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OZET

Bu caligmanin amact; adenoid ve tonsil dokularinda Helicobacter pylori (H. pylori) DNA’sinin polimeraz zincir
reaksiyonu (PZR) ile belirlenmesinde bes farkli primer ¢iftlerinin etkinligini (16S rRNA, random kromozom sekansi,
SSA geni, ureA ve glmM) kiyaslamaktir. Bu ¢aligmaya, 26 hastaya ait 65 doku 6rnegi dahil edildi. Klinik 6rneklerden
elde edilen DNA ile bes farkli gen bolgesine spesifik primerler kullanilarak PZR islemleri gerceklestirildi. PZR
metodu sonucunda, 65 6rnegin 16S rRNA primeriyle 16’sinda (% 24.61), gImM primeriyle 15’inde (% 23.07), SSA
primeriyle 14’tinde (% 21.53), random kromozom dizilimi primeriyle 10’unda (% 15.38) ve ureA primeriyle 7’sinde
(% 10.76) H. pylori DNA’nin varhigi belirlendi. Calismanin verilerine gére, adenoid ve tonsil dokularinda H. pylori
DNA’sinin PZR ile belirlenmesi igin 16S rRNA ve glmM primerlerinin kullanilmasin1 6nermekteyiz.

Anahtar Kelimeler: PZR, H. pylori, Adenoid ve tonsil dokular.

ABSTRACT

The Comparison of Different Primer Pairs For The Detection of Helicobacter pylori Dna in Adenoid and Tonsil
Tissues By PCR

Purpose of this study was to compare the five different primer pairs (16S rRNA, random chromosome sequence, SSA
gene, ureA and glmM ) for detection of the Helicobacter pylori (H. pylori) DNA in adenoid and tonsil tissues by
polymerase chain reaction (PCR). Sixtyfive tissue samples from 26 patients were analyzed in this study. PCR was
performed by using the DNAs obtained from clinical samples and the primers specific to five different gene regions.
In the result of PCR method, the presence of H. pylori DNA was detected in 16 (24.61%), 15 (23.07%), 14 (21.53%),
10 (15.38%) and 7 (10.76%) of the 65 samples using 16S rRNA, glmM, SSA gene, random chromosome sequence
and ureA primers, respectively. According to the data, we recommend use of 16S rRNA and gImM primers in the
PCR method for detection of H. pylori in adenoid and tonsil tissues.
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GIRiS
Helicobacter pylori (H. pylori); spiral sekilli,
gram negatif ve iireaz iiretebilen mikroaerofilik
bir bakteridir. Daimi H. pylori enfeksiyonlari,
kronik gastrit, peptik iilser, gastrik karsinomlar ve

mukozayla alakali lenfoid doku lenfomalarina
sebep olmaktadir (1, 2).

diistiniile bilinir (5, 6). Buna ragmen, bu
bakterinin oral dokularda daimi varligi veya bu
dokularda kolonizasyonu ile iligkili ¢ok farkli
veriler elde edilmesi nedeniyle, oral-oral bulas
yolunun bakterinin epidemisindeki rolii netlik
kazanmamistir  (7-10). Oral-oral  sagilmay:
savunan bilim adamlar1 arasinda, adenoid ve

H. pylori, insanlarda en yaygin bakteriyel tonsile yerlesen ve daimi olarak iireyen bakterinin
patojenlerden birisidir ve tiim diinya niifusunun oral salgilara karigmasmin yol actigi kanaati
yarisindan fazlasinda mevcut olan bir bakteri hakimdir (7, 8). Ozellikle akut gastritlerde
olmasmma ragmen bulas yollar1 tam olarak kusmadan sonra adenoid ve tonsil dokulara gelen
bilinmemektedir. Ancak, bu bakterinin, oral-oral, bu bakterinin bu dokularda kolonize oldugu ve
gastrik-oral ve fekal-oral olmak iizere ii¢ bulas oral salgilarla uzun stire sacildigt
yolundan birisiyle yayindigi tahmin edilmektedir diisiintilmektedir.

(3, 4). Oral salgilarda bu bakterinin varlhigt
dikkate alinarak, oral-oral bulag yolunun bu
bakterinin toplumda sagilmasinda Snemli oldugu

Zor iretilebilmesi nedeniyle, H. pylori’nin
kiiltiir ile belirlenmesi oldukca zordur. Polimeraz
zincir reaksiyon (PZR) kiiltir ortaminda zor
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iiretilen bu etkenin klinik drneklerde kisa siirede
belirlenmesine imkan taniyan, duyarlilifi ve
Ozgilligii yiksek bir metottur (11-13). Bu
metodun duyarliligi ve oOzgiilliigiinii etkileyen
faktorlerin birisi PZR’de ¢ogaltilmasi istenen gen
bdlgesini hedef alan primerlerin se¢imidir (13).

Bu c¢alismanin amaci; adenoid ve tonsil
dokularinda H. pylori DNA’sinin PZR ile
belirlenmesinde bes farkli gen bdlgesine dzgiil
primer giftlerinin etkinligini (16S rRNA, random
kromozom sekansi, SSA gen, ureA ve gimM)
kiyaslamaktir.

GEREC ve YONTEM

Ornekler: Bu ¢alismaya, yaslari 6-31
arasinda degisen, 3’linde adenoidektomi, 7’sinde
tonsillektomi ve 16’sinda ise adenotoksillektomi
yapilan, toplam 26 hastaya ait 65 doku Ornegi
dahil edildi. Calismaya dahil edilen hastalarin
12’si erkek, 14’ ise bayan idi. Ornekler genel
veya lokal anestezi altinda alindi. Calismadan
once hastalarda mide problemleri olup, olmadig1

anemnezde soruldu. Ayrica, ¢caligmayla ilgili Firat
Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurulunda gerekli
izin alind1 ve hasta veya hasta sahiplerine ¢alisma
ile ilgili bilgi verildi.

DNA oziitlenmesi: Helicobacter pylori
DNA’lar1, ticari bir DNA izolasyon Kkiti
kullanilarak (Wizard Genomic DNA Purification
kiti, Promega) adenoid ve tonsil dokularinin her
birinden o&ziitlendi. Elde  edilen  DNA’lar
PZR’da kullanilincaya kadar —80 °C’de saklandi.

PZR: Elde edilen DNA’lar ile bes farkli gen
bolgesine spesifik primerler kullanilarak PZR
islemleri  gerceklestirildi  (8). Her ornek
DNA’sindan 5 pl ve her birinden 20 pmol/ul
primer gifti (tablo 1) icin; 5 pl 10X PZR buffer,
25 mM MgCl,, her biri 100 mM olan dNTP’ler,
1U Tag DNA polimeraz (Promega/ABD) enzimi
ve 23.5 pul dH,O igeren toplam 50 ul karisim
hazirlandi. Daha sonra, karigimlar 1s1 dongi
cihazina birakildi ve gen iriinleri tablo-1’de
belirtilen dongiilerde ¢ogaltilda.

Tablo 1. Adenoid ve tonsil dokularinda H. pylori DNA’larinin belirlenmesi amaciyla gerceklestirilen PZR’da

kullanilan primer giftleri ve kondisyonlar.

Hedef bolge

Primer dizilimleri ve kondisyonlar

16S rRNA

Primer 1; 5’-CTGGAGAGACTAAGCCCTCC-3’

Primer 2; 5°-AGGATCAAGGTTTAAGGATT-3’
Kondisyon; 95°C’de 30 sn, 50°C’de 30 sn, 72°C’de 30 sn (30 siklus)

glmMm Primer 1; 5>~ AAGCTTTTAGGGGTGTTAGGGGTTT-3’
Primer 2; 5’>-AAGCTTACTTTCTAACACTAAACGC-3’
Kondisyon; 93°C’de 1 dak, 55°C’de 1 dak, 72°C’de 1 dak (35 siklus)

Random

Primer 1; 5>-TAACAAACCGATAATGGCGC-3’

Primer 2; 5’>-CATCTTGTTAGAGGGATTGG-3’
Kondisyon; 95°C’de 1 dak, 42°C’de 1 dak, 72°C’de 1 dak (40 siklus)

SSA geni

Primer 1; 5’-TGGCGTGTCTATTGACAGCGAGC-3’

Primer 2; 5’~-CCTGCTGGGCATACTTCACCAG-3’
Kondisyon; 98°C’de 10 dak (1 siklus), 92°C’de 30 sn, 68°C’de 1 dak (37 siklus), 92°C’de
30 sn, 68°C’de 1 dak, 72°C’de 2 dak (6 siklus)

ureA Primer 1; 5>-GCCAATGGTAAATTAGTT-3’
Primer 2; 5’>-CTCCTTAATTGTTTTTAC-3’
Kondisyon; 94°C’de 1 dak, 45°C’de 1 dak, 72°C’de 1 dak (35 siklus)

Elde edilen PZR f{iriinleri 0.5 pg/ml. etidyum
bromit iceren % 2’lik agaroz jelde elektroforez
edildi. Ornekler, elektroforez sonrasi, jeller
goriintiileme sisteminde ultraviyole 1smlart ile
incelendi.

Caligma boyunca, DNA o6ziitlenmesi ve PZR
asamalarinda pozitif kontrol olarak H. pylori’nin
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referans susu (ATCC 43504) ve negative kontrol
olarak ise dH,O kullanildi. Bes farkli primer
¢iftinin her biri i¢gin PZR’mn deteksiyon limiti
referans susun once 10-kat ve daha sonra 2 kat
seri sulandirmalarinda elde edilen DNA’larin
PZR’a kosulmastyla elde edildi.



BULGULAR

H. pylori'nin  referans  susunun  seri
sulandirmalar1  ve farkli primer giftleriyle
gerceklestirilen PZR’larin  deteksiyon limitleri;
16S rRNA ve glmM gen bélgesine ait primerler
kullanildiginda 7 bakteri, SSA gen bdlgesine
uygun primerler kullanildiginda 10 bakteri,
random kromozom dizilimine &zgiil primerler
kullanildiginda 15 bakteri ve ureA gen bdolgesine
Ozgiil primerler kullanildiginda ise 20 bakteri
olarak tespit edildi.

Altmig bes klinik Orneklerden elde edilen
DNA’larla gergeklestirilen PZR sonucunda; 16S
rRNA gen Dbolgesine spesifik primerler
kullanilarak 16 (% 24.61), gImM gen boélgesine
ait primerler kullanilarak 15 (% 23.07), SSA gen
bolgesine uygun primerler kullanilarak 14 (%
21.53), random kromozom dizilimine &zgiil
primerler kullanilarak 10 (% 15.38) ve ureaz A
(ureA) gen bolgesine 6zgiil primerler kullanilarak
ise 7 (% 10.76) 6rnekte H. pylori DNA’s1 pozitif
olarak bulunmustur (Tablo 2).

Tablo 2. Farkli primer ciftleri ve klinik 6rneklerden
elde edilen DNA ile gerceklestirilen PZR sonuglari.

Primer PZR pozitif Doku érnekleri
ciftleri

Adenoid Tonsil  Toplam (n:65)

(n:19) (n:46)

16S rRNA 3 13 16 (% 24.61)
glmM 3 12 15 (% 23.07)
SSA gene 2 12 14 (% 21.53)
Random 1 9 10 (% 15.38)
ureA 1 6 7 (% 10.76)

TARTISMA

H. pylori toplumda en yaygin enfeksiyoz
etkenlerden birisidir. Ozellikle son yillarda halk
saglig1 problemi olarak kabul edilmeye baslayan
mide hastaliklarmin pek ¢ogunda H. pylori primer
etken olarak tespit edilmistir. H. pylori’nin
toplumda yiiksek siklikta goriilmesinde ve
yayginliginda oOnemli bir faktdr olarak kabul
edilen oral-oral bulagsmayla ilgili mevcut soru bu
bakterinin oral lokalizasyonunun ve kolonizas-
yonunun gercgeklestigi dokulardir (1, 2, 13).

Son yillarda yapilan bazi c¢alismalarinin
bulgulari 1g1ginda, adenoid ve tonsil dokularmin
bu bakteri i¢cin énemli bir kolonizasyon dokusu
olabilecegi kanaati gii¢ kazanmustir (7, 8). Ancak,
yine yapilan bazi g¢aligmalarda ise adenoid ve
tonsil dokularda H. pylori belirlenememistir ve bu
nedenle de bu dokularin H. pylori ig¢in bir
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kolonizasyon ve kaynak bolgesi olamayacagi
sonucu ¢ikartilmistir (9, 10). Mevcut ¢alismada,
PZR sonucglarina gore adenoid ve tonsil
dokularda yiiksek oranda H. pylori DNA’s1 tespit
edilmistir. Mevcut ¢alismanin verileri adenoid ve
tonsil dokularm H. pylori i¢in 6nemli bir kaynak
oldugunu destekler niteliktedir. Ancak, iki farklt
zamanda bu dokularin hastada alinmasi soz
konusu olamayacagindan, calismanin verilerine
gore  kolonizasyonla  ilgili  bir  kanaat
edinilememistir. Ayrica, bu ¢caligmada 6rneklenen
hastalarda mide problemleriyle ilgili sorular
sorulmus olmasina ragmen, hastalarin
midelerinde H. pylori’nin varligi ve hastalarda
gastroozefagial refleksle (GER) ile ilgili kesin bir
bilgiye sahip degiliz. Bu husus da caligmada
belirlenen  bakteri  genomunun  hastalarin
midelerinde GER ile bu dokulara gelen ve
ornekleme siirecinde gegici olarak bu dokularda
bulunana bakteriden kaynaklana bilecegi ile ilgili
spekiilasyonlarini akla getirebilmektedir.

PZR metodu ozellikle kiiltiirii zor mikro-
organizmalarin belirlenmesinde en ¢ok kullanilan,
standardize edildigi taktirde ise oldukc¢a duyarli
ve Ozgil olan bir metottur (4, 14, 15). Bu
metodun duyarliligini ve 6zgilliigiini belirleyen
en Onemli parametrelerden birisi metotta
kullanilan se¢ilmig primer ¢iftleridir (13, 15). H.
pylori'nin farkli klinik o6rneklerde belirlenmesi
amaciyla, mevcut g¢alismada kullanilan primer
ciftlerinin bireysel olarak kullanildigi ¢aligmalar
bildirilmistir (7, 16-19). Ancak, mevcut
bilgilerimize goére, bu primerlerin birlikte
kullanildig1 ve primer duyarliligina bakildig: bir
calismaya rastlanmistir (13). Belirtilen bu
calisgmada ise mide dokularinda H. pylori’nin
belirlenmesi amacglanmis ve c¢alisma sonucunda
ii¢ primer ¢iftinin (gImM, SSA ve 16S rRNA)
yiiksek duyarliliga sahip oldugu tespit edilmistir.
Aym  ¢alismada gImM  haricinde yiiksek
duyarliliga sahip diger SSA ve 16S rRNA
primerlerinin  6zgilliigli disiik bulunmustur.
Yapilan bu ¢alismada da 16S rRNA ve glmM
primerleriyle adenoid ve tonsil dokularinda
yiiksek oranda H. pylori DNA’sin1 belirlenmistir.
Ayrica, deteksiyon limiti caligma-larinda bu 2
primerin yiiksek deteksiyon limitine sahip
olduklar1 tespit edilmistir. Ancak, mevcut
caligmada kiiltiir ¢alismas1 yapilamadig i¢in PZR
sonuglari i¢in duyarlilik ve 6zgiilliik kiyaslamasi
yapmak s6z konusu olmamustir.

Mevcut ¢alismanin verilerine gore, adenoid
ve tonsil dokularin H. pylori i¢in 6nemli bir
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rezervuar dokusu olabilecegi diisiinmekteyiz ve
bu dokularda H. pylori’nin PZR ile belirlenmesi
amaciyla 16S rRNA ve glmM  primerlerinin
kullanilmasini 6nermekteyiz. Ancak, bu caligma
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