Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi 2016—2017 Dénem 2 SUNUM Prof. Dr. istar Dolapgi

Helicobacter ve Campylobacter

Prof. Dr. istar Dolapgi
ANKARA UNIVERSITESI TIP FAKULTESI
TIBBi MiKROBiYOLOJi AD

25 Kasim 2016

Ogrenim Amag ve Hedefleri:

Campylobacter ve Helicobacter tiirlerinin mikrobiyolojik 6zelliklerini tanimlama

insanlarda olusturduklari hastaliklarin patogenezlerini kavrama ve klinik gériinimleri
hakkinda fikir sahibi olma

Olusturduklari hastaliklarda hangi sistemlerin tutuldugunu, hangi klinik 6rneklerin alinacagini
ve nasll islenecegini bilme

Bu mikroorganizmalarin mikrobiyolojik 6zelliklerine dayanarak laboratuvartanilarini
koyabilme

Tedaviyi yonlendirecek bilgiye sahip olma

Epidemiyoloji hakkinda yorum yapabilme

Ders igerigi:

Campylobacter ve Helicobacter cinslerinin siniflandiriimasi
Campylobacter’lerin morfolojik 6zellikleri
Campylobacter tirlerinin iliskili olduklart klinik durumlar
Campylobacter enfeksiyonlarinda patogenez
Campylobacter enfeksiyonlarinin epidemiyolojisi
Campylobacter enfeksiyonlarininlaboratuvar tanisi
Campylobacter enfeksiyonlarinda korunma ve tedavi
Helicobacter pylori’nin yapisal 6zellikleri

Helicobacter pylori enfeksiyonlarinin patogenezi
Helicobacter pylori epidemiyolojisi

Helicobacter pylori'ye baglh klinik durumlar

Helicobacter pylori enfeksiyonlarinin laboratuvar tanisi
Helicobacter pylori.enfeksiyonlarinda korunma ve tedavi

Siniflandirma

Siniflandirilmalari ilk kesfedildikleri tarih olan 20. ylizyihin basindan bu yana defalarca degismistir.

Molekiler yontemlerin uygulanmaya baslamasiyla birlikte;

v
v

16S rRNA genlerinin analizi,
Hiicre duvar proteinlerinin yapisi,

v Biyokimyasal ézellikleri birlikte degerlendirilerek yeni bir taksonomi olusturulmustur.

Helicobacter ve Campylobacter;

v" Ayni rRNA siiperailesine aittirler.

v’ Spiral, Gram negatif comaklardir.
v" G+C/DNA oranlari diisiiktiir.
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v" Karbonhidratlari oksidize ya da fermente etmezler.
v Mikroaerofilik ortamda urerler.

Campylobacter spp.
Kiglk (0.2-0.5 x 0.5-5 mm), kama, S veya marti kanadi seklinde, oksidaz pozitif, gram negatif
basillerdir. Virgil seklinde olanlarda tek ucta bir adet; S seklindekilerde iki ucta birer adet bulunan
kirpigi ile COK HAREKETLI dir. Cok hizli, tribiison gibi hareket eder. Sporsuzdurlar. Gastroenterit ve
septisemiye yol agarlar.

Campylobacter jejuni; jejenum bdlgesini tutar. Gastroenteritlerin cogundan sorumlu olan tirdir.
AIDS’li olgularda bakteriyemi yapabilir.

Campylobacter coli; kolonda yerlesir. Gastroenteritlerin ~%2-5’inden sorumlu tutulur..Ozellikle
gelismekte olan llkelerde gastroenterit etkeni olarak izlenir.

Campylobacter upsaliensis; izolasyon besiyerlerinde kullanilan antibiyotikler tarafindan inhibe
edildigi icin gastroenteritlerin tam olarak ne kadarindan sorumlu eldugu bilinmemektedir (tahminen
~%10)

Campylobacter fetus; ilk olarak fotal enfeksiyonlarda izlendigi igin bu adi almistir.
Campylobacter’lere bagli sistemik enfeksiyonlar (bakteriyemi, menenjit, endokardit, septik artrit,
septik tromboflebit, septik abortus gibi) cogunlukla C.fetus ile izlenir.

Campylobacter lari; saghkli martilarda bulundugu'gosterilmistir. Cocuklarda tekrarlayan hafif ishal
olgularinda bulundugu bildirilmistir.

Gastroenterit etkeni olarak tanimlanmalari zaman almistir, clinkii mikroaerofiliktirler (oksijeni
azaltilmig ortam ister); %5-7 O,, %5-10 CO; iceren ortamda Urerler (anaerobik kavanoz). Kiigliktirler
(0.2-0.5 um). Campylobacter jejuni 42°C’de daha iyi trer. Diger enterik bakteriler 42°C’de
Ureyemediklerinden izolasyonu kolaylasir.

Antijenik yapi:
Tipik Gram negatif hlicre duvar yapisina sahiptirler (Dis membran, LPS, LOS). Major antijenleri dis

membrandakilipopolisakkarittir (endotoksin).

Patogenez:
Hastaligin.ortaya ¢ikisi enfeksiydz dozla dogrudan iliskilidir. Mikroorganizma gastrik asit tarafindan

olduralir. Gastrik asidi azaltan ya da etkisini notralize eden kosullar hastaligin olusmasina yardimci
olur (Alinan mikroorganizma miktarinin fazla olmasi ya da hangi gidalarla beraber alindigi gibi).
Hastanin bagisiklik durumu da hastaligin derecesi tizerine etkilidir, 6rnegin hipogamaglobilinemi’li
hastalarda C.jejuni enfeksiyonlari agir seyreder.

Mukozal ylzeylerde; (jejenum, ileum & kolon) Ulserasyon, enflamasyon, kanama vardir. Diskinin
makroskopik incelenmesinde kanl alanlar goze garpar, diskida kan hiicreleri gorulir. Bu bulgular
bakterinin invazyonuyla uyumludur. Ayrica; sitotoksin lrettigi de gosterilmistir (CDT: Cytolethal
distending toxin)

Komplikasyonlar:
C.jejuni ve C.upsaliensis’in Guillain-Barre sendromu ile iliskisi oldugu gosterilmistir. Periferal sinir

sisteminin otoimmiin bir hastaligidir; kaslarda simetrik zayiflik gelisimi ile karakterizedir; iyilesmesi
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haftalar, aylar siirer. Ozellikle C.jejuni serotip 0:19 ile baglantili bulunmustur. Yaygin degildir
(yaklasik 1/1000 olgu). Bakteri yiizey LPS ile periferik sinir doku arasindaki ¢capraz antijenik
reaksiyona bagli oldugu distnilmektedir.

Campylobacter enfeksiyonlarinin bir diger ge¢ komplikasyonu reaktif artrittir. Otoimmin
mekanizmalara baghdir. El, bilekler, dizlerde, bir haftadan birka¢ aya kadar stiren agrili eklem
sismeleri s6z konusudur. Diyarenin siddeti ile reaktif artrit gelisimi arasinda bir iliski yoktur. Ancak
HLA B17 doku tipi tasiyan kisilerde daha sik izlenmektedir.

C.jejuni, C.coli ve C.upsaliensis nadiren bakteriyemi nedeni olur (1.5/1000 diyareli olgu). C.fetus
Ozellikle immunsuprese bireylerde (AIDS, karaciger hastaligi, DM, kronik alkolizm, maligniteli
hastalar gibi) GIS’den kana gecerek bakteriyemi yapma egilimindedir.

invitro calismalarda diger Campylobacterler kolayca éldiiriiliirken C.fetus ‘un serumda kompleman
ve antikor bagiml 6ldiirme mekanizmalarindan kagtigi gosterilmistir.

C.fetus’un ylzeyi digerlerinden farkhdir; mikrokapsil veya S tabakasi olarak tanimlananisiya
dayanikli, kapsiil benzeri bir protein yapisinda antijen ile kaphdir. Bu tabaka bakteri ylizeyine
C3b’nin baglanmasini dnler, takip eden kompleman aracili 6ldiirme gergeklesemez. S tabakasi
¢ikarilinca bakterinin virtilansini kaybettigi gosterilmistir.

Epidemiyoloji:

ZOONOZdur. Taslyici hayvanlar gesitlidir (koyun, sigir, kegi, domuz, kdpek). Besi hayvanlarinda
normal flora elemani gibi davranir. C.upsaliensis i¢in temel sorumlu evcil képeklerdir. Hastalik sicak
aylarda daha yaygin olmakla birlikte tiim yil boyunca gorilebilir. Gida & iceceklerle oral yoldan ya
da enfekte hayvan / Urlinleriyle temas ile alinir (pastorize olmamis siit, iyi pismemis et, yumurta
ile). Kontamine gidalarda renk, koku, tat degisikligi yoktur. insandan insana fekal-oral bulas
gorilebilse de; gida sektoriinde ¢alisanlarin.ellerinden bulas yaygin degildir. Stt gibi mide asidini
notralize eden gidalar ile alinmalari, gerekli enfeksiyz dozu belirgin oranda azaltir. Enfeksiyon
olusturmak icin en az 10* bakteri gereklidir.

Klinik:

C,jejuni, C.coli ve C.upsaliensis akut enterit tablosuna yol acgarlar. Diyare, ates, kramp tarzi ciddi
abdominal agrrizlenir. inkubasyon 1-7 giin siirer. Diski kanli olabilir. Klinik tablo genellikle kendini
sinirlar. Semptomlar bir hafta ya da daha uzun sirebilir. Karin agrisi akut apandisiti taklit edebilir.
Bagisikhigi baskilanmis olanlarda bakteriyemi gorilebilir (6zellikle C.fetus a bagh).

Laboratuvar tani:
Laboratuvar.tani amaciyla kullanilabilecek klinik materyal diski 6rnegidir.

MiKROSKOPI
Diskinin Gram boyasinda tipik “marti kanadi” gériinim izlenebilir. Cok ince olduklarindan kolay
gorinmezler. Diski alindiktan sonraki ilk 2 saat icinde yapilacak olan karanlik alan ya da faz kontrast

mikroskopi incelemelerinde mikroorganizmanin tipik “sigrayici” hareketi (sise mantari) izlenebilir.

KOLTOR
Besiyeri ve iireme kosullari diger ishal etkenlerinden farkhlik gésterir! Secici besiyerine ekilmelidir.
Uygun inkubasyon sarttir. Mikroaerofilik ortam gerekir. iki adet besiyerine ekim énerilir; biri 37°C;
digeri 42°C’ye kaldirilir. Besiyeri toksik oksijen radikallerini uzaklastirabilmek icin kan ya da kémur
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icermelidir. Diger mikroorganizmalarin Gremesini baskilamak icin antibiyotik konulmalidir
(vankomisin, polimiksin B, trimetoprim, novobiyosin, basitrasin, kolistin, sikloheksimid, sefalosporin
gibi).

C.jejuni / C.coli ; Modifiye Skirrow by, Campy BAP by, kan icermeyen kémir temelli by; 42°C; 72 saat
C.fetus /C.upsaliensis ; Modifiye Skirrow by, kan icermeyen kémur temelli by; 37°C; 72 saat — 7 giin

Skirrow besiyeri; Vankomisin, Polimiksin B, Trimetoprim igerir.

Kullanilan antibiyotiklerin cogu C.upsaliensis’i baskilar ® . C.fetus Uretilmek isteniliyorsa besiyeri
sefalosporin icermemeli ve 37°C’'de inkiibe edilmelidir. Campylobacterler yavas treyen
mikroorganizmalardir. En az 48—-72 saat inkubasyona ihtiyac¢ duyarlar. Kolonileri gri, beyaz, yassi,
mukoid gortintimlidir

izolasyon;

Mikroorganizmanin kiicik boyutu diski 6rneginden filtrasyonla izolasyon:.sansini arttirir. Diger
bakteriler gecemezken Campylobacterler 0.45 um capli filtrelerden gegebilirler (0:65-0.45 um caph
filtreler diski florasini tutar). Diski boyle filtrelerden stziildikten sonra ¢cukulata agar gibi secici
olmayan bir besiyerine bile ekim yapilirsa izolasyon sansi artar, ancak; pratik degildir. izolasyon; klinik
on tani, 6zel kosullar altinda Gremesi, tipik mikroskopik morfolojisi, pozitif oksidaz ve katalaz
testlerine dayanir. Karbonhidratlari oksidize ya da fermente etmezler. ileri mikrobiyolojik
identifikasyon testlerine basvurulabilir.

Tedavi:

Sivi-elektrolit replasmani yapilmalidir. Eger; yiiksek ates, kanli ishal, glinde 10’dan fazla digkilama, bir
haftadan uzun siireli klinik tablo varsa; antibimikrobiyal tedavi verilmelidir. Enterit tablosunda ilk
secenek eritromisindir. Standardize yontem olmadigi icin rutin antimikrobiyal duyarlilik testi
uygulanmaz. Diger segenekler; tetrasiklin ve florokinolonlardir. Ancak florokinolonlara direng gittikce
artmaktadir. izolatlarin ¢ogu penisilin, sefalosporin ve sulfonamidlere direnglidir. Sistemik
enfeksiyonlarda; aminoglikozid, kloramfenikol, imipenem verilir.

Korunma:

Asisi yoktur. Gidalarin hazirlanmasinda sanitasyon kurallarina dikkat edilmelidir. Hayvan kaynakl
gidalariniyi pisirilmesi gerekir. Pastorize edilmemis Grln tiiketiminden kaginilmahdir. Sularin
dezenfeksiyonu icin kullanilan miktardaki klordan etkilenirler; uygun klorlamaya dikkat edilmelidir.

Helicobacter pylori
Dogal ortami insan gastrik mukozasidir. Bulas yolu tam olarak bilinmemektedir. Feges & dis
plaklarindan izole edilebilir; gida ve su yoluyla oral olarak bulastigina inanilmaktadir. Mide mukus
tabakasi icinde yasar, epiteli invaze etmez.
Sarmal goriinimli, gram negatif basildir. Dokuda spiral; kiltlrlerde basil veya kivrik kokumsu
gorinimdedir.
Gastrit, duodenal Ulser, gastrik Ulser, gastrik adenokarsinoma, gastrik MALT B hiicreli lenfoma
olusumlariile iliskilidir.
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Yapisal ozellikler:
Bir ucundaki ¢cok sayida (4-6 adet kilifli) kirpik ile aktif hareketlidir; hareketi triblisona benzer. Kuvvetli
iireaz Uretir, bu 6zelliginden hizli tanida yararlanilir. Mide asiditesinde yasamini devam

ettirebilmesinde (asiditeden kagmasinda) bu iki 6zellikgi 6nemlidir.

Katalaz & oksidaz pozitifdir. Karbonhidrat oksidasyonu ya da fermentasyonu yapmaz. Aminoasitleri
fermentatif olarak metabolize eder. Kan, serum, kdmir tozu, nisasta, yumurta sarisi ilave edilmis
zengin besiyerinde, mikroaerofilik ortamda, en iyi %98 nemli & %5-10 CO,’li ortamda, 30-37°C’de, 3-6
giinde Urer. Uremesi zor oldugundan tani dogrulamasinda kiiltiir disi teknikler kullanilr.

Patoloji / Patogenez:

Oral yolla bulasir. Tedavi edilmeyen kisilerde midede hayat boyu kolonize olarak kalabilir. Mide
asiditesinde (limende) yasayamaz, en iyi pH 7.0 — 8.0’da lrer. Midede mukus tabakasinin
derinlerinde; epitelial ylizeye yakin bulunur. Gastrik mukus, asit gecisine izin vermeyerek tampon
gorevi yapar (Mukus tabakasinin;limen tarafinda pH 1.0 — 2.0, epitelial tarafta pH 7.4"ddr).
Baslangigta Kolonizasyon; Asit inhibitor protein ile mide parietal hiicrelerinin asit sekresyonunu
engeller. Ureaz aktivitesi ile; amonyak olusturarak mide asidini pargalar. Ureaz enzimiyle agiga ¢ikan
amonyak bakteriyi sararak gastrik asidin lokal nétralizasyonunu saglar.
Sonrasinda, Midenin Alt Tabakalarina inis; Hareketli olmasi; epitelyal yiizeye ulasmasini saglar.
Adezyon 6zelligi; mide epiteline hiicre duvar LPS’leri ve pilileri ile tutunur.
Sonrasinda, Lokalize Doku Hasari; Ureaz aktivitesi sonucu olusan amonyak mide epitel hiicreleri igin
toksiktir, hlicreler arasi tutunmayi azaltir ve etkenin salgiladig sitotoksinlerin etkisini artirir. Misinaz
enzimi ve fosfolipazlar; gastrik mukusu parcalar. Vakuol olusturucu sitotoksin A (VacA); epitel
hiicrelerinde vakuol olusturur. Sitotoksin=iliskili gen (cagA); bir diger dnemli virilans faktoridir; Tip
IV sekresyon sistemini kodlar. Bu sistem CagA proteinini hiicre igine enjekte eder, bu protein normal
epitel hiicrelerinin iskelet yapisina girerek bozar.

e Duodenal Ulserlerin ~%95’inden;

o Gastrik Ulserlerin ise. ~ %85’inden H.pylori sorumludur

Epidemiyoloji:

H.pylori igin dogal rezervuar insanlardir. Fekal-oral / Oral-oral bulasir. Dis plaklarinin H.pylori igin
rezervuar olduguna dikkat cekilmektedir. iyice temizlenmemis endoskoplar ile de insandan insana
gecis olmaktadir. Aile.ici enfeksiyonlar gorilebildigi icin H.pylori’'nin insandan insana bulasi muhtemel
gorinmektedir. Asi gelistirme galismalari devam etmektedir.

Klinik:

Gastritin akut fazinda, doygunluk hissi, bulanti & kusma ile seyreden (st GIS enfeksiyonu yapar. Akut
enfeksiyon 1-2 hafta sirer. Ancak genetik olarak duyarl kisilerde zamanla kronik gastrit gelisir. Kronik
gastrit sonunda, normal gastrik mukoza intestinal tip epitel proliferasyonu ve fibrozis ile iyilesir. Bu
durum hastanin gastrik kanser riskini, H.pylori susuna ve konak immuin yanitina bagh olarak yaklasik
100 kat arttirir. cagA pozitif suslar ve yiksek diizey IL-1 tretimi, yliksek kanser gelisim riski ile iliskili
bulunmustur.
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Laboratuvar Tani:
INVAZIV YONTEMLER
Ornek, endoskopla alinan biyopsi materyalidir. Bu materyalden boya, kiiltiir, lireaz testi ve molekiiler

yontemler galisilir.

NON-INVAZIV YONTEMLER
Ure solunum testi, serolojik testler ve diski ve mide sivisinda da H.pylori DNA’si aranmasi temeline
dayanan molekiler yéntemler (PCR) bu grupta yer alir.

Mikroskopi:

Gastrik biyopsi 6rnegi histolojik olarak incelenir. Hematoksilen-eozin ya da Gram boyama ile
mikroorganizma gorilebilse de en duyarlisi; Warthin-Starry giimiisleme yontemidir. Yéntemin
duyarhlik ve 6zgiilliigii %100’e yakindir. Tanida “altin standart” olarak kabul edilebilir ancak; INVAZiV
bir yontemdir! Diskinin mikroskopik incelemesi gecerli bir yontem degildir!

Antijen Saptanmasi (Ureaz Testi / Biyopsi materyalinde):

Biyopsi materyali, lire ve renk indikatori iceren bir besiyerine’konur. Christensen besiyeri ve Stuart
Ure testi solisyonu (%10 Ure + %1 fenol kirmizisi sollisyonu) bu amacla uygun besiyerleridir. Materyal
H.pylori iceriyorsa; bakterinin tGreaz enzimi besiyerindeki Ureyi hizla (1 saat icinde) pargalar, pH
degisikligi nedeniyle indikator renk degistirir. (Y.enterocolitica ve P.vulgaris de lireaz yapar ancak testi
12 saatte pozitiflestirirler) Testin duyarhhg %75=95 arasindadir ancak 6zgilligl %100 olarak kabul
edilmektedir. Pozitif sonug aktif enfeksiyon lehinedir. Dezavantaji, biyopsi materyali gerektirmesidir!
Mikroskopi gibi ®

Ure Solunum Testi (Non-invaziv):

Benzer bir test in vivo olarak yapilir: Hastaya oral yoldan radyoaktif isaretli (*3C / **C) ure verilir.
Hastada H.pylori varsa lireaz aktivitesine bagli olarak 1 saat icinde hastanin g¢ikardigi havada isaretli
CO, saptanir. (Ure—» Amonyak +su + CO,) Duyarhlik ve 6zgilliigii %90-100 arasindadir.
Dezavantaji; pahali.olmasidir; ekipman gerektirir.

Antijen saptanmasi (Diskida):

Digkida ELISA ydntemiyle H.pylori antijenleri aranir. Ozgiilliik ve duyarhlik %95 kabul edilir. Yéntemin
uygulamasi kolayve ucuzdur. DISKIDAN KULTUR BASARISIZ! Diskida antijen saptanmasi hem
enfeksiyon tanisi hem de tedavi basarisinin takibi amaciyla yaygin olarak kullaniimaktadir.

Niikleik asit temelli testler:
Arastirma laboratuvarlariyla sinirlidir. Klinik tani amaciyla kullaniimamaktadirlar.

Kiiltar:

En glvenilir tani yontemidir. Antibiyograma da izin verir, ancak; bakteri zor Urer, cevre sartlarindan
¢abuk etkilenir, izolasyon ve identifikasyon zaman alir. Sonug olarak kiiltiirde (ireme yoksa, H.pylori
yoktur demek dogru degildir!

Mikroaerofilik atmosfer kosullarinda, zengin besiyerinde (bakteriyi serbest oksijen radikalleri,
hidrojen peroksit ve yag asitlerinden korumak icin; kan, hemin, kémr iceren besiyerlerinde)
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uretilebilir. Ornek gastrik mukozal biyopsi 6rnegidir, invaziv 6rneklerdir. Diskida canli olarak ya da
kanda bulunmaz.

Biyopsi 6rnegi; cukulata agar ya da %5 koyun kanl Brucella agar gibi secici olmayan bir besiyerine ya
da Skirrow besiyeri ya da Modifiye Thayer Martin besiyeri gibi segici bir besiyerine ekilebilir. 1-2 mm
capinda 15181 geciren koloniler olusturur.

identifikasyon; Gireme 6zellikleri, tipik mikroskopik gériiniim ve oksidaz, katalaz & iireaz
aktivitelerinin varhg ile yapilir.

Seroloji:
IgM erken dénemde belirir, sonra kaybolur. IgG ve IgA, IgM’in hemen arkasindan belirir ve aylar /
yillarca kalirlar; ancak koruyucu degeri yoktur.

Bagisiklik:

Antikor saptanmasi tek basina yeni enfeksiyon tanisi koyduramaz. Taniyi dogrulama amaciyla
kullanilabilir. Antikor titresinin hastaligin siddeti ya da tedaviye yanitlailigkisi yoktur. Seroloji
epidemiyolojik ¢alismalar icin yararh bir veridir.

Tedavi / Korunma:
14 giin (2 hafta) sure ile kombine tedavi uygulanir:
1. Bir B-laktam antibiyotik (6rn.Amoksisilin)
2. Bir makrolid antibiyotik (6rn.Klaritromisin)
0 Amag: H.pylori eradikasyonu
3. Proton pompa inhibitorleri (lansoprazol, omeprazol gibi)
O Asit salgisini inhibe eder, pH’yi.arttirirlar
O Amag: Ulser tedavisi
H.pylori kalmadi diyebilmek icin; 4:hafta sonra alinan doku 6rnekleri incelenmelidir.
Eradikasyon saglanamazsa.dortli tedavi:
1. Lansoprazol,
2. Bizmut sitrat,
B Ulser tabanindaki proteinli eksuda ile birleserek koruyucu bir tabaka
olusturur
3. Tetrasiklin ve
4. Metronidazol
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