklorit

pipet yardimui ile alinarak 100 ml saf suda ¢oziilerek hazirlanir.

2.1.8. Kullanilan Kimyasal Analiz Yontemleri

2.1.9. Oksidaz Testi

Solunumda oksidatif fosforilasyon yapan bakteriler bu reaksiyonlarda oksidaz
enzimi kullanirlar. Bu test, H. pylori’nin sitokromoksidaz enzimi varliginin belirlenmesi
icin kullanildi. Bunun i¢in; 0,1 g 1,4-fenilendiamonyum dikloriir 10 ml distile su
icerisinde ¢ozildii ve ependorf tiiplerine 1 ml seklinde dagitildi. Kullanilacag: siireye

kadar -20 °C’de aliiminyum folyoya saril1 sekilde bekletildi (Koneman vd., 1997).
2.1.10. Katalaz Testi

Katalaz testi ile bakterilerin katalaz enzimi {iireterek hidrojen peroksidi (H20,)
parcalayip par¢alamadiklari tespit edilir. Bu test ile H. pylori’ nin katalaz enzimi {iretip
tiretmedigi % 3’lik Hidrojen peroksit ayiraci kullanilarak tespit edildi (Koneman vd.,

1997).
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2.1.11. Gram Boyama Seti

Gram boyama bakterilerin tanimlanma ve smniflandirilmasi i¢in kullanilan en
onemli boyama yontemidir. Bu bir farklilagtirict boyama olup bakterileri gram pozitif ve
gram negatif olarak ikiye ayirir. Gram negatif boyanan bakterilerin hiicre duvarindaki

peptidoglikan tabaka, gram pozitif boyanan bakterilere gére ¢ok daha incedir.

Kristal viyole stok soliisyonu (% 90-95 boya iceren): Kristal viyoleden 40 g
tartildi ve 400 ml etanol (% 95) ile bir cam sisede eritildi, etiketlendi ve oda 1sisinda

saklandi.

Liigol soliisyonu: Iyot soliisyonu nisasta hidroliz ve gram boyama testi igin
hazirland1. 1 g iyot ve 2 g potasyum iyodiir havanda birlikte ezilip 300 ml distile su ile
homojenize edilerek c¢oziinmesi saglandi. Karanlik kapakli siseye alindi ve tam

¢Oziinmesi i¢in bir gece bekletildi.

Alkol (% 96’Iik etil alkol): Kristal viyole ile boyanmis, liigol soliisyonu ile

mordalanmis preparatlarda renk giderilmesi i¢in kullanildi

Safranin soliisyonu: Porselen krosede 2,5 g safranin 10 ml alkol (% 95) ile
¢oziiliip koyu renk kapakli siseye aktarildi. Uzerine 100 ml distile su ilave edilerek
tamamlandi. Bir giin bekletildikten sonra zit boya olarak gram boyamada kullanildi
(Koneman vd., 1997).

2.1.12. Kullamlan Bal ve Propolis Numuneleri

H. pylori’nin iizerinde antimikrobiyal ve anti-ireaz etkinliginin belirlenmesi

amaciyla cesitli illerden tedarik edilen bal ve propolis numuneleri kullanildi (Tablo 10).
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Tablo 10. Calismada kullanilan bal, propolis drnekleri ve temin edilen iller.

Bal Kaynagi Propolis Kaynagi
Bl Kurklareli P1 Ardahan
B2 Konya P2 Artvin
B3 Mugla P3 Kars

B4 Canakkale P4 Van

B5 Balikesir P5 Ardahan
B6 Samsun P6 Ankara
B7 Denizli P7 Ankara
B8 Canakkale P8 Cankiri
B9 Trabzon P9 Corum
B10 Kirklareli P10 Sinop
B11 Ordu P11 Eregli
B12 Canakkale P12 Balikesir
B13 Aydm P13 Zonguldak
B14 Rize P14 Erzurum
B15 Rize P15 Trabzon

2.2. Biyopsi Orneklerinin Alinmasi

Biyopsi &rnekleri RTEU, Tip Fakiiltesi, Gastroenteroloji Poliklinigi’ne gastro-
intestinal sistemle ilgili yakinmalarla basvuran ve yapilan muayeneleri sonucu
endoskopi indikasyonu konan 17 olgudan alindi. Uzman bir gastroenterolog tarafindan
endoskop kullanilarak yapilan {ist gastro-intestinal endoskopi ile antral bolgeden biyopsi
ornekleri alindi. H. pylori kuruluga ve ¢evre sicakligina duyarli olup oda sicakliginda
canliligini ¢abuk kaybettiginden dolayi, biyopsi ornekleri steril serum (PBS) iceren
ependorf tiipler igerisinde uygun tagima ortamina alinarak (soguk zincirde) hemen
RTEU Mikrobiyoloji Laboratuvar’indakisa siire i¢inde ekimlerinin yapilmas: saglandi.
Ornekleri elde etmek igin Etik Kurul Karar numarasi 2018/104 ve dosya numarast 155

alimmustir.
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2.3. Biyopsi Orneklerinin Kiiltiirii ve Mikroskobik incelemesi

Biyopsi oOrneklerinin ilk olarak oOnceden hazirlanmis Brucella kanli agar
besiyerine, steril sartlarda igne uglu steril pens kullanilarak ekimleri yapildi. Kiiltiir i¢in
gerekli olan mikroaerofilik ortam, jar (kavanoz) igerisine konan Campy Gen
mikroaerofilik Kit ile saglandi. Plaklar jar i¢inde 37 °C’de 3-10 giin inkiibasyona tabi
tutuldu.

Kiiltiirden sonra kalan biyopsi drnekleri H. pylori varliginin tespiti amaciyla hizl
ireaz aktivitesinin belirlenmesi i¢in ependorf tiiplerdeki iireaz agar besiyerine ekimleri
yapildi ve 37 °C’de 1-24 saat inkube edildi. inkiibasyon siiresinin sonunda kirmizi-koyu
pembe renk olusumu {lireaz aktivitesinin varligimi gosterdi. Renk degisimi olmayan

tiipler negatif olarak degerlendirildi.

Kalan biyopsi drnegi, mikroskopta H. pylori varliginin tespiti i¢in kullanildi. Bu
amagla temiz lam ilizerine biyopsi O6rnegi ezilerek yayma preparat hazirlandi. Preparat
kuruduktan sonra iizeri etil alkol (% 96°lik) ile kaplandi ve kuruyana kadar bekletildi.
Bu sekilde tespit edilen preparatlar gram boyama ile boyandi. Preparatlar mikroskopta
100X biiyiitmede immersiyon yagi yardimiyla incelendi. Gram negatif, mart1 kanadi

benzeri kivrik basillerin varligi H. pylori pozitifligi olarak kabul edildi.

2.4. H. pylori Saf Kiiltiirlerinin Hazirlanmasi ve Saklanmasi

H. pylori kiiltiirii i¢in Brucella agar (% 7 insan kan1 ve DENT takviyesi) besiyeri
kullanildi. Dent igeriginde; vankomisin (10 mg/L), trime throprim laktat (5 mg/L),
sefsulodin (5 mg/L) ve amfoterisin B (5 mg/L) bulunmakta olup H. pylori disindaki
mikroorganizmalarin {iremesinin engellemesi icin kullanildi. Inkiibasyona birakilan
kiiltiirler 5-15 giin boyunca izlendi. Ureme goriilen plaklarda koloni morfolojisi, gram
boyama 06zelligi ve bakteri morfolojisi incelendi. Ayrica iireaz aktivitesi belirlendi.
Sonug olarak iireaz aktivitesi pozitif ve gram negatif kivrik bakterileri olan koloniler H.
pylori olarak belirlendi. Cogaltmak ve saflastirmak amaciyla tekrar taze besiyerlerine
(Kanli ve DENT’li) pasaj yapilarak ayni kosullarda 3-5 giin boyunca inkiibasyona tabi
tutuldu. Pasajlarda saf kiiltiir seklinde tireyen H. pylori kolonileri bundan sonraki
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caligmalarda kullanmak {izere saklamaya alindi. Saf kiiltiirler % 20 gliserol ve % 10
fetal buzagi serumu iceren (DENT icermeyen) Brucella (pH 7,0) sivi besiyerinde
saklandi. Saklama besiyerinden 1 ml alinarak 2 ml hacimli steril ependorf tiiplerine
dagitild1 ve ekiiviyon ¢ubugu yardimryla saf kiiltiirler plaklardan toplandi, besiyeri igine
suspanse edildi. Ependorf tiipler, tarihlendirme ve numaralandirma yapildiktan sonra -

80 °C'de saklamaya alind.

2.5. Standart Susun Canlandirilmasi

Ticari olarak temin edilen liyofilize H. pylori J99 susu steril sartlarda agilarak BHI
stv1 besiyerinde ¢0ziildii. Brucella kanli agar besiyerine iki tekrarli olarak ekim yapildi.
Campy Gen Campylobacter sistemi yardimiyla jar igine yerlestirilen plaklar 37 °C’de 3-
10 giin inkiibasyona tabi tutuldu. Petride iireyen su damlasi benzeri ince koloniler H.
pylori olarak tanimlandi. Gram boyama yapilarak Gr (-) kivrik basillerin gézlenmesi ile

dogrulandu.

2.6. H. pylori Suslariin Gram Boyama ve Mikroskobik Incelemesi

Gram boyama bakterilerin tanimlanma ve smiflandirilmas: i¢in kullanilan en
onemli boyama yontemidir. Metanol ile tespiti saglanan biyopsi Ornekleri ve 1s1 ile
tespit edilen H. pylori kiiltiirlerinden hazirlanan preparatlar sirasiyla kristal violette 2
dakika boyandi. Lugol soliisyonuyla yikanip 2 dakika bekletildi. Aseton alkol ile
dekolarize edildikten sonra suda yikandi ve safranin ile 1 dakika boyandi. Preparat
yikanip kurutulduktan sonra mikroskopta 100X biiylitmede immersiyon yagi yardimiyla
incelendi. Mikroskopta mor renkle boyanan bakteriler gram pozitif, pembe renge
boyananbakteriler ise negatif olarak degerlendirildi. Kivrik Gr (-) boyanmis bakteriler
H. pylori olarak degerlendirildi (Koneman vd., 1997).

2.7. H. pylori Suslarinin Katalaz Aktivitesinin Belirlenmesi

Katalaz testi ile bakterilerin katalaz enzimi iireterek hidrojen peroksidi pargalayip
pargalamadiklar tespit edilir. % 3’liik hidrojen peroksit (H20), lam tizerine damlatildi
ve lremekte olan Kkiiltiirden bir 6ze dolusu alinarak hidrojen peroksitle karigimi
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saglandi. Cogu aerobik bakteriler katalaz enzimi araciligiyla, hidrojen peroksiti su ve
oksijene pargalayarak kopiik olusumuna neden olur. Katalaz deneyinde gaz
kabarciklarinin goriilmesi pozitif, goriilmemesi ise negatif olarak degerlendirilir
(Koneman vd., 1997). Pozitif kontrol olarak Staphylococcus aureus, negatif kontrol
olarak Enterococcus feacalis kullanild.

2.8. H. pylori Suslarimin Oksidaz Aktivitesinin Belirlenmesi

Hazirlanan oksidaz test ayiracindan kurutma kagidi lizerine bir miktar damlatildi
ve lizerine taze kiiltiirden 6ze yardimi ile alinan bakteriler siiriildii. Kurutma kagidinda
5-30 saniye igerisinde mavi-mor renk olusumu testin pozitif, bu siire igerisinde herhangi
bir renk degisimi gézlemlenmemesi ise testin negatif oldugunu gdstermektedir (Benson,
1985; Koneman vd., 1997; Bilgehan, 2004). Pozitif kontrol olarak Staphylococcus

aureus, negatif kontrol olarak Echerichia coli kullanildi.

2.9. Direkt Mikroskopi

Kiiltiiri yapilan gastrik biyopsi 6rnekleri penset kullanilarak ateste steril edilmis
bir lam ylizeyine siiriilerek 17 6rnege ayr1 ayr1 mikroskobik preparatlar hazirlandi.
Preperatlarin her biri gram boyama yontemi ile boyanarak immersiyon yagi yardimiyla
151k mikroskobunda incelendi. Preparatlarda gram negatif, kivrik, marti kanadi seklinde
bakterilerin goriilmesi H. pylori pozitif olarak belirlendi. H. pylori pozitif olarak

belirlenen preparatlarin mikroskobik goriintiileri fotograflandi.

2.10. Ureaz Testi

Ureaz besiyerleri, biyopsi érneklerinde H. pylori varliginin belirlenmesi, kiiltiirde
tiretilen H. pylori 6rneklerinin iireaz pozitifliginin belirlenmesi ve H. pylori anti-iireaz

aktivitesinin incelenmesi olmak tizere ii¢ farkli amagla kullanildi.

Biyopsi ornekleri direk mikroskobi ve kiiltiirii yapildiktan sonra kalan kismu,
tireaz aktivitesi varligint belirlemek i¢in ependorf tiiplerdeki tireaz agar besiyeri icine

gomiilecek sekilde yerlestirildi. Ependorf tiipler 37 °C’de 1 saat 4 giin inkiibasyona
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birakildi. Ependorf tiiplerinin rengi 1 saat i¢inde koyu pembe renge doniisenlere hizli,
>1 giinde degisenlere yavas lireaz pozitif olarak degerlendirildi. Bu sonug¢ biyopsi
orneginde H. pylori varligin1 gostermek igin yapildi. Renk degisimi olmayan 6rnekler

negatif olarak belirlendi.

Kiiltiirde tireyen kolonilerin H. pylori olup olmadiginin belirlenmesi igin kat1 ve
siv1 iireazbesiyerlerine ekimleri yapilarak iireaz aktivitelerine bakildi. Kiiltiirden bolca
alinip ependorf tiiplere alinan kati ve siv1 iireaz besiyerlerine bolca ekildi. Ornekler 37
°C’de 1-24 saat inkiibe edildikten sonra koyu pembe renk degisimi, kiiltiirin H. pylori

oldugunu renk degisiminin olmamasi ise baska bir bakteri oldugunu gdosterdi.

Bal ve propolis 6rneklerinde, iireaz inhibisyonunu belirlenmesi i¢in BHI broth ve
Urea Base Broth (UBB) besiyerlerinde biiyiik hacimde (100-250 ml) H. pylori kiiltiirii
yapildi. Hazirlanan BHI ve UBB siv1 besiyerleri otoklav edilip sogutulduktan sonra bire
bir (200 ml x 200ml) oraninda karistirilarak tizerine % 25 ml, steril % 40’lik {ire
soliisyonundan ilave edildi. Hazirlanan besiyerine (100-250 ml), H. pylori J99 nolu
standart susun 4-7 giinliik kiiltiirlerinden Mc Farland 2 bulaniklikta siispansiyonu 1/10
oraninda ekim yapildi. Mavi kapakli siselerin kullanildigi ekimler, ekim yapilmamis
kontrol grubu ile birlikte 37 °C’de normal atmosfer sartlarinda inkiibe edildi. Hazirlanan
kiiltiirlerin 24 saat sonunda koyu pembe renk degisikligi gostermesi iireaz pozitifligini
dogruladi ve bol miktarda {ireaz {iretimi i¢in 3-5 giin inkiibasyona devam edildi. Sedim

kismui ise anti-lireaz aktivitesi i¢in kullanildi.

2.11. H. pylori Ureaz Aktivitesinin Belirlenmesi ve Enzimin Hazirlanmasi

Biiyiik hacimli iiretilen kiiltiirler, daha sonra santrifiij (10.000 rpm’de 15 dk.) ile
coktiiriildii ve H. pylori hiicreleri ayr1 bir ependorf tiipiine alindi. Elde edilen pellet
fosfat tamponu kullanilarak iki kez yikandi, daha sonra kullanilmak tizere -80 °C’de
saklandi.

H. pylori pelleti oda sicakliginda ¢oziilerek proteaz inhibitorleri igeren 15 ml
fosfat tamponuyla c¢oziilerek buz banyosunda sonikatorle parcalandi. Elde edilen
karistm Amicon filtre (10.000 MWCO) kullanilarak konsantre edildi. 25 °C’de 1
dakikada 1 uM amonyum acia cikaran enzim miktar1 1 inite olarak tanimlandi.
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Karisim protein miktar1 Lowry metodu (Lowry vd., 1951) kullanilarak belirlendi.
Kalibrasyon egrisi (r2 = 0,998) amonyum kloriir ¢ozeltisi kullanilarak hazirlandi. H.
pylori’ den elde edilen iireaz enzimi igeren protein karisimi inhibisyon ¢aligmalarinda

kullanilmak tizere 2 U/mg protein olacak sekilde hazirlandu.
2.12. H. pylori Antibiyogram Testi

H. pylori suslarimin tedavide kullanilan 4 adet antibiyotige karsi duyarliliklari,
EUCAST standardina gore, disk diffiisyon yontemiyle test edildi (EUROCAST, 2014).
Test edilecek bakterilerin 5-7 giinliik kiiltiirlerinden BHI s1v1 besiyeri iginde, yaklasik
olarak 10%® kob/ml (koloni olusturan birim (kob) = colony forming unit) seklinde
diliisyonlar1 hazirlandi. Onceden hazirlanmis Brucella Kanli agar (katkisiz) besiyerine
ekiivyon ¢ubugu yardimiyla yayma ekim yapildi. Ekimleri tamamlanan besiyerleri
lizerine, ticari olarak temin edilen antibiyotik diskleri 2-3 cm araliklarla yerlestirildi.
Petriler jar igine koyuldu ve anerobik kit yerlestirilerek kapagi sikica kapatildi. Jar,
etiivde 35 °C sicaklikta 5-7 giin inkiibasyona birakildi. inkiibasyondan sonra antibiyotik
disklerinin etrafinda olusan lirememe zon ¢aplari bir cetvel yardimiyla 6lgiildi. Standart
disklerin belirtilen zon c¢aplarina gore duyarli ya da direngli olduklar1 belirlendi.

Kullanilan antibiyotikler ve 6zellikleri Tablo 11°de verilmistir.

Tablo 11. Kullanilan antibiyotikler, MIC degerleri ve zon caplari.

Antibiyotik Adi Konsantrasyonu Inhibisyon zon ¢ap1 (mm)
(ng/ml) Duyarhi (S)  Direncli (R)
*Eritromisin (E) 15 >20 <20
*Tetrasiklin(TE) 30 >30 <30
*Siprofloksasin(CIP) 5 >26 <26
**Norfloksasin (NOR) 5 >26 <26

*; Campylobacter cinsi i¢in verilen degerler dikkate alinmistir.

**. Haemopbhilus influenzae’da siprofloksasin i¢in verilen degerler dikkate alinmstir.
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2.14. Agar Kuyucuk Difiizyon Metodu

Bal ekstraktlarinin  antimikrobiyal aktivitelerinin var olup olmadiginin
belirlenmesinde agar kuyucuk diflizyon metodu kullanildi. Test edilecek H. pylori
suslarinin taze (5-7 giinliik) kiiltiirlerinden Mueller-Hinton sivi besiyeri iginde (MH)
(Difco, Detroit, MI), yaklasik olarak 10° kob/ml (koloni olusturan birim) seklinde
diliisyonlar1 hazirlandi. Onceden hazirlanmis Brucella suplement ve % 5-7 kan katkili
agar besiyeri tlizerine ekiiviyon c¢ubugu yardimiyla ekimleri yapildi. Ekimleri
tamamlanan besiyerleri {izerinde, steril cam boru yardimiyla 2 cm araliklarla, 5 mm
capinda kuyucuklar ag¢ildi. Her bir kuyucuga bal orneklerinden 70 ul, propolis
orneklerinden ise 50 ul damlatildi. H. pylori igeren petriler 2-3 giin Gaspak anaerobik
kit kullanilarak jar sisteminde 37 °C’de inkiibe edildi. inkiibasyondan sonra bir cetvel
yardimiyla inhibisyon zon c¢aplar1 dl¢iildii. Standart ¢oziicli kontrolleri olarak su ve

etanol kullanildi.

2.13. Bal ve Etanolik Propolis Ekstraktlarinin Hazirlanmasi

Ham propolis ve bal ornekleri 2015 yilinda Tirkiye’nin farkli bolgelerindeki
deneyimli aricilardan elde edildi. Ham propolis o6rnekleri toz haline getirilerek -20
°C’de dondurularak kullanilacag: siireye kadar saklandi. Ekstraksiyon i¢in 5 g propolis
tartilarak 50 ml % 70’lik etanol ile cam sisede karistirildi. Daha sonra ultrasonikatorlii
su banyosuna yerlestirildi ve oda sicaklifinda 12 saat calkalandi. Elde edilen
siispansiyon filtre kagidindan gecirildi 15 dakika 10.000 g’de santrifiij edildi.
Supernatant evoporatdérde uguruldu. Kalan kisim % 70’lik etanolde ¢oziildii.

Buzdolabinda kullanilacag: siireye kadar vida kapakl tiiplerde muhafaza edildi.
Bal ornekleri oda sicakliginda calisilacag: siireye kadar bekletildi. Steril tiiplere

5’er ml alind1 ve lzerine sterildistile su ile 1/2 oraninda sulandirildi. Vorteks ile

homojen karisimi saglandiktan sonra Agar kuyucuk testi i¢in kullanildu.
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2.14. Antimikrobiyal Aktivitenin Belirlenmesi

2.15. Bal ve Propolis Orneklerinin Ureaz inhibisyonunun Belirlenmesi

Ureaz aktivitesi Weatherburn (1967) tarafindan literatiire kazandirilan, iireaz
aktivitesi sonucu ortaya ¢ikan amonyum iyonunun indofenol yontemi kullanilarak
Ol¢iilmesi esasina dayanmaktadir. Reaksiyon karigimi, 0,5 ml substrat ¢ozeltisi (10 mM
ire, 10 mM K;HPO4 1 mM EDTA ve 10 mM LiCl, pH8.2), 0,2 ml H. pylori iireaz1 ve
0,2 ml propolis ya da bal ekstrakt1 icermektedir. Bu karisim, 15 dakida 37 °C’de inkiibe
edildi. Inkiibasyon sonunda olusum renk siddeti spektrofotometrede (1601 UV-
Shimadzu, Australia) 625 nm’de 6l¢iildii. Yiizde inhibisyon, propolis ve bal ekstrakti
icermeyen  kontrolle  kiyaslanarak  hesaplandi.  Standart  inhibitér  olarak
Asetohidroksamik asit (AA) kullanildi. Farkli konsantrasyonlarda calisilan her bir 6rnek
icin ICsp degerleri hesaplandi. Deneyler ti¢ tekrarli olarak yapildi (Weatherburn, 1967).
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3. BULGULAR

Bu calisma RTEU Fen Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji ~ Béliimii

Mikrobiyoloji/Molekiiler Biyoloji ve Kimya Boliimii Biyokimya laboratuvarlarinda
2016-2017 yillar1 arasinda gerceklestirildi. Biyopsi ornekleri RTEU, Tip Fakiiltesi,
Gastroenteroloji Poliklinigi’ne gastro-intestinal sistemle ilgili yakinmalarla bagvuran ve

yapilan muayeneleri sonucu endoskopi indikasyonu konan 17 olgudan alind1 (Tablo 3).

Tablo 12. Biyopsi 6rneklerinde H. pylori varliginin direk mikroskobik, kiiltiirel ve
biyokimyasal testlerle belirlenmesi.

Biyopsi  Direkt mikroskobi Biyopside HP Kiiltirde HP Kiiltiirde Oksidaz Katalaz
ornegi iireaz testi iireme iireaz testi testi testi
HP1 Gr (-) kivrik basil Yavas pozitif + + + -
HP2 Gr (-) kivrik basil Yavas pozitif + + + -
HP3 Gr (-) kivrik basil - -

HP4 - - =

HP5 Gr (-) kavrik basil Yavas pozitif —+ + + -
HP6 - - -

HP7 - - =

HP8 Gr (-) basil - -

HP9 Gr (-) kivrik basil Yavas pozitif + + + -
HP10 - - -

HP11 Gr (-) kavrik basil Hizli pozitif — + + + -
HP12 - - -

HP13 Gr (-) kivrik basil Yavas pozitif + + + -
HP14 - - -

HP15 - - -

HP16 - - -

HP17 Gr (-) kivrik basil - -

HPJ99 Gr (-) kavrik basil Standart sus ~ + + + -

Alnan biyopsi 6rneklerinden dncelikle kiiltiir, {ireaz testi ve gram boyama yapildi.
Orneklerin 8’inde gram negatif kivrik basiller, 1’inde ise gram negatif basiller gozlendi.
Biyopsi orneklerinden yapilan {ireaz testi sonucunda pozitif olarak belirlenen 6 6rnegin
kiiltiirlerininde pozitif oldugu belirlendi. Digerlerinde ise lireme gézlenmedi. Kiiltiirleri
pozitif olan Orneklerin iireaz ve oksidaz testleri pozitif, katalaz aktivitelerinin negatif

oldugu belirlendi. Ayrica Kkiiltiirlerin koloni morfolojileri ve Gram boyamalari
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sonucunda gram negatif kivrik basillerin gozlenmesi izole edilen susun H. pylori
oldugunu teyit edilmis oldu. Boylece toplam 6 adet saf H. pylori susu izole edilmis ve
stoklanmis oldu (Tablo 3).

H. pylori 6rneklerinin mikroskobik goriiniimleri ticari olarak temin edilen J99
susuyla benzer olduklari, dolayisiyla 6rneklerin H. pylori olduklari yapilan gozlem ve
testlerle teyit edildi. Izole edilen H. pylori suslarinin direkt mikroskobisi (Sekil 9) ve
kiiltiirdeki koloni gortintimleri (Sekil 10) verilmistir.

Sekil 9. HP11 ve HP13 biyopsi (iist sira) ve kiiltiir (alt sira) Orneklerinin Gram
boyamada direkt mikroskobik goriiniimlerinde kivrik ve kokoid formlari
(100X biiyiitme)
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Sekil 10. Swrasiyla HP1, HP11, HP13 suslarinin Brucella ve Modifiye Agar besiyerinde
goriiniimleri, Ureaz besiyeri ve testi pozitifligi
Izole edilen H. pylori suslarmin (HP1, HP11 ve HP13) bazi antibiyotiklere kars1
duyarliliklar disk diffiizyon yontemi ile incelendi (Tablo 13, Sekil 11). In-vitro ortamda
bir sus hari¢ tiimiiniin antibiyotiklere kars1 duyarli olduklar1 belirlendi. HP11 susunun

norfloksasine karsi direngli oldugu gozlendi.

Tablo 13. H. pylori suslarinin antibiyotiklere karsgi duyarliliklar.

Antibiyotik ad1 Konsantrasyon Inhibisyon zon ¢ap1 (mm)
(ng/ml) HP1 HP11  HP13
Eritromisin (E) 15 55 (S) 34(S) 45(9)
Tetrasiklin (TE) 30 55(S) >40(S) 50 (S)
Siprofloksasin (CIP) 5 50 (S) >30(S) 50(S)
Norfloksasin (NOR) 5 55 (S) 20(R) 45(S)
S; Duyarli, R; Direngli
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Sekil 11. Sirasiyla HP1 ve HP13 antibiyogram gt')rijnijleri

Tablo 14. Bal 6rneklerinin H. pylori suslarina karsi antimikrobiyal aktiviteleri.

Bal 6rnek  Bal Kokeni HP suslar1 ve inhibisyon zon ¢aplari (mm)
J99 HP1 HP5 HP11

Bl Mese 32 32 12 8

B2 Karabugday 15 15 25 8

B3 Cam 10 10 - 10

B4 Karagali 35 35 ND 10

B5 Kestane 12 12 15 8

B6 Mese 17 17 28 8

B7 Kekik 30 30 >25 6

B8 Kekik 12 12 >25 7

B9 Ormangiilii 20 20 >25 10

B10 Sarmagik 60 40 >25 8

B11 Akasya 20 15 >25 10

B12 Yonca 15 20 >25 6

B13 Hayit 25 15 >25 15

B14 Kestane 20 15 6 6

B15 Kestane 20 15 12 10

AMC 30 pug 40 ND ND ND

AMC; Amoxicillin, (-); Direngli, ND; Test edilemedi, >; den biiyiik

Calismada toplam 15 farkli bolgelerden alinmis bal ¢esitlerinin antimikrobiyal
aktiviteleri agar kuyucuk diffiizyon yontemi ile test edildi. H. pylori J99, HP1 ve HP5
suglarinin test edilen ballara karsi oldukg¢a duyarli olduklari ancak H. pylori HP11

susuna kars1 nispeten etkinligi diisiik oldugu gozlendi. Sirasiyla en etkili bal drnekleri
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sarmasik bali, karagali bali, mese bali ve kekik bali oldugu belirlendi. Direngli H. pylori
susu olan HP11 e kars1 en etkili bal hayit bali (15 mm) olup, ¢am, karacali, orman giilii,

akasya ve kestane ballar1 diger etkili ballar olarak belirlendi (Tablo 14, Sekil 12).

Sekil 12. Bal 6rneklerinin antimikrobiyal aktivitesi

Calismada farkli bolgelerden temin edilen toplam 15 adet propolis 6rnekleri 6
farkli H. pylori susuna karsi antimikrobiyal aktivite yoniinden test edildi (Tablo 15).
Propolis orneklerinin genel olarak H. pylori suslarina kars1 gii¢lii antimikrobiyal (25-47
mm) aktiviteye sahip oldugu belirlendi. En duyarli sus J99, HPS ve HP13 oldugu HP2
ile HP9 suslarinin nispeten bazi propolis drneklerine karst direngli (15-10 mm) olduklari
gozlendi (Sekil 13). P1-P2, P4-P5 ve P12 ornekleri test edilen tiim suslara kars1 > 25
mm zondan daha yiiksek etkinlige sahip olduklar1 belirlendi.
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Tablo 15. Proprolis 6rneklerinin H. pylori suslarina kars1 antimikrobiyal aktiviteleri.

Ornek No H. pylori suslari ve propolislerin inhibisyon zon ¢aplar: (mm)
J99 HP1 HP2 HP5 HP9 HP13

P1 38 >30 >30 >30 >30 >30
P2 39 >30 >30 >30 >30 40
P3 39 >30 >30 >30 15 38
P4 36 >30 >30 >30 25 36
PS 37 >30 >30 >30 25 >30
P6 40 40 >30 >30 10 >30
P7 31 40 >30 >30 15 >30
P8 32 40 >30 >30 12 >30
P9 32 40 15 >30 10 >30
P10 35 40 12 >30 12 >30
P11 47 42 16 >30 15 >30
P12 45 36 30 >30 30 >30
P13 43 33 12 >30 12 >30
P14 41 38 ND >30 12 >30
P15 45 45 ND >30 ND >30
70% Ethanol 10 8 10 9 9 8
AMC 40 ND ND ND ND ND

AMC:; Amoxicillin, ND; Test edilemedi.

\

3 S
) B,
. X §
3 § \
) A !
> iy (S
\ s \
A\ 2 \
\ ! \ B
k. h ; 4 \
\ AW i) .
#

Sekil 13. Sirasiyla H. pylori HP1 ve HP13 suslarina kafsl propolis drneklerinin
inhibisyon etkinligi
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Tablo 16. Propolis 6rneklerinin H. pylori biiylime ve iireaz inhibisyon degerleri.

Ornekler  H. pylori iireaz Biiyiime Ornekler H. pylori iireaz Biiyiime
inhibisyonu ICx inhibisyon inhibisyonu 1Cs inhibisyon
(mg/mL) zonu (mm) (mg/mL) zonu

(mm)

P1 0,880+0,019 38,0 P10 1,182+0,020 35,0

P2 0,904+0,024 39,0 P11 0,260+0,023 47,0

P3 0,810+0,051 39,0 P12 0,400+0,040 45,0

P4 0,780+0,013 36,0 P13 0,650+0,037 43,0

P5 1,295+0,049 37,0 P14 0,512+0,019 41,0

P6 0,882+0,027 40,0 P15 0,681+0,033 45,0

P7 1,100+0,046 31,0 AA 24,61+0,186

P8 1,220+0,041 32,0 AMX 40,0

P9 1,525+0,077 32,0 70% Etanol  --- 10,0

AA: Asetohidroksamik asit, Amx (10 pg): Amoksisilin,

Propolis Orneklerinde en iyi lireaz inhibisyonu P11, P12, P14, P13 ve P15
suslarinda gozlendi. Ureaz aktivitesi ile antimikrobiyal aktvitelerinin sonuglarinmn

uyumlu oldugu belirlendi.

Tablo 17. Bal 6rneklerinin H. pylori biiyiime ve iireaz inhibisyon degerleri.

Ornekler ~ H. pylori iireaz  Biiyiime Ornekler H. pylori iireaz Biiyiime
inhibisyonu inhibisyon inhibisyonu 1Cx inhibisyon
ICso (mg/mL) zonu (mm) (mg/mL) zonu (mm)

Bl 9,96 + 0,18 32,0 B9 13,44 + 0,09 20,0

B2 16,98 + 0,13 15,5 B10 2,67 +0,11 60,0

B3 18,12 +0,16 10,5 B11 14,12 +0,12 20,0

B4 8,48 + 0,12 35,0 B12 14,42 + 0,10 15,0

B5 15,76 £ 0,22 12,0 B13 12,05 + 0,33 25,0

B6 13,99 + 0,23 17,5 AA 25,32+0,23

B7 9,47+ 0,18 30,0 Amoksisilin 40,0

B8 14,91+ 0,22 12,5 %70 etanol 10,0

AA: Asetohidroksamik asit

H. pylori suslarinina kars1 antimikrobiyal aktivite, ortalama degerler alinarak anti-
ireaz testi ile karsilastirildi. Bal 6rneklerinde en 1yi aktivite sirasiyla B10, B4, B7 ve B1

suslarinda gozlendi.
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4. TARTISMA ve SONUCLAR

H. pylori ihtiva ettigi iireaz enzimi yardimiyla iireyi pargalayarak midenin yiiksek
asidik ortaminda kendini saran ndtr bir ortam olusturarak kolonilesmeyi basaran
mikroorganizmadir. H. pylori’nin biiyiime ve kolonilesmesinin durdurulmasi, yani
inhibisyonu bu bakteri ile iliskili hastaliklarin tedavisinde 6nemlidir. H. pylori kaynakli
peptik llser ve mide kanseri riskini azaltmak i¢in ¢ok sayida in-vivo ve in-vitro
calismalar bulunmaktadir. Liu ve Rasheed vd., (2011) nitroimidazollere ve
klaritromisine primer diren¢ gosteren H. pylori suslarinin artan bir oraninin oldugunu
bildirmistir. Ayrica, 2012 yilindan beri, bu kronik enfeksiyonla miicadele i¢in proton
pompa inhibitorii (PPI) ve iki antibiyotik (amoksisilin ve klaritromisin) olan ilag
kombinasyonunun kullanilmasi Onerilmistir. Zemali vd. (2016)’nin ¢alismasinda
ribozamal hedefin bir mutasyonu iizerinde durulmustur. Tedavide kombinasyon ilag
kullanildiginda, tedavideki basarisizligin ana nedeninin klaritromisin direncinin varligi
oldugu bildirilmektedir. Dolayisiyla bitki materyalleri, ar1 iiriinleri gibi alternatif dogal

bilesiklerle alternatif tedavi perspektifine ihtiya¢ oldugu sonucuna varilabilir.

H. pylori tim Diinya’da peptik iilser, gastrit ve gastrik karsinoma gibi mide
hastaliklarinda rol oynayan 6nemli bir patojendir (IARC, 1994). Bakterinin gii¢lii iireaz
aktivitesi, mide epitelyumunda giicli bir inflamatuar yaniti kolonize etmek ve
indiiklemek i¢in bir dizi islemde bakteriye izin veren énemli bir viriilans faktordiir. H.
pylori enfeksiyonu gastric kanser hiicrelerinde anjiyojenik ve invaziv faktorlerin
sentezini indiikleyebilir ya da module edebilir (Kitadai, 2010). Bu durum Yeo vd.
(2006) yaptig1 ¢alismada gastrik H. pylori pozitif hastalarda, negatif hastalara oranla
gastrik mukozadaki kan damar1 artistnin daha fazla oldugu goézlenmesiyle
dogrulanmistir. Anjiyogenez, onceden var olan damardan yeni kan damarlarinin
olusmasi, tiimdr bilylimesi, invazyon ve metastatik yayilim i¢in gereklidir. Ayrica besin
ve oksijen saglayarak mide kanserinin ilerlemesinde merkezi rol oynar (Hanahan ve
Weinberg, 2011; De Palma vd., 2017; Macedo vd., 2017). Nitroimidazol ve
klaritromisine primer direng gosteren H. pylori suslarinin oraninin oldukg¢a yiiksek
oldugu bildirilmistir (Rasheed vd., 2014). Ayrica 2012 yilindan beri bu kronik

enfeksiyonla miicadele i¢in bir proton pompa inhibitérii (PPI) ve amoksisilin ve
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klaritromisin antibiyotik kombinasyonunun kullanilmasi 6nerilmistir (Malfertheiner vd.,

2007).

H. pylori antibiyotik direnci ve inatg1 enfeksiyon varligina karsi alternatif tedavi
ya da profilaktik yollar1 arastirilmasi gerekmektedir. Bu nedenle bitki materyalleri ve ar1
iriinleri gibi alternatif dogal bilesiklerle tedavi perspektifine ihtiyac duyuldugu
sonucuna varilabilir. Ar1 {riinleri bal, polen, propolis ve ari siitiinden olusan oldukga
genis bir ailedir. Bal aris1 {riinlerinin tibbi kullanimi antik ¢aglardan beri

uygulanmaktadir (Khalil vd., 2014).

(Calismamizda iilkemizin ¢esitli illerinden temin edilen bal ve propolis 6rnekleri
(Tablo 14) anti-iireaz ve anti-H. pylori etkinligi acisindan test edilmistir. Bu amagcla
klinik 6rneklerden toplam 6 adet H. pylori suslari (Tablo 12) ve bir adet standart sus
ticari olarak temin edilmistir (Tablo 3). Klinik 6rneklerden izole edilen suslar geleneksel
metodlarla ki en 6nemli test olan iireaz aktivitesi kullanilarak tanimlanmstir. Ureaz
aktivitesi hem biyopsi materyalinde hem de iireyen kiiltiirde bakilmistir. Ureaz testinin
sensitivitesi % 90-98, spesifitesi % 97-100 olarak bildirilmistir (Brea vd., 1997; Cutler,
1996). Doku 6rneginde bakteri sayisinin azlifina bagli olarak yalanci negatif sonuclar
alinabilecegine dikkat cekilmistir, ayrica antibiyotik ve anti-asitlerin kullaniminin tire
testlerinin sonuglarmi etkiledigi ortaya konulmustur. Ureaz testleri genellikle hizl
inceleme metodlar1 arasinda yer almasina karsin, sonuglarin erken okunmasi durumunda
duyarliliginin zayif oldugu da gozlenmistir (Mc Nulty vd., 1989). Bu nedenle
calismamizda hem biyopsi drneginde hem de kiiltiirde negative sonuglar en az 12 -24

saat bekletilerek test edildi.

Calismanin klinik suslar ile yapilmasi ayrica bir 6nem tasimaktadir. Zira standart
suglar siirekli pasajlar yapildigi i¢in bazi patojenik &zelliklerini kaybedebilir veya
mikroskobik ve makroskobik olarak degisiklige ugrayabilmektedir. Klinik suslar izole
edilir edilmez biyolojik degisimlere ugramamasi acisindan hedeflenen testleri stoklari
yapilmadan test edildi. Yine de bazi suslarda sonug¢ alinamadi, ¢ilinkii pasajlar esnasinda
tiremedigi ya da kontrolleri {iremedigi i¢in sonuglari kullanilmadi. H. pylori

kiiltiirlerinin devam ettirilmesi oldukga zor olup, suslarin pasajlar esnasinda Helical
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formdan kolaylikla kokoid forma doniisebildigi gozlendi. Kokoid forma tamamen

doniisen suslar testlerde kullanilmadi.

H. pylori bakterisi dogada 6zellikle su kaynaklarinda var oldugu bilinmektedir.
Adams vd., (2003) calismalarinda dogal tatli su kaynaklarindaki H. pylori’nin
canliligini incelemislerdir. H. pylori’nin hem laboratuar kiiltiirlerinde hem de dogal tath
su gevrelerinde morfoloji ve kiiltiire alinabilirligi arastirilmistir. Sonugta H. pylori
laboratuar kiiltiirlerinde devamli kaldigini ancak ¢evrede ise canliligini siirdiirtip kiiltiire
alimamayan durumda oldugunu ve bunun da halk saglig1 a¢isindan tehlikeli olabilecegini
bildirmislerdir. Bu nedenle tablolarda tiim izole edilen suslarin sonuglar1 verilememistir.
Tekrar canlandirildiginda ise istenilen bazi 6zelliklerin kayboldugu 6zellikle kivrik basil
morfolojisinden kok morfolojisine doniistiigli gozlenmistir. Bazi literatiirler bakterinin
5-20 giin kadar kiiltiire edilmis H. pylori 6rnekleri kokoid formunun in-vitro ortamda
tekrar kiiltiire edilemeyecegini belirtmistir (Brenciaglia vd., 2000). Ancak bakterinin
kokoid formu membran1 ve polifosfat enerji kaynaklar: bulundurmasi bakimindan canli
olarak kabul edildigi bildirilmistir (Benaissa vd., 1996; Sorberg vd., 1996; Brenciaglia
vd., 2000). Ayni1 zamandan bakterinin bu formunun enfeksiyonun gegisinden ve
antimikrobiyal tedaviden sonra tekrar ortaya ¢ikmasindan (niiks ya da reenfeksiyon)

sorumlu oldugu da diisiiniilmektedir (Brenciaglia vd., 2000).

Izole edilen suslarin iigiinde (HP1, 11 ve 13) dort farkli antibiyotige karst
duyarlilig1r incelenmistir. Bu test diger suslarda da yapildi ancak verimli sonug
alimamadig1 i¢in sonuglari ¢aligmada kullanilmadi (Tablo 13). HP11 susu norfloksasine
kars1 direncli oldugu, diger suslarin ise test edilen 4 antibiyotige karsi duyarli olduklari
belirlendi. Bu sonug her hastadan izole edilen H. pylori susunun farkli 6zelliklere sahip

oldugu sonucunu desteklemektedir.

Aksoy ve Digrak (2006), yaptiklar1 ¢aligmada bal ve propolis ekstraktlarinin Gram
negatif ve Gram pozitif bakterilere karsi antibakteriyal aktivitelerinin oldugu ve kiiltiir
ortamma ilave edilen % 20 bal konsantrasyonunun H. pylori {izerine inhibe edici
etkisinin oldugunu saptamiglardir. Farkli propolis Ornekleri ve ar1 {riinlerinin
antibakteriyel  aktiviteleri, icerdikleri  ¢esiti ~madde  kombinasyonlarindan

kaynaklanmakta oldugu bilinmektedir. Bulgaristan'dan ve gesitli Akdeniz {ilkelerinden
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elde edilen propolis 6rneklerinin, baslica flavonoidleri, ferulik asitleri ve kafeik esterleri
igerdikleri bildirilmektedir (Velikova vd., 2000). Iliman bolgelerden elde edilen propolis
orneklerinde, fenolik asitlerin, flavonoidlerin ve esterlerin antibakteriyel aktivite ile
iligkili oldugu bilinmektedir (Kujumgiev vd., 1999). Propolisin Gram pozitif bakteriler
tizerindeki inhibitor etkisi gosterilmis olmasina ragmen, Gram negatif bakterilere karsi
ar1 Uriinlerinin aktivitesi tartisma konusudur. Propolis Haemophilus influenzae ve
Moraxella catarrhalis'e karsi iyi bir aktivite gostermistir, ancak Enterobacteriaceae'ye

kars1 aktivitesi iyi degildir (Drago vd., 2000).

Farkl1 suslara kars1 bir¢ok genel antimikrobiyal arastirma olmasina ragmen, H.
pylori tizerine olanlar oldukga sinirhidir. Khalil vd. (2006), Kuzeybat1 Pakistan kaynakli
toplanan birkag islenmis ve ¢ig bal 6rneginin alt1 farkli gram negatif ve alt1 farkli gram
pozitif balterilere karsi belirgin antimikrobiyal 6zelliklere sahip oldugunu gostermistir.
Mevcut sonuglari iliskilendirmek i¢in dogrudan H. pylori inhibisyon ¢alismalari
yapilmalidir. Bu ¢aligmalardan biri, bal fraksiyonlar1 ile H. pylori iireaz inhibisyonunun
in-vitro degerlendirilmesidir. Deneyin degerlendirilmesi, bal ekstraktlarinin H. pylori
iireaz aktivitesi tizerine etkinliginin konsantrasyona bagli bir yanit gostermis oldugu ve
son olarak % 100 bal ekstraktinin varliginda, yaklasik % 48 oraninda iireaz inhibisyonu

olusturdugu gozlenmistir (Matongo ve Nwodo, 2014).

Calismamizda H. pylori iireaz inhibisyonu test edilmis, konsantrasyonu mg/mL ve
inhibisyon zonu mm cinsinden hesaplanmistir. Toplam 12 bal 6rnegi ile yapilan bir
calismada iireaz i¢in yeni dogal inhibitor kaynagi incelenmis ve iireaz inhibisyon
aktivitesi 1Csp degeri 12-21 mg/mL olarak Ol¢iilmiistir (Sahin, 2016). Bizim
calismamizda ise bu deger 2,67 ile 18,12 mg/mL olarak 6l¢iildii. Kirklareli’den temin
edilen B10 numunesi olan sarmasik balinin 6lgiilen 2,67 + 0,11°1ik degerleri en diisiik
deger olarak belirlenmistir. Diger biitiin bal 6rneklerinin AA (Asetohidroksamik asit)
standartina gore 1Csg degeri <25,32 + 0,23 olarak belirlendi. Diger yandan islenmis
ballarin inhibisyon zonu 10,5 mm ile 60 mm arasinda degismektedir. Benzer H. pylori
ireaz inhibisyonu islenmis ballar arasinda B10 numunesi 60 mm inhibisyon zonu ile en
verimli Ornektir. Anti-lireaz aktivitesinin en iyi oldugu degerlerin H. pylori
inhibisyonunun da en yiiksek degere sahip olmasi, sarmagsik balinin igerdigi diger bir

veya c¢ok sayida aktif fenolik ve flavonoid igeriklerine bagli olabilecegi
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diistiniilmektedir. Sarmagik bal 6rneginin yam sira Canakkale'den karagali bali, 8,48 +
0,12 mg/mL ICso ve 35 mm inhibisyon zonu ile iddiali bir degere sahiptir.Yapilan bir
calismada, anti-H. pylori aktivitesi Gliney Afrika’dan secilmis bal ekstaktlari n-hekzan,
dietil eter, kloroform, etil asetat kullanilarak ekstrakte edildi ve ekstraktlarin MIC

degerleri 15,8-18,8 mm olarak arasinda 6l¢iildii (Manyi-Loh vd., 2010).

Calismada, verimli degerin amoksisilinden daha goze ¢arpan olmasi dikkat
cekicidir. Ayrica, amoksisilin, H. pylori enfeksiyonunun tedavisinde hala ¢ok etkilidir
ve diger ilaglar arasinda tercih edilen bir tedavi sekli olmaya devam etmektedir.
Calisilan ornekler bal olduklari i¢in basit bir elestiri yapilmasi miimkiin degildir. Her
ornek, antimikrobiyal, antioksidan etkiler dahil olmak {izere g¢esitli biyomedikal
aktivitelere sahip farkli bilesikler icerdigi diisiiniilmektedir. Kanit temelli elde edilen
veriler, balin igeriginin yani sira aktif bilesiklerin ¢igek ve cografi kokenlere bagli
oldugunu agikca gostermektedir. Calismamizda etkinligi yiiksek olan ballarin (B10, B4,
B7 ve B1) bulundugu bolgelerin sicak iklime sahip olmasi ve ana bilesen bitki disinda
farkl bitki Ortiisiiniin de etkili olabilecegi disiiniilmektedir. Etkili propolislerin ( P11,
P12, P14, P13, P15, P4 ve P3) etkinliginde cografik farkin olmadig1 gozlendi.

Cinko igeren bir metalloenzim olan o/p karbonik anhidraz, CO,’nin bikarbonata
doniisimiinti katalizler ve H. pylori’nin ¢evreye adaptasyonunda oldukc¢a onemlidir
(Cave, 1997). Ayrica H. pylori L-argininin, L-ornitin ve iireye pargalanmasini
indiikleyen arginaz RocF’yi eksprese edebilir. Bu enzimde mutasyon olmasi iireaz
aktivitesini etkilemedigi halde H. pylori’nin asite direncini azalttigi bildirilmistir

(Burry-Mone vd., 2008).

Ureaz enzimi H. pylori’nin hem sitozoliinde hem de yiizeyinde bulunmakta
olup biyosentezi i¢cin UreA UreB yapisal genleri UreC ve UreD yardimci genleri ve
nikele gereksinim duyan UreEFGHI genleri gereklidir.

Sonug olarak ¢aligmamizda elde edilen bilgilere gore bal ve propolisin H. pylori
bakterisine karst giiclii antimikrobiyal etkinlige sahip oldugu gozlendi. Her iki an
tiriiniiniin de mide hastaliklari etkeni olan H. pylori’yi ekarte etmek ya da hastaliklari

tedavi etmede destek tedavi olarak O6nemli bir kullanima sahip olmasi gerektigi
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sonucuna varildi. Ayrica propolisin baldan daah etkili gériinmesine ragmen testlerde
kullanilan miktarin ¢ok az oldugu (1/2 sulandirmadan 70-80 pL) dikkate alindiginda
dogru zamanda etkin bir sekilde ve siirekli kullanildiginda H. pylori enfeksiyonlarinin
tedavisinde kullanim kolayligi agisindan baldan ¢ok etkili olabilecegi ortaya
konmustur. Propolis islenmeden kullanilmadigi, dogru propolisin dogru sekilde
islendiginde antibiyotiklere alternatif bir H. pylori tedavi edici ajan olabilecegi ortaya

konmustur.

Yaptigimiz ¢alismada ari {irtinleri olan bal ve propolisin mide patojeni olan H.
pylori bakterisi tizerine antimikrobiyal ve antilircaz aktivitesinin olup olmadigi ortaya
konuldu. Biyopsi 6rneklerinden elde edilen H. pylori suslar ayr1 ayri saflastirildi ve satin
alman standart sus ile birlikte kullanildi. Saflagtirilan suslar iizerinde ar1 iiriinleri

varliginda inhibisyon c¢alismalar1 yapilarak 1Csq degerleri tespit edildi.

Bal orneklerinin test edilidigi antimikrobiyal inhibisyon deneylerinde en verimli
sonucun 60 mm zon ¢apinda inhibisyona sebep olan sarmasik bali oldugu belirlendi.
Sirasiyla karagali bali, mese bali ve kekik balinin etkili bir zon ¢apina sahip oldugu
gbzlendi. Propolis Orneklerinin ise tiim Ornekler iizerinde genel olarak belirgin bir
aktivitesinin var oldugu gozlendi, fakat en iyi sonucun P11 numunesine ait 47 mm’lik
zon ¢ap1 oldugu belirlendi. Ayni1 zamanda P1, P2, P4 ve P5 numunelerinin test edilen
tiim suglara kars1 > 25 mm zondan daha yiiksek etkinlige sahip olduklari belirlendi. Bu
propolislerin H. pylori etkenine karsi giiglii antimikrobiyal etkiye sahip oldugu ve

alternatif tadavi saglayabilecegi belirlendi.

HP1, 11 ve 13 suslarimin dort farkli antibiyotige karsi duyarliligi incelendi. HP11
susunun norfloksasine kars1 direncli oldugu, diger suslarin ise test edilen 4 antibiyotige
kars1 duyarli olduklar1 belirlendi. HP11’in bal 6rneklerine karsi da oldukca direngli
oldugu gozlendi. Ancak propolise karsi test edilemedi. HP11’e karsi en etkili balin
HP13 olan hayit bali oldugu belirlendi. Ayrica HP11’e ¢cam (B3), karacali (B4),
ormangiilii (B9), akasya (B10) ve kestane (B11) ballarindan dogru zamanda ve dozda

kullani1ldiginda etkili olacagi, tedaviye destek verecegi gosterilmistir.
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H. pylori suslarinin iireaz inhibisyonu 12 farkli bal 6rnegi ile test edildi. Elde
edilen degerler 2,67 ile 18,12 mg/mL olarak 6l¢iildii. Kirklareli’den temin edilen B10
numunesi olan sarmasik balinin dlgiilen 2,67 + 0,11 degerleri en diisiik deger olarak
belirlenmistir. Diger biitiin bal 6rneklerinin AA standartina gore 1Csp degeri <25,32 +
0,23 olarak belirlendi. Islenmis ballarin H. pylori standart ve klinik suslarina karsi
inhibisyon zonu 10,5 mm ile 60 mm arasinda degisiklik gosterdigi belirlendi. Bu balin

H. pylori profloksasinde ve destek tedavisinde 6nemli olacagi belirlenmistir.

Sonug olarak yapilan bu ¢alismada ar1 tirtinlerinin H. pylori suslarinin tiremesini
belirli oranlarda baskiladigi, farkli H. pylori suslar1 tizerinde inhibisyon degerlerinin
farklilik gosterdigi belirlendi. Farkli hastalardan elde edilen H. pylori suslarinin bal ve
propolis orneklerine karsi genel olarak duyarli olduklart ancak duyarlilik zon ¢aplarinin
susa bagli olarak degisebildigi tespit edildi. Bal ve propolisin H. pylori’den kaynaklanan
mide hastaliklarinda 6nemli bir alternatif tedavi etkeni oldugu bu ¢alisma ile tekrardan
dogrulanmigtir. Calisilan bal ve propolis oOrneklerinden en etkili olanlar ortaya

konmustur.
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6. ONERILER

Bu caligmada ar1 {rlnlerinin mide patojeni olan H. pylori iizerindeki
antimikrobiyal ve anti-lireaz aktivitesi belirlendi. Ancak bu alanda daha fazla farkli H.

pylori klinik suslari izole edilerek test edilmesi gerekmektedir.

Giintimiizde ¢oklu antiboyitik kullanimiyla tedavi edilen H. pylori’nin alternatif

dogal bilesiklerle tedavi perspektifinin genisletilmesi gerekmektedir.

Arn driinleri bu agidan oOnemli organik kaynak olup c¢ok sayida farkli ari

tiriinlerinin (bal, propolis, ar1 siitii ve ar1 zehiri gibi) de test edilmesi gerekmektedir.

Bu c¢alismamizda sadece bal ve propolis test edilmistir, ancak bu ve benzer
caligmalarin daha genis kapsamda tutularak cok sayida farkli bal ve propolis

orneklerinin denenerek tekrarlanmasi gerekmektedir.
Bu ¢alismalarin bir sonraki asamasi ise hasta tizerinde klinik ¢alismalar olup bu ve

benzer calismalarla elde edilecek en uygun bal ve propolis drnekleriyle klink ¢alismalar

yapilmalidir.
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