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OZET

Gliniimiizde Helicobacter pylori’nin diinya niifusunun neredeyse yarisini infekte eden bir patojen olmasi ve giin
gectikee yayilmasi, kedi ve kopeklerin insanlar icin infeksiyon kaynagi olabilecegini diisiindiirmekte, bu konuda
aragtirmalara yonlenmeye gereksinim olusturmaktadir. Bu arastirmada, kopeklerde de insanlardakine benzer
infeksiyona neden olabilecegi diisiiniilen H. pylori’nin varligi kopek digki orneklerinde arastirilmistir. Bu amagla
fstanbul’da bulunan toplam 96 adet pet ve sokak kdpegine ait disk1 6rnekleri toplanmistir. Digki drnekleri Polymerase
Chain Reaction (PCR) ile incelenmis, Helicobacter DNA’s1 saptanan 6rneklerde H. pylori’de bulunan CagA geninin
saptanmasi amaciyla Restriction Fragmenth Length Polymorphism (RFLP) ile H.pylori spesifik bandlar arastirilmustir.
Ayrica ¢alismada PCR-RFLP ile H. pylori saptanan digski 6rneklerinden bakteriyolojik kiiltiir yapilarak molekiiler
yontemler ile kiiltiir teknigi de karsilagtirilmistir. Helicobacter cins spesifik primerler kullanarak yapilan PCR
uygulamasi sonucu 96 érnegin 65 (% 67,7) inden elde edilen 375 bp band sonuglarini takiben Hinfl enzim kesimi ile
12 (% 18,46) DNA o6rneginde H.pylori spesifik bandlar (196 bp, 119 bp, 60 bp) saptanmistir. H. pylori DNA’s1
saptanan 12 kopegin diski 6rneginden yapilan bakteriyolojik inceleme sonucunda ise drneklerin hi¢birinden H. pylori
izole edilememistir.

Anahtar Kelimeler: Kopek, Helicobacter pylori, PCR, RFLP, kiiltiir

ABSTRACT

DETECTION OF HELICOBACTER PYLORI IN HEALTHY DOGS AND DOGS WITH THE CLINICAL
SEMPTOMS BY CULTURE, POLIMERASE CHAIN REACTION (PCR) AND RESTRICTION FRAGMENT
LENGTH POLYMORPHISIM (RFLP) IN ISTANBUL PROVINCE

Helicobacter pylori is one of the most widespread infections in human beings. It is estimated that approximately
half of the human population is infected with this pathogen. It has been considered that dogs and cats may serve as a
source for human infection, and therefore, further researches on this subject are needed. In this study, precence of
H.pylori which is considered as a source of similar infection in dogs, was investigated in dogs’ stool speciments. For

*  Birinci yazarin Doktora tezinden 6zetlenmistir.
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this purpose, stool speciments were collected from 96 pet and sheltered dogs in Istanbul. Stool speciments were
investigated by PCR and samples which contain Helicobacter DNA were objected to Restriction Fragment Lenght
Polymorphism (FRLP) analyses to detect bands of H.pylori specific CagA gen. Also, samples found to be positive by
PCR-RFLP were examinated bacteriologically for comparison of culture and moleculer methods. As a result of PCR
investigation with Helicobacter genus specific primers, 375 bp bands were obtained for 65 (67.7 %) of the speciments.
After that H.pylori specific bands (196 bp, 119 bp, 60 bp) were detected from 12 (18.46 %) of DNA samples by Hinfl
enzim restriction. H.pylori was not isolated from fecal speciments of 12 H.pylori DNA positive dogs.

Key Words: Dog, Helicobacter pylori, PCR, RFLP, culture

Giris

Helicobacter tiirlerinin, insanlarda ve g¢esitli
hayvan tiirlerinde 6zellikle sindirim sistemine
yerleserek, kronik aktif gastrit, peptik iilserler
ve mide adenokarsinomuna neden oldugu
saptanmistir (Armstrong, 1996; Murray ve ark.,
1995). Helicobacter cinsinin 28 tiir i¢cerdigi ve
bu tiirlerin gastrik, intestinal ve hepatik
dagilimlar1 oldugu bildirilmistir (Diker ve ark.,
2002). Hayvanlarda en sik goriilen Helicobacter
tiriiniin H. heilmannii, insanlarda ise H. pylori
oldugu saptanmistir (Holck ve ark., 1997;
Windsor ve ark., 2000). Helicobacter benzeri
bakteriler calismalar sirasinda inceleme yapilan
kopek midelerinde siklikla gézlenmis ancak bu
mikroorganizmalarla gastrik patoloji arasindaki
iliski net olarak adlandirilamamis, bu nedenle
de izole edilen farkli tiirdeki Helicobacter’lerin
dogal yolla infekte olmus kopeklerdeki spesifik
prevalanslart da saptanamamustir (Eaton ve ark.,
1996; Geyer ve ark., 1993).

H. pylori infeksiyonunun gastroduodenal
hastaliklar ile bazi bagka hastaliklarda goz
Oniine alinmasi gereken temel konulardan biri
oldugunun anlasilmasi, basit ve dogru tani
testlerine duyulan gereksinimi arttirmistir. Tant
icin kullanilan testler invaziv ve non-invaziv
testler olarak iki grupta toplanmigtir. (Jalava ve
ark., 1997).

Invaziv testler, endoskopik olarak elde
edilen biyopsi Orneginin bakteriyoloji, iireaz
testi, histolojik testler ve molekiiler teknikler ile
incelenmesine dayalidir (Altindis ve ark., 2003;
Koksal ve ark., 2002).

Tanida “altin  standard” olarak kabul
edilmekte olan kiiltiiriin sensitivitesinin % 70-
95, spesifitesinin % 100 oldugu bildirilmistir
(Hachem ve ark., 1995), ancak kopek ve

kedilerde gastrik Helicobacter lerin kiltiiriiniin
giic ve yorucu oldugu vurgulanmigtir. Ayrica
doku oOrneginde bakteri sayisinin az oldugu
durumlarda {iireme olmayabildigine dikkat
cekilmistir (Lee ve ark., 1992).

Ureaz testinin sensitivitesi % 90-98,
spesifitesi % 97-100 olarak bildirilmistir (Brea
ve ark., 1997; Cutler ve ark., 1996). Doku
orneginde bakteri sayisinin azligina bagli olarak
yalanci negatif sonuclar alinabilecegine dikkat
cekilmis, ayrica antibiyotik ve anti asitlerin
kullannommin  iire testlerinin  sonuglarini
etkiledigi ortaya konulmustur. Ureaz testleri
genellikle hizh incelemeler arasinda
siniflandirilmasina  karsin, sonuglarin  erken
okunmasi durumunda duyarliliginin = zayif
oldugu goézlenmistir (McNulty ve ark., 1989).

Histolojik incelemelerde H. pylori’nin, mide
mukozasinda yaygin olarak yerlesmesine kargin
hazirlanan preparatlarda homojen bir dagilim
gostermedigi saptanmis, bu nedenle endoskopik
biopsi 6rneklerinin alindig1 alanin ayrica 6neme
sahip olduguna dikkat ¢ekilmistir. Bu yontemin
sensitivitesi ve spesifitesi % 98 bulunmustur
(Hermanns ve ark., 1995; Holck ve ark., 1997).

Kopeklerde H. pylorinin saptanmasina
yonelik  molekiiler tiplendirme amaciyla
kullanilan teknikler arasinda yer alan PCR-
RFLP, tekrarli uygulamalar sonrasinda elde
edilen sonuglardaki basaris1 nedeni ile belki de
en yararlilarindan biri olarak gosterilmistir
(Brea ve ark., 1997; Enroth ve ark., 1995). Bu
teknigin kopeklerde gen dizi analizlerinin
yetersizliginin yan1 sira, H. pylori’nin tiir
spesifik primerlerinin ve amplifikasyonun
olmayis1 nedeniyle etkenin saptanabilmesi igin
kullanilabilecek en giivenilir yontem oldugu
belirtilmistir (Shinozaki ve ark., 2002). PCR’1n
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sensitivitesi ve spesifitesinin % 95’in iizerinde
oldugu saptanmistir (Clayton ve ark., 1992).

Kopeklerde serolojik testler heniliz rutin
kullanima girmemesine karsin infeksiyonun
indirekt tamis1 amaciyla ELISA  testinin
kullanilabilecegi saptanmistir (Jalava ve ark.,
1998). Ancak kopek midelerinde 5 farkli gastrik
Helicobacter  turli  gozlemlenebilmesi  ve
kopeklerde ¢ogunlukla miks infeksiyonlarin
sekillenmesi nedeniyle saglikli bir serolojik
degerlendirmenin yapilabilmesinin zor oldugu
bildirilmistir (Happonen ve ark., 1998).

Son yillarda biyopsi Ornegine gore daha
kolay elde edilmesi, testlerin daha hizli sonug
vermesi ve ucuz olmasi nedeniyle H. pylori
infeksiyonunun  tamisinda  diski  Ornegi
kullanilmaya baglanmigtir (Enroth ve ark.,
1995). Diski orneklerinin taze veya dondurul-
mus olarak kullanilabilecegi, orneklerin tagin-
mas1 ve saklanmasi amaciyla 6zel bir ortama
gerek olmadig1 saptanmistir (Ishihara ve ark.,
2000). Alinan 6rnegin hemen incelenemeyecegi
durumlarda, 2-8 °C de 3 giin ya da -20 °C ya da
-80 °C de galisilincaya kadar saklanabilecegi,
orneklerin en fazla iki kez dondurulup
coOziilebilecegi bildirilmistir (Kabir ve ark.,
2001).

Diskida H. pylori antijenlerinin ELISA
yontemiyle aranmasi esasina dayali tani
yonteminin, pahali cihazlar ve uzman bir ekip
gerektirmediginden  laboratuvarda  kolayca
uygulanabilecegi ve semptomatik hastalarda H.
pylori infeksiyonunun tanisi ve tedavi sonrasi
yanitin izlenmesi amaciyla kullanilabilecegi
saptanmugtir (Trevisani ve ark., 1999). Ancak
tan1 kitleri veteriner hastalarinin kullanimina
adapte edilmemistir (Jalava ve ark., 1998).

Insanlarda diskidan H. pylori DNA’sin
saptayan PCR ydnteminin sensitivitesinin ve
spesifitesinin  yliksek oldugu bildirilmistir
(Kabir ve ark., 2001). Disk1 6rneklerinin PCR
inhibitorleri icermesi nedeniyle, inhibitdrlerin
yok edilebilmesi i¢in ¢esitli PCR teknikleri
gelistirilmigtir. Bu  tekniklerin  eradikasyon
tedavisinin ~ bitiminden 4  hafta  sonra
kullanildiginda yalanct pozitif sonuglar elde
edildigi, bu siire uzatildiginda ise testin

spesifitesinin arttig1 caligmalarla gdsterilmistir
(Monteira ve ark., 2001).

Diskinin  yliksek oranda safra asitleri
icermesi, ayni zamanda anaerob ve fakiiltatif
anaerob bakterilerden olusan zengin bir normal
floraya sahip olmasi ve H. pylorinin safraya
duyarl bir bakteri olmas1 nedeniyle diskidan H.
pylori izolasyonunun olduk¢a zor oldugu
bildirilmistir (Kabir ve ark., 2001).

Bu c¢aligmada kopek diski orneklerinde H.
pylori’nin varliginin arastirilmasi planlanmistir.
Diski  orneklerinden Restriction Fragmenth
Length Polymorphism (RFLP) ile H. pylori’de
bulunan CagA geninin saptanmasi, H. pylori
saptanan diski Orneklerinden bakteriyolojik
kiiltiir yapilarak molekiiler yontemler ile
bakteriyolojik incelemelerin  karsilastirilmasi
amaclanmustir.

Gerec ve Yontem
Ornekleme

Istanbul yéresinde barman 40’1 sahipli, 56’s1
sahipsiz toplam 96 kopekten Ocak-Nisan 2007
tarihleri arasinda digki Ornekleri toplandi.
Ornek sayisi  infeksiyonun yurdumuzdaki
prevalansinin  heniiz  saptanmamis olmasi
nedeni ile % 95 giiven diizeyi ve % 10 absolut
kesinlige gore belirlendi.

Ornek alinan képeklerin yas, cinsiyet, rk ve
klinik bilgileri kaydedildi. 96 kopekten 36°s1
gastrik  klinik  belirti  gdstermekteydi.
Kopeklerin 49°u 1 yas ve alti, 47°si 1 yasin
tizerindeydi. 46’s1 disi, 50’si erkek kopeklerdi.

PCR/ Helicobacter DNA’sinin saptanmasi

Uretici firmanin direktiflerine gére QIAamp
q Stool Mini Kit (Qiagen-51504) kullanilarak
Helicobacter DNA’smin  ekstraksiyonunun
sonrasinda Helicobacter spesifik primerler,
H276f (CTA TGA CGG GTA TCC GGC) ve
H676r (ATT CCA CCT ACC TCT CCC A)
kullanilarak 375 bp uzunlugunda 16 S
ribosomal RNA bolgesi saptanmistir. 45 pl
master miks (10 X buffer, Sul; MgCl, (25 mM)
5 ul; ANTP Miks (10 mM) 3 pul; Primer
FORWARD 2 pl Primer REVERSE 2 pl; Taq
DNA Polimeraz (5nlu/p) 0.5 pl; dH,O 26.5ul;
% 0.1 sigir serum albuminl pl ve 5 ul DNA
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ektraksiyonu thermocycler cihazina
yerlestirilmistir. 94 °C de 3 dakika 0n
denatiirasyonun ardindan, toplam 30 siklusluk
95 °C de 30 saniye denaturasyon, 58 °C de 30
saniye primer baglanmasi, 72 °C de 30 saniye
sentez asamalar1 gergeklestirildi. 72 °C de 7
dakika final sentez asamasindan sonra + 4 °C
ye kadar sogutularak elektroforetik seperasyon
yapilincaya kadar thermocycler’da bekletildi
(Shinozaki ve ark., 2002). 375 bp molekiiler
agirhiginda  bant olusumu pozitif olarak
degerlendirilmistir.

Restriction Fragment Length
Polymorphism (RFLP)

1U Hinfl enzimi, 1 pl reaksiyon buffer ve
PCR sonucu Helicobacter’e ait oldugu
belirlenen DNA &rneklerinden 15’er pl alinarak
tiiplere aktarildi, 37°C’lik su banyosunda 1 saat
bekletilerek enzim kesimi  gergeklestirildi
(Shinozaki ve ark., 2002). DNA fragmentleri-
nin seperasyonu poliakrilamid jel (PAGE) ve
NuiSieve Agaroz Elektroforez teknikleri ile
yapilmigtir (Buczolits ve ark., 2003).

603bp

310 bp
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Kiiltiir

PCR-RFLP sonucunda, H. pylori pozitif
kabul edilen digski 6rneklerinin % 5 at kani ve
DENT Supplement (10 mg/l Vankomycin, 5
mg/l trimethoprim, 5 mg/ cefsulodin ve 5 mg/l
amphotericin B) katkili Colombia Blood Agara
ekimleri yapildi ve kiiltiirler 37°C’de 10 giin
%7,5 CO, ortamda inkiibe edildi (Ingiliz
Helicobacter Calisma Birligi, 2003; Russel ve
ark., 1993).

Istatistik analiz

Bulgularin istatistiki 6nemlerinin belirlen-
mesi amaciyla ‘Khi-Kare (x?) Testi® kullanild:
(Ozdamar ve ark., 1999) ve istatistiki inceleme
icin kopeklerin sahip bilgisi, yas, cinsiyet ve
gastrik klinik belirti gdsterme durumlar1 baz
alind1.

Bulgular
PCR
Digk1 6rneklerinin Helicobacter cins spesifik
primerler kullanilarak PCR ile incelenmesi

sonucunda, 65 (% 67,7) ornekte 375 bp’lik
bantlar saptand1 (Sekil 1).

375 bp

M= Marker, N= Negatif Kontrol, P= Pozitif Kontrol, 1,2,4,6,8,9= Pozitif 6rnekler 3,5,7= Negatif 6rnekler

Sekil 1.  Digki 6rneklerinin PCR bulgulari.
Figure 1. PCR products from feacal spacements.

Gastrik klinik belirti gosteren 36 kdpege ait
disk1 Orneklerinin 27 (% 75)’sinde, gastrik
klinik belirti gostermeyen 60 kdpege ait digki
orneklerinin 38 (% 63,3)’inde Helicobacter
DNA’st saptandi. 40 sahipli kopekten alinan
orneklerin 15 (% 37,5)’inde, 56 sahipsiz

kopekten alinan 6rneklerin 50 (% 89,3)’sinde
375 bp’lik Dbantlar goriildi. Ko&peklerin
cinsiyetine gore yapilan degerlendirmede; 50
erkek kopekten alinan Omneklerin 29 (%
58)’unun, 46 disi kopekten alman 6rneklerin 36
(% 78,3)’simin 375 bp’lik bantlar olusturdugu
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belirlendi. Kopeklerin yaslar1  gbéz Oniine
alinarak yapilan degerlendirmeye gore; 1 yas ve
altindaki 49 kopegin 38 (% 77,6)’inde 375
bp’lik bantlar gdzlenirken, 1 yas {dsti 47
kopegin 27 (% 57,4)’sinde Helicobacter spp
DNA’s1 saptandi.

196 bp

119 bp

60 bp

RFLP

PCR teknigi ile Helicobacter spp. oldugu
saptanan 65 DNA’nin Hinfl enzimi ile kesimi
ve elde edilen fragmanlarin PAGE teknigi ile
incelenmesi sonucunda, 12 (% 18,46) DNA
ormeginde H. pylori’ye spesifik 60 bp,119 bp ve
196 bp’lik bantlar gozlendi. NuiSive agaroz jel
seperasyon teknigi ile de ayni bulgular elde
edildi (Sekil 2, Sekil 3).

M= Marker, N=Negatif Kontrol, P=Pozitif Kontrol, 4,6,9= Pozitif érnekler; 1,2,3,5,7,8=Negatif 6rnekler

Sekil 2. PAGE teknigi ile RFLP bulgulari
Figure 2. RFLP products by PAGE technique

M P N1 2

196 bp

119 bp

60 bp

3456 7 89 10 1112 13 14

M=Marker, P=Pozitif Kontrol, N=Negatif Kontrol, 3,13,14=Pozitif 6rnekler, 1,2,4,5,6,7,8,9,10,11,12= Negatif 6rnekler

Sekil 3.  NuiSieve Agaroz Elektroforetik Seperasyon Teknigi ile RFLP Bulgulari.
Figure 3. NuiSieve Agarose electrophoretic seperation of RFLP products.
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Sonug¢ olarak PCR ve RFLP teknikleri ile
incelenen 96 kopek diski 6rneginin 12 (%
12,5)’sinde H. pylori DNA’s1 saptandi. Gastrik
klinik belirti gosteren 36 kopege ait diski
orneklerinin 5 (% 13,9)’inde, gastrik klinik
belirti gostermeyen 60 kopege ait diski
orneklerinin 7 (% 11,7)’sinde H. pylori
saptandi. 40 sahipli kdpekten 3 (% 7,5)’iinde,
56 sahipsiz kopekten 9 (% 16,1)’unda 196, 119
ve 60 bp’lik bantlar goriildi. 50 erkek kopekten
alman oOrneklerin 6 (% 12)’sinm, 46 disi
kopekten alinan 6rneklerin 6 (% 13)’sinin 196,
119 ve 60 bp’lik bantlar olusturdugu gozlendi.
1 yas ve altindaki 49 kopege ait diski
orneklerinin 6 (% 12,2)’sinda, 1 yas st 47
kopege ait diski 6rneklerinin 6 (% 12,8)’sinda
H. pylori DNA’s1 saptandi.

Kiiltiir

PCR ve RFLP sonucunda H. pylori DNA’s1
saptanan digki 6rneklerinden yapilan bakteriyo-
lojik inceleme sonucunda, orneklerin higbirin-
den H. pylori izole edilmedi.

istatistik analiz

PCR - RFLP sonuglarina gore H. pylori
pozitif orneklerin istatistiki olarak Onemsiz
oldugu saptanmustir.

Tartisma

Helicobacter  tiirlerinin  identifikasyonu
amaciyla PCR-RFLP yonteminin kullanilabi-
lirligi ve rutin laboratuvar ¢alismalarinda kesin
ve giivenli sonuglarin alinabilecegi arastiricilar
tarafindan vurgulanmigtir (Camargo ve ark.,
2003; Shinozaki ve ark., 2002).

Bu arastirmada, diski Orneklerinde cins
spesifik primerler kullanarak yapilan PCR ile
Helicobacter spp. varligi ortaya konulmus
RFLP yontemi ile Helicobacter oldugu
belirlenen DNA’larda H. pylori varligi
saptanmigtir. Bu yontemin kullanilabilirligi
ortaya konmustur.

PCR ile Helicobacter DNA’sinin saptanmasi
amaciyla Buczolits ve ark. (2003), Riley ve ark.
(1997), Shinozaki ve ark. (2002), H267f ve
H267r cins spesifik primerleri kullanmiglardir.
Clayton ve ark. (1992), ilk olarak H. pylori
saptanmasi amaciyla CagA geninin varligin

Sonay Sagnak, N. Yakut Ozgiir

gosteren Hinfl enzim kesimini kullanmig, daha
sonra Camargo ve ark. (2003), 38 hastada
yaptiklar1 Hinfl enzim kesimi sonucu 32 (% 91)
hastada H. pylori saptadiklarm1  rapor
etmiglerdir. Simsek ve ark. (2000), H. pylori
saptanmas1 amaciyla Hinfl enzimi kullanmislar,
toplam 35 insan mide biyopsi 6meginden 31 (%
91)’inde H. pylori saptamislardir.

Bu calismada RFLP teknigi uygulanmis ve
CagA geninin saptanmasi amaciyla Hinfl enzim
kesimi yapilmig, H. pylori saptanmasinda
uygun bir yontem oldugu belirlenmistir.

Daz-Regan ve ark. (2006), H. pylori
tiremesini Onleyen basta Staphylococcus tiirleri
olmak tiizere diger hizli iireyen bakterilerin
iremelerinin ~ 6nlenmesi  igin,  Orneklerin
besiyerlerine ekimleri yapilmadan once 0,45
pum’lik  membran filtrelerden gegirilmesini
onermislerdir. Ingiliz Helicobacter Calisma
Birligi (2003), H. pylori izolasyonu igin,
selektif bir 6zellik tasimasi ve zenginlestirilmis
bir ortam olmasi nedeniyle DENT supplement
iceren % 5 at kanli Colombia Agari Onermistir.

Bu oOnerilerin 1s18inda bu c¢alismada H.
pylori oldugu PCR-RFLP ile saptanan digki
orneklerinden H. pylori izolasyonu amaciyla,
siispanse edilen o6rnekler oncelikle 0,45 pm’lik
membran filtrelerden gegirilmis ve daha sonra
DENT supplement katilmis at kanli Colombia
Agara ekimleri yapilmistir. Daha ¢abuk {ireyen
bakterilerin {iremelerinin O6nlendigi, yontemin
uygulanmasi gerekliligi sonucuna varilmstir.

Diinyada kopeklerde yapilan ve Helico-
bacter infeksiyonunun prevalansini gdsteren
caligmalar, etkenin kopeklerde % 67-100
oraninda bulundugunu kanitlamistir (Cattoli ve
ark., 1999; Diker ve ark., 2002; Eaton ve ark.,
1993; Happonen ve ark., 1998; Jalava ve ark.,
1997).

Kopeklerden H. pylori saptanmasina yonelik
birgok arastirma yapilmasia karsin, H. pylori
saptandigimi bildiren aragtirma sayisi oldukca
azdir (Buczolits ve ark., 2003; Rossi ve ark.,
1999; Strauss-Ayali ve ark., 1999). Buczolits ve
ark. (2003), klinik olarak siipheli kopek mide
biyopsi orneklerinden PCR-RFLP ile H. pylori
varligimmi ortaya koymuslardir. Dort kopekten
alman ornekler once Helicobacter spp. cins
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spesifik primerleri kullanilarak yapilan PCR ile
incelenmis, daha sonra Hhal enzimi ile kesimi
yapilan dort DNA’dan ikisinde H. pylori’ye ait
270 ve 100 bp agirliginda bantlar gézlenmistir.
Strauss-Ayali ve ark. (1999), 101 kopekten
alidiklar1 serum ve biyopsi drneklerinin ELISA
ve immunoblotting yontemi ile incelenmesi
sonucunda 2 kopegin serum orneklerinde H.
pylori’ye ait 58 ila 60 kDa agirliginda protein
bantlar saptadiklarini bildirmislerdir.

Diker ve ark. (2002), Tiirkiye’de kopeklerde
Helicobacter spp. varligina yonelik 122
kopegin mide biyopsi 6rneginden kiiltiir, lireaz
testi, mukozal kazinti sitolojisi ve histolojik
incelemeleri i¢eren ¢alismalarinda Helicobacter
spp. prevalansini % 84,4 olarak saptamislardir.
Aragstiricilar - kopeklerin - %  55,6’sinda H.
bizzozeronii, % 22,2’sinde H. felis, %
22,2’sinde H. salomonis ve % 4,4’linde H.

rappini  saptamislardir.  Arastiricilar  ayni
calismada H. pylori izole edilmedigini
bildirmislerdir.

Bu arastirmanin ilk basamagi olan diski
orneklerinin ~ Helicobacter  cins  spesifik
primerler kullanilarak PCR ile incelenmesi
sonucunda, 65 oOrnekte Helicobacter spp.
DNA’s1  saptanarak,  Helicobacter  spp.
prevalanst Istanbul ilinde % 67,7 olarak
belirlenmistir. Saptanan prevalans diinyada ve
Tiirkiye’den bildirilen sonuglarla paralellik
gostermektedir.

Bu c¢alismada Istanbul ilindeki kdpeklerde
H. pylorinin prevalanst % 12,5 olarak
belirlenmistir. Bu oran yurt disinda gerceklesti-
rilen H. pylori saptanmasina yonelik sinirlt
sayidaki diger ¢aligmalara gore yiiksektir. Bu
arastirma Tirkiye’de kopeklerde H. pylori
varhiginin  saptandigi  ilk ¢alisma olmasi
nedeniyle bu yonden bir karsilagtirma
yaptlamamugtir. Istanbul’da saptanan yiiksek
prevalansin yontemin duyarliligi, sokaklarda
yasayan kopeklerin diger gelismis {lkelere
oranla fazlahigi ve cografi konum farklilikla-
rindan kaynaklanabilecegini diistiniilmistiir.

Happonen ve ark. (1998), kopek ve
kedilerde Helicobacter spp. tanisina yonelik
yaptiklar1 arastimada, gastrik klinik belirti
gosteren 21 kopegin 20 (% 95)’sinde, gastrik

klinik belirti gdstermeyen 25 kopegin ise
tamaminda (% 100) Helicobacter  spp.
saptamistir. Hwang ve ark. (2002), gastrik
belirti gosteren kopeklerin % 77,5’inde, gastrik
belirti  gostermeyenlerin =~ % 67,5’inde
Helicobacter varligint ortaya koymuslardir.
Diker ve ark. (2002), Helicobacter spp.
oranmin, gastrik klinik  belirti  gdsteren
kopeklerde % 86,6 gastrik klinik belirti
gostermeyenlerde ise % 81,8 oldugunu
bildirmislerdir. Arastiricilarin timii prevalans
oranlarinin  gastrik  belirti  gdsteren  ve
gostermeyen kopeklerdeki yakmliginin, etkenin
normal gastrik floranin bir pargasi olabilecegini
gosterdigini vurgulamislardir.

Bu caligmada, gastrik klinik belirti gosteren
36 kopege ait digkt Orneklerinin 27 (%
75)’sinde, gastrik klinik belirti gostermeyen 60
kopege ait diski o6rneklerinin 38 (% 63.,3)’inde
Helicobacter DNA’s1 saptanmistir. Elde edilen
verilerin istatistiki analizi sonucunda, gastrik
klinik belirti gosteren ve gdstermeyenler
arasindaki fark istatiksel olarak Onemsiz
(P=0,237) bulunmustur.

Kopeklerde H. pylori ile klinik belirti ve
prevalans iizerine bir ¢alisma bulunmamasina
karsin, insanlarda gastritli hastalarda H. pylori
prevalansinin % 80'e ve gastrit ve duodenal
ilserlilerde ise % 90-100'e ulasabildigi
bildirilmistir (Alim ve ark., 2002). Bu
arastirmada, gastrik klinik belirti gosteren 36
kopege ait diski orneklerinin 5 (% 13,9)’inde,
gastrik klinik belirti gostermeyen 60 kdpege ait
disk1 6rneklerinin 7 (% 11,7)’sinde H. pylori
saptanmistir. Elde edilen bulgularin istatistiki
analizi sonucunda, gastrik klinik belirti gdsteren
ve gostermeyenler arasindaki fark, insanlarda
yapilan caligmalarin aksine, istatiksel olarak
onemsiz (P=0,750) bulunmustur.

Eaton ve ark. (1996), inceledikleri 31 sokak
kopeginin tiimiinde (% 100), 15 sahipli kopegin
ise 10 (% 67)’unda Helicobacter spp. varligi
saptamiglardir. Happonen ve ark. (1998),
sahipsiz ~ kopeklerde  Helicobacter  spp.
prevalansinin sahipli kopeklere oranla daha
yiiksek oldugunu belirtmislerdir. Bu arastirma-
da, ornek alinan 40 sahipli kopegin 15 (%
37,5)’inde, 56 sahipsiz kdpegin ise 50 (%
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89,3)’sinde  Helicobacter ~ spp. DNA’s1
saptanmigtir. Sahipli ve sahipsiz kopekler
arasindaki  Helicobacter spp. saptanmasi
arasindaki fark istatistiki olarak O6nemli
(P=0,01) bulunmustur.

Literatiir taramasi1 sonucunda, kopeklerde H.
pyvlori lizerine sahiplilik ve prevalansin
etkinliginin  incelendigi ~ bir  ¢alismaya
rastlanmamistir. Bu arastirmada, 40 sahipli
kopekten 3 (% 7,5)’linde, 56 sahipsiz kopekten
9 (% 16,1)Yunda H. pylori saptanmistir.
Sahipsiz kopeklerde daha fazla pozitiflik
saptanmakla birlikte aradaki fark Onemsiz
(P=0,439) bulunmustur. Koépeklerde sahiplilik
ve H. pylori prevalansi iizerine yapilmis
calisma bulunmamasima karsin, insanlarda H.
pylori prevalansinin az gelismis tilkelerde
sosyo-ekonomik durumdaki kétiilesmeye baglh
olarak % 60-80’lere ulastig1, gelismis tilkelerde
ise bu oranin beslenme, hijyen ve antibiyotik
kullanimina bagli olarak % 5-10’a kadar
diisebildigi bildirilmistir (Koksal ve ark., 2002).

Kopeklerde Helicobacter spp. ve H. pylori
iizerine cinsiyetin prevalansa etkisini gosteren
herhangi bir ¢alisma bulunmamaktadir. iran’da
insanlarda  gergeklestirilen bir ¢alismada,
depresyon olgularinin ¢oklugu, iklime baglh
sicakligin ve nispi nemin degismesine paralel
olarak ev tozu miktariin artist nedeniyle
kadinlarda erkeklere oranla daha yiiksek
miktarda H. pylori saptandigr bildirilmistir
(Jafarzadeh ve ark., 2007). Tiirkiye’de Yilmaz
ve ark., (2002), kadmnlarda % 85,4 ve
erkeklerde de % 76,3 H. pylori sero-pozitifligi
saptamiglardir. Alim ve ark. (2002), ise
kadmnlarda % 73, erkeklerde % 63,3 oraninda
H. pylori saptamiglar, sero-pozitiflik oranmnin
kadinlarda erkeklere gore istatistiksel yonden
anlamli Olgiide daha yiiksek oldugunu rapor
etmislerdir.

Bu arastirmada, kopeklerin cinsiyetine gore
yapilan degerlendirmede, 50 erkek kopekten
alman orneklerin % 58’inde, 46 disi kdpekten
alinan Orneklerin % 78,3’linde Helicobacter
spp. DNA’s1 saptanmis, disi ve erkek kopekler
arasindaki fark, istatistiksel olarak Onemli
(P=0,034) bulunmustur. H. pylori yoniinden ise,
erkek kopeklerin % 12’sinde, disi kopeklerin %
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13tinde H. pylori’ye spesifik  bantlar
gozlenmis, disi ve erkek kopekler arasindaki
fark (P=0,877) istatistiki olarak Onemsiz
bulunmustur. Disilerde  Helicobacter  spp.
oraninin erkek kopeklere gore daha yiiksek
olmasinin olasi nedenlerinden birinin, disi
kopeklerde kizginliga baglh sekillenen depres-
yondan kaynaklanabilecegi diistiniilmiistiir.

Diker ve ark. (2002), 1 yas iizeri 100
kopegin 93 (% 93)’ilinde, 2 ay-1 yas arasi 16
kdpegin ise 9 (% 56,3)’unda Helicobacter spp.
saptamiglardir. Ancak elde edilen verilerin
istatistiki analizleri, gen¢ kdpeklerin sayisinin
az olmasi nedeniyle yapilmamistir. Hénninen
ve ark. (1996) ise, gen¢ kopeklerde
Helicobacter spp. varligmin daha yiiksek
oranda oldugunu vurgulamislardir. Buna karsin
Happonen ve ark. (1998), Helicobacter preva-
lansinin saptanmasina yonelik calismalarinda
geng ve yasli hayvanlarda esit oranda
Helicobacter spp. saptadiklarini belirtmislerdir.

Kopeklerde bu konudaki bulgularin sinirh
saylda olmasina ve yasa gore prevalans oranlari
hakkinda kesin bilgiler olmamasma karsin,
insanlarda yasin etkinligi iizerine bir¢ok
calisma vardir.

Rocha ve ark. (1998), H. pylori prevalansini
cocuklarda % 62,1 ve erigskinlerde % 34,1
olarak bildirmislerdir. Yine Megraud ve ark.
(1996), gelismis iilkelerde yasayan insanlarda
H. pylori sero-prevalansinin geng bireylerde %
70, yetigskin bireylerde % 40 oldugunu
vurgulamiglardir. Aragtirmacilar, geng
bireylerin hijyene gerekli 6nemi vermemelerine
bagli olarak fekal-oral yolla etkene maruz
kaldiklarini ve bunun sonucunda
infeksiyonunun yiiksek oranda sekillendigini
belirtmislerdir.

Bu arastirmada, 1 yas ve altindaki 49
kopegin % 77,6’sinda  Helicobacter spp.
spesifik 375 bp’lik bantlar gdzlenirken, 1 yas
istli 47 kopegin % 57,4’ linde Helicobacter spp.
DNA’s1 saptanmis, yasa gore fark istatistiki
olarak 6nemli (P=0,035) bulunmustur. H. pylori
yoniinden incelenen 1 yas ve altindaki 49
kopege ait digki orneklerinin % 12,2°sinde, 1
yas Ustli 47 kopege ait digki 6rneklerinin %
12,8’inde H. pylori DNA’s1 saptanmuis, 1 yas ve
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altindaki ve 1 yas tizeri kopekler arasindaki fark
istatistiksel ~ olarak Onemsiz (P= 0,938)
bulunmustur. Calismada geng kdpeklerde
Helicobacter spp. DNA’smmin  daha fazla
saptanmasinin nedenlerinin, yavru kdpeklerin
laktasyon periyodu boyunca anneleriyle ve
birbirleriyle olan siki iliskisinden ve immun
sistemlerinin  tam gelismemis olmasindan
kaynaklanabilecegi diisiiniilmiistiir.

Eaton ve ark. (1996), 54 kopek mide biyopsi
orneginden Skirrow supplement iceren kanli
agara ekim yapmis, 12 (% 22) Ornekten
Helicobacter izolasyonu gergeklestirmislerdir.
Cins spesifik primerlerle yapilan PCR
sonucunda ise, 22 (% 40) oérmekte Helicobacter
spp. saptamislardir. Baska bir ¢alismada
Cattolia ve ark. (1999), 25 mide biyopsi
orneginin kiiltiirli i¢in Skirrow supplement
iceren BHI Agar kullanmigs ve 5 (% 20)
ornekten izolasyon gerceklestirmiglerdir. Cins
spesifik primerler kullanilarak yapilan PCR
sonucunda ise 25 oOrnegin 18 (% 72)’inde
Helicobacter spp. saptamislardir. Hwang ve
ark. (2002), kopeklerdeki gastrik Helicobacter
infeksiyonun prevalansinin saptanmasi ama-
ciyla kopeklerin mide biyopsi orneklerinden
DENT supplement iceren % 5 kanli tryptic soy
agara ckim yapmuslar ancak izolasyon
gerceklestirememisken, cins spesifik primerler-
le yapilan PCR sonucunda 15 &rnekten 11 (%
78,4)’inde Helicobacter DNA’s1 saptamislardir.
Aragtirmacilar izolasyon oraninin azligini ya da
olmayisini rutin laboratuvar yOntemleriyle
gastrik Helikobakterlerin izolasyonunun
zorluguna, her Helicobacter tiiriiniin kiiltiire
edilebilir olmayisina ve Ornekleme Oncesi
cesitli nedenlerle antibiyotik tedavisi
uygulanmig olmasina baglamislardir (Cattolia
ve ark., 1999; Eaton ve ark., 1996; Hwang ve
ark., 2002).

Diskidan H. pylori izolasyonu iizerine sinirl
sayida calisma vardir. Daz-Regan ve ark.
(2006), diskida hizla tireyerek H. pylori’nin
iremesini  Onleyen  bakterilerin  varligini
belirtirken; Mai ve ark. (1992), etkenin digskidan
kiiltiirti  sirasinda iiretilemeyen kokoid form
almasmi  izolasyonu zorlastiran nedenler
arasinda gostermislerdir.

Bu arastirmada, PCR ve RFLP sonucunda
H. pylori DNA’s1 saptanan 12 digki 6rneginden
yapilan bakteriyolojik inceleme sonucunda,
orneklerin hicbirinden H. pylori izole edileme-
mesinin yukarida s6z edilen nedenlerden
kaynaklandig1 kanisina varilmistir.

Sonug olarak bu ¢alismada, kopeklerde non-
invaziv bir yontemle Helicobacter spp. ve H.
pylori varligmin saptanabilecegi, bu amagla
kullanilabilecek olan kopek digkilarinin PCR-
RFLP analizleri i¢in uygun ornekler oldugu
disiiniilmiistiir.  Calisma  ile  Tiirkiye’de
kopeklerde H. pylori varligi ilk kez ortaya
konulmus ve H. pylori prevalansi istanbul’da %
12,5 olarak saptanmustir.
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