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KEDIi VE KOPEKLERDE HELICOBACTER PYLORFNIN DOT-IMMUNOBINDING
ASSAY VE POLIMERAZ ZINCiR REAKSIYONU ILE TESHiSI*

Dilek Ozturk1 @ Osman Erganig?2

Detection of Helicobacter pylori by Dot-Immunobinding Assay and Polymerase
Chain Reaction in Cats and Dogs

Ozet: Bu galigma ile kedi ve kdpeklerin mide mukoza dreklerinde Helicobacter pylorinin kltir, mikroskopi, direk
Ureaz testi, Dot-Immunobinding Assay (DIA) ve Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) ile teghisi amaglandi. Bu amagla
endoskop yardimiyla 41 kdpegin antrum ve ayni kdpeklerin 40'inin korpus ve kardiasindan biyopsi 6rnegi, nekropsi ile
9 kdpek ve 2 kedi midesinin antrum, korpus ve kardiasindan mukoza érnekleri alindi. Ayrica DIA testi igin 39 kdpekten
kan ornekleri alindi. Kedi ve képeklerden alinan 154 mide mukoza drneginden H. pylori veya diger Helicobacter tirleri
izole edilemedi. Ancak érneklerin 59'u (% 38) direk Ureaz testi ile Helicobacter turleri ydninden pozitif bulundu. DIA
ile incelenen 39 kdpek serum Orneginin timl Helicobacter spp. antikorlan ydninden pozitif bulundu. PZR ile in-
celenen 148 kopek ve 6 kedi mide mukoza &rneginden, sadece bir kdpege ait mide korpusunda H. pylori pozitifligi
saptandi. Sonug olarak bu galigma ile, kedi ve kdpeklerde gastrik Helicobacter spp. tirlerinin bulunabilecegi, ancak
bunlann gogunlukla kiltire edilemeyen Helicobacter tiirleri olabilecegi kanisina varildi.

Anahtar Kelimeler: Helicobacter pylori, kedi, kdpek, Polimeraz Zincir Reaksiyonu, Dot-lmmunobinding Assay.

Summary: By this study, the presence of H. pyloriin the gastric mucosa samples of cats and dogs were investigated
by culture, microscopy, direct urease test, Dot-Immunobinding Assay (DIA) and Polymerase Chain Reaction (PCR).
For this reason, biopsy samples from antrum of 41 dogs and from corpus and cardia of 40 dogs by endoscopy and
from antrum, corpus, cardia of 9 dogs and 2 cats by necropsy were taken three times. Blood samples from the 39
dogs were taken for serological examination by DIA test. Neither H. pylori nor any other Helicobacter spp. could be
isolated from the animals used in the study. Positivity for Helicobacter spp. by the direct urease test were found in 59
(38 %) of 154 gastric mucosa samples. All serum samples of dogs were found to be positive by DIA. Mucosa samples
of the dogs (n=148) and cats (n=6) were analysed using CAM-2 and CAM-4 primers by PCR, and produced only one
positive result from a dog corpus. In conclusion, this study reports that the gastric Helicobacter spp. which can be
strains that cannot be cultured found in the stomach of dogs and cats.

Key words: Helicobacter pylori, cat, dog, Polymerase Chain Reaction, Dot-Immunobinding Assay.

Girig 1996: Cattoli ve ark., 1999; Melito ve ark., 2001).

Helicobacter turleri, insan ve gesitli hayvanlarin
sindirim sistemine yerlesen spiral sekili mik-
roorganizmalardir (Yildinm, 1996; Diker, 1997; Fox
ve Lee, 1997). Bu mikroorganizmalar insanlarda
gastritis, peptik Glser ve mide adenokarsinomunun
nedeni olarak goésteriimistir (Tytgat ve ark., 1991;
Strauss-Ayali ve Simpson, 1999). Insanlarda He-
licobacter pylori ile gastrik hastaliklar arasindaki ilig-
kinin belirlenmesi sonucu, benzer mikroaerofilik mik-
roorganizmalar hayvanlarda da arastinimig ve
hayvanlarda Helicobacter cinsi iginde birgok mik-
roorganizma tard tammlanmistir (Eaton ve ark.,

GunOmize kadar insan ve hayvanlarda 29 He-
licobacter turl belirenmistir (Melito ve ark., 2001,
Gueneau ve Goer, 2002). Képek midesinde bulunan
Helicobacter turleri, H. felis, H. heilmannii (Gast-
rospirillum hominis), H. bizzozeronii, H. bilis ve Fle-
xispira rappini, H.salomonis, kedilerde ise; H. felis,
H. pylori ve H. heilmannii olarak bildirilmistir (Eaton
ve ark., 1996; Simpson ve Burrows, 1997; Jalava ve
ark., 1998). H. pylori nin saglikh ve enfekte ko-
peklerden izole edilemedigi (Jalava ve ark., 1998;
Cattoli ve ark., 1999; Strauss-Ayali ve ark., 1999),
ancak deneysel olarak enfekte edilen kdpeklerden
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izole edilebildigi bildirilmigtir (Rossi ve ark., 1999).
Insanlardaki 6nemi bilinmesine ragmen, kedi ve ké-
peklerde Helicobacter tirleri ile gastrik hastalikiar
arasindaki iligki hakkinda yeterli bilgi bu-
lunmamaktadir.

H. pylori digki, salya, dental plak ve sudan izole
edilmis, bulagmanin fekal-oral, oral-oral yolla oldugu
ve bu nedenle zoonoz olabilecedi digundimigtir
(Dolar ve ark., 1992; Hulten ve ark., 1996; Li ve ark.,
1996; Jenkins ve Basset, 1997; Malathy ve ark.,
2000; Park ve ark., 2001). Bununla birlikte H. pylo-
rinin kedi ve képek gibi hayvanlardan insanlara nasil
bulagtidi heniiz kesinlik kazanmamistir (El-Zaatari ve
ark., 1997; Jenkins ve Basset, 1997; Vandenplass,
1999).

Bu ¢aligma ile kedi ve kopeklerin antrum, kor-
pus ve kardia mide mukozalanndan kuitir, mik-
roskopi, direk Ureaz testi ve Polimeraz Zincir Re-
aksiyonu (PZR) ile H. pylorinin izolasyonu ve kdpek
kan serumlarindan da Dot-Immunobinding Assay
(DIA) ile H. pyloriye kargl olusan antikorlann tesbit
edilmesi amaglanmigtir.

Materyal ve Metot

Materyal: Caligma materyalini 50 sokak kopegi
ve 2 sokak kedisi olugturdu. Endoskop yardimiyla 41
kdpegin antrum ve ayni képeklerin 40'inin korpus ve
kardiasindan biyopsi érnedi, nekropsi ile de 9 kdpek
ve 2 kedinin midesinin antrum, korpus ve Kkar-
diasindan mide mukoza &rnekleri alindi. DIA igin 39
képekten kan alindi (Tablo 1). H. pyloriye kargi an-
tiserum hazirlanmasinda yetiskin Yeni Zelanda irki 5
beyaz tavgan kullanildi. Antijen hazirlanmasinda ve
testlerde pozitif kontrol olarak H. pylori ATCC 11637
sugu kullaniidi.

Kan: Anestezi éncesi kopeklerden kan érnekleri
alinarak, serumlan g¢ikanldi ve serumlar kul-
lanilincaya kadar —20°C'de muhafaza edildi.

Endoskopi: Endoskopi éncesi kedi ve kbpekler
bir glin ag birakildi. Biyopsi émeklerinin alinmasinda
Olympus GIF/CFAF TYPE E (Olympus Optical Co.,
Japonya) begeri endikasyon amagl endoskop kul-
lanildi. Hayvanlann midelerinin antrum, korpus ve

kardia bolgelerinden J'er érek alindi. Omeklerden
biri PZR’'da kullaniimak (izere fizyolojik tuzlu su ige-
ren ependorf tiplerine konarak —80°C’' de muhafaza
edildi. Diger 6rekler ise gabuk Ureaz testi igin Ureli
buyyona ve ekim igin brain heart infusion broth
(BHIB)'a konuldu. Nekropsi ile alinan mideler steril
pens ve makaslar yardimiyla agildi. Steril distile su
ile yikanarak mide igerigi uzaklastinidi ve midenin
antrum, korpus ve kardia bélgelerinden 3'er 6rek
ayni iglemler igin alindi.

Direk Ureaz Testi: Son konsantrasyonu % 0.01
olacak gekilde fenol kirmizisi ilave edilmis % 10’luk
ureli buyyon igine mide 6rnekleri konuldu. Oda Isi-
sinda 15-30 dakika icinde saridan pembeye renk de-
gisikligi “pozitif”, rengin degigsmemesi “negatif” olarak
degerlendirildi (Happonen, 1999; Jalava, 1999; Er-
deger ve ark., 2001).

Direk Mikroskobik Muayene: Kedi ve ké-
peklerden alinan mide érneklerinden froti yapilarak
alkolle tespit edildi ve Gram ydntemi ile boyand.
Preparatlarda 1g1k mikroskobu (X1000) ile spiral ve
Gram negatif bakteriler aragtinidi (Happonen, 1999).

Gastrik Helicobacter Turlerinin |zolasyonu:
BHIB igine alinan dreklerin, taze hazirlanmig %7
defibrine at kanh skirrow supplementli blood agar
base (Oxoid), brain-heart Infusion agar (Oxoid) ve
Colombia agar (Oxoid)' a ekimleri yapildi. Petriler
anaerobik (Anaerobik Gas Generating Kit, Oxoid BR
38) ve mikroaerofilik (Campygen, Oxoid CN 025) or-
tamlarda katalizatér bulunmayan jar igerisinde 37°C’
de 8-12 gln inkibasyona birakildi (Happonen ve
ark., 1998; Jalava, 1999). Ureyen bakterilerin koloni
morfolojileri Helicobacter spp. yéninden incelendi.
Supheli koloniler Gram ydntemi ile boyandi. Gram
negatif spiral bakterilerin gbézlendidi kolonilerden
supplementli ve at kanli BHIA'a pasaj yapilarak
37°C’ de 6-10 gin inkibe edildi. Ureyen bakterilerin
biyokimyasal testleri (oksidaz, katalaz ve Ureaz) ya-
pildi (Happonen ve ark., 1998; Jalava ve ark., 1999;
Bulut ve ark., 2001).

Hiperimmun Serum Hazirlanmasi: H pylori
ATCC 11637 susu antijen kaynad: olarak kullanildi.
Bakteri %7 defibrine at kanh ve Skirrow supp-

Tablo 1. Kedi ve kdpeklerden endoskopi ve nekropsi ile alinan mide mukoza ve kan dmekleri

Endoskopi Nekropsi
Kan Antrum Korpus Kardia Antrum Korpus Kardia
Képek 39 41 40 40 9 9 9
Kedi - - - - 2 2 2

Toplam 39 a1 40 40

1 1" 11
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lementli kanh agara ekilip 37°C'de 4 gin inkiibe
edildi. Ureyen koloniler fosfat buffer solisyonu
(PBS) igeren tiplere toplanarak santrif(j edildi. Top-
lanan bakteriler 3 kez PBS ile yikandi. Igerisine %
0.3 olacak sekilde formol ilave edildi. Bakteri yo-
gunlugu McFarland No:7'ye gbre ayarlandi (Poxton
ve Blackwell, 1986).

Yeni Zelanda tavsanlaninin kanlan alnip se-
rumilan gikarldi ve H. pylorlye kargi antikor olup ol-
madi§: lam aglitinasyon testi (LAT) ve mikro serum
aglitinasyon testi (mSAT) ile kontrol edildi. Ha-
zirlanan antijen, tavsanlara kulak venasindan damar
i¢i yolla S5’er gin aralikla 0.5 ml, 1 ml, 1.5 ml, 2 ml, 4
ml ve 5 mi dozlarinda 6 hafta streyle verildi. Son en-
jeksiyondan 10 glin sonra kanlan alinarak serumlari
cikartildi, LAT ile pozitif serumlarin 1/10, 1/20, 1/
40......1/5120, 1/10240 olacak sekilde iki kath su-
landirmalan yapildi ve mSAT ile antikor titreleri &l-
¢lldi (Drasser, 1986).

Dot Immunobinding Assay (DIA): H. pylori
ATCC 11637 susu %7 defibrine at kanli ve selektif
supplementli BHIA'da 4 gin inklbe edilerek Gretildi.
Ureyen koloniler PBS iginde toplanarak santrif(j edil-
di ve 3 kez PBS'le yikanarak antijen konsantrasyonu
1x107 (Total Protein degeri 0.37g/ml) olacak gekilde
ayarlandi. Bakteri sispansiyonuna % 0.3 olacak ge-
kilde formol ilave edildi ve 2500 rpm'de 45 dakika
santrifllj edildi. Santriflj sonras! Ust sivi antijen ola-
rak kullanildi (Erganis ve ark., 2002). Antijen, an-
tiserum ve konjugatin (rabbit anti-dog IgG) optimal
sulandirmalannin  standardizasyonu yapildi. Tav-
sanlarda hazirlanan antiserumun DIA ile en ylksek
dilisyonu 1/12800 olarak belirlendi. Kati faz olarak
0.22 um pora sahip Nitrosellloz membran (NCM)
(0.75 x 0.75) kullaniidi. NCM'ler distile su ile yikandi
ve oda sicaklijinda kurutuldu. PBS ile 1/6400 ora-
ninda sulandinlan antijen NCM'nin ortasina 1ul dam-
latildi ve oda isisinda kurutuldu. Nonspesifik bag-
lanmalar % 5 sit tozu ilave edilmig, % 0.005 Tween
20 igeren phosphate buffer solisyonu (PBS-T) ile
oda sisinda 1 saat tutularak engellenmeye caligildi.
Daha sonra 3 kez PBS-T ile yikandi. Oda isisinda
Kurutulduktan sonra (zerine PBS-T ile 1/100 ora-
ninda sulandinimig test serumlari 1l olacak gekilde
damlatiidi. Her test igin pozitif ve negatif kontroller
kullanildi. 37°C' de 30 dakika inkibe edildikten sonra
NCM' ler 5 kez PBS-T (her yikamada 10 dakika) ile
yikandi. NCM oda isisinda kurutuldu (Erganis ve
ark., 2002), PBS-T ile 1/6000 oraninda sulandirilan
konjugat (Alkalen fosfataz, anti-dog IgG, Sigma, A-
6042) ilave edilerek 37 °C'de 30 dakika inkibe edil-
di. PBS-T ile 5 kez yikandi ve (zerine taze ha-
zilanmig  substrat olarak  5-bromo-4-chioro-3-
indolylphosphate/nitroblue tetrazolium, Sigma, B-
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5655) ilave edildi. Oda isisinda karanlik yerde 20 da-
kika bekletilen substrat ilave ediimig NCM'lerde renk
degisimi gozlendi. Membranlar stop solGsyonu ile yi-
kanarak reaksiyon durduruldu. Mavi-mor renk ge-
lismesi “pozitif” olarak degerlendirildi (Folitse ve ark.,
1998).

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR): Mide mu-
koza dmekleri derin dondurucudan ¢ikanidi ve ¢oz-
daralip yeni ependorf tiplerine alindi. Omekler (ze-
rine 200ul lizis buffer konuldu. 56°C' de 3 saat
bekletildi. Daha sonra Gzerine 200ul
fenol:kloroform:isoamilalkol (25:24:1) (Sigma, P-
3803) ilave edildi ve 4°C 14000 rpm'de 10 dakika
santrifijj edildi. Bu iglem iki kez tekrar edildi. Ust
kisim bagka bir tipe alindi. 1:10 hacimde 3 M sod-
yum asetat ve 2,5 kati etanol ilave edildi. Tapler —
80°C’ de en az bir saat bekletildi ve 14000 rpm’de
20 dakika 4°C’ de santrifij edilerek st kisim atildr.
Uzerine 500 pl %70'lik soguk etanol ilave edildi ve
tekrar 4°C ve 14000 rpm’ de 15 dakika santrif(ij edil-
di. Dipteki DNA peleti iyice kuruyana kadar 37°C'de
bekletildi. DNA peleti (zerine 50ul ultra saf su ilave
edildi ve DNA extraksiyonlan PZR yapilana kadar -
20°C'de muhafaza edildi (Valentine ve ark., 1991;
Bulut ve ark., 2001). Amplifikasyon her bir oli-
gonikleotid primerinden (CAM-2 (5'-TAA CAA ACC
GAT AAT GGC GC-3') ve CAM-4 (5'-CAT CTT GTT
AGA GGG ATT GG-3') 0.5uM igeren 40ul PZR ka-
ngiminda uygulandi. PZR kangimi olarak Sul 10X
tepkime tamponundan (10mM Tris-HCI (pH:9.0),
50mM KCI, 2,5mM MgCl2, %0.1 Triton X-100), 1pul
her bir primerden (0.5uM), 28.7ul steril distile su,
0.3ul Taq DNA Polimeraz (5U/ pl), 4ul dNTP
(250uM) ve 10pul kalip DNA kullanildi. Bu karngimin
Uzerine 2 damla mineral yag birakilarak 1s1 déngt ci-
hazinda, her dongisii 95°C'de 1 dakika, 42°C'de 30
saniye ve 72°C'de 1 dakikalik adimlardan olusan 40
dongulik bir tepkimede gogaltildi. Daha sonra PZR
drtnleri 0.5ug/ml ethidyum bromid ve %2'lik agaroz
iceren jel ortaminda elektroforez edildi. Marker ola-
rak 100 bp’lik marker kullanildi. Pozitif kontrol olarak
H. pylori ATCC 11637 susu ilave edilmis mide do-
kusunun ekstraksiyonu (doku+bakteri) veya saf bak-
teri ekstraksiyonu kullaniidi. 203 bp blyUkligindeki
bantlar pozitif olarak degerlendirildi (Valentine ve
ark., 1991).

Bulgular

Kedi ve képek mide mukozalarindan alinan 154
ormegin klltarinde Ureme tespit edilmedi. Kdpek mi-
delerinden hazidanan ve Gram boyama yapilan 148
sirme preparatin 145'inde kisa veya uzun, gevsek
veya sik spiral bakteriler gbzlendi (Tablo 2). Ko-
peklerin 3'Gnde 10-12 kivnmli uzun spiraller dikkati
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Tablo 2. Kedi ve kdpeklerde mikroskobik inceleme (Gram boyama) ve direk (reaz test sonuglan

Mide bolgesi ~ Materyal *Mikroskobik inceleme **Direk treaz testi
sayisi (Gram boyama)

Kopek Kedi Kopek Kedi Kdpek Kedi

Pozitif Negatif Pozitif Negatif (%) (%)
Antrum 50 2 49 1 2 0 24(%48)  2(%100)
Korpus 49 2 48 1 2 0 17(%35)  2(%100)
Kardia 49 2 48 1 2 0 12(%24)  2(%100)
Toplam 148 6 145 1 8 0 53(%35)  6(%100)

* Gram boyama ile spiral mikroorganizmalann gbzlendigi mide mukozasi dmek sayis)
** Ureli buyyonda 30 dakika iginde renk degisiminin tespit edildigi mek sayisi

Tablo 3. Helicobacter tirlerinin kiitir, direk Greaz testi, mikroskobik muayene, DIA ve PZR sonuglannin kargilagtinimasi.

Materyal sayisi Pozitif (%) Negatif (%)

Kopek  Kedi Kopek Kedi Kopek Kedi
Kaltir 148 6 - . 148 6(%100)
Direk Greaz test 148 6 53 (%36) 6(%100) 95 (%64)
Mikroskobik muayene 148 8 145 (%98) 6(%100) 3(%2) .
PZR 148 6 1(%0.68) - 147(%99.32)  6(%100)
DIA 39 . 39 (%100) - . .

Sekil 1 Képekde direk mikroskopide sik ve uzun, gram ne-
gatif )apiml mikroorganizmalann gérinimG (Gram bo-
yama).

cekerken (Sekil 1), digerlerinde gevsek veya sik kisa teriler gbzlendi. Eli kbépek antrumunun 24
spiraller gézlendi (Sekil 2). Iki kediye ait tim mide (%48)'inde, 49 kdpek korpusunun 17 (%35)'sinde
mukoza Smeklerinde de spiral, Gram negatif bak- ve kardiasinin ise 12 (%24)'sinde direk Ureaz testi ile
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Sekil 3. Kopek serum o&rneklerinin nitroseltloz memb-
randa DIA ile test edilmesi (1-negatif kontrol, 2- negatif

kontrol, 3-pozitif kontrol, 4-pozitif kontrol, 5-39-kan serum
drmekleri).

pozitifik saptandi. Ayni test ile kedi materyallerinin
ise tUmUnde pozitiflik saptand: (Tablo 2).

Kopek kan serumiarinin tima DIA testi ile pozitif
bulundu ($ekil 3). CAM-2 ve CAM-4 primerleri ile ya-
pllan PZR' da sadece bir képegin korpusunda H.
pylori yéninden pozitiflik bulundu (Tablo 3, Sekil 4).

Caligmada  kullanilan yontemler  kar-
sllagtinidiginda, kopeklerden alinan 148 mide mu-
koza Omeginden Helicobacter izole edilemezken,
direk Ureaz testi ile drneklerin 53'inde (%36) po-
zitiflik, 95'inde (%64) negatiflik tespit edildi. Mik-
roskobik incelemede ise 6rneklerin %98'inde Gram
negatif spiral bakteriler gbzlenirken, %2'sinde go-
rilmedi. Kedilerden alinan 6 mide mukoza o6r-
neginde izolasyon yapilamazken, mikroskopi ve
direk Ureaz testi ile drmeklerin timi pozitif olarak be-
lirendi. Bir kopekte PZR ile H. pylori ydninden po-
zitiflik saptanirken, kedi mide mukoza émeklerinde
tespit edilemedi (Tablo 3).

Tartigma ve Sonug

Caligmada 50 kdpek ve 2 kediye ait 154 mide
mukoza Orneginden yapilan ekimlerde “H. pylor’
veya “Helicobacter benzeri mikroorganizmalar” izole
edilemedi. Kedi midelerinden H. pylori izolasyonu
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Sekil 4. Képek mide mukoza 6meklerinden elde edilen
PZR dGrinlerinin elektroforezde ylritiimesi ile olugan
bantlanin gérinimd. 1-100 bp'lik marker, 2-pozitif kontrol

(bakteri+doku ekstraksiyonu), 3-negatif kontrol, 4-pozitif
omek (4 no'lu kdpegde ait korpus dmeginin PZR Grind), 5-
11-negatif dmekler.

bildirilmis olmasina ragmen (Perkins ve ark., 1996;
Handt ve ark., 1994), k&peklerde izolasyon bil-
dirilmemigtir (Happonen ve ark., 1996; Jalava ve
ark., 1998; Jalava ve ark., 1999; Buczolits ve ark.,
2003). Kopeklerde H. pylori izolasyonu ya-
pilamamasinin, kdpek midesinin H. pylori igin uygun
olmamasi nedeniyle H. pylorfnin spiral formdan kil-
tire edilemeyen ancak canli olan kokoid forma geg-
mesine veya insan ve kdpeklerde mide ortamlannin
farkh olmasi nedeniyle kdpeklerde H. pylori bulunsa
bile mevcut H. pylorlyi Gretmek igin gerekli ortamin
(besiyeri, suplement, pH vs) saglanamamasina bagli
olabilecedi bildirilmigtir (Buczolits ve ark., 2003).
Diker ve ark. (2002), kopek midelerinde He-
licobacter tarlerinin varhgini ortaya koymak amaciyla
122 kdpek midesini kditdr, mikroskopi, treaz testi ve
histolojik muayene ile incelediklerinde, 103 ko-
pekten yapilan boyall preparatiarda spiral bakteri be-
lilediklerini, ancak midelerin sadece 6'sindan izole
ettikleri spiral bakterileri H. felis olarak identifiye et-
tiklerini bildirmislerdir. Yildinm (1996), direk mik-
roskopik muayenede 75 kopegin 46’'sinda Gram ne-
gatif, spiral bakterilerin varhgini belirledigini, ancak 2
H. felis sugu izole ve identifiye ettigini bildirmistir. Bu
caligmada Helicobacter izolasyonu yapilamamistir.
Ancak mikroskobik muayenede 148 kopegin
145'inde ve 6 kedinin timinde Gram negatif, spiral



OZTURK, ERGANIS

bakteriler tespit edilmistir. Nitekim Helicobacter tir-
lerinin boyall preparatlarda tipik sekillerinin gé-
rulmesi nedeniyle, direk mikroskopinin spesifite ve
sensitivitesinin % 100 oldugu bildirilmigtir (Happonen
ve ark., 1996; Happonen ve ark., 1998).

Bu galigmada H. pylori yanisira diger gastrik He-
licobacter tirlerinin de izole edilememesi, ¢alismada
kullanilan kedi ve kopeklerin saglikli olmasina veya
kultire edilemeyen gastrik Helicobacter tarlerinin
cokluguna baglanabilir. H. heilmannii'nin kdltire edi-
len veya edilemeyen iki formu bildirilmis olup, bazi
arastirmacilar (Cattoli ve ark., 1999; Diker ve ark.,
2002) tarafindan direk mikroskopide goriilen ancak
izole edilemeyen spiral mikroorganizmalar H. he-
ilmannii veya Gastrospirillum ssp. olarak isim-
lendirilmistir.

Bu caligmada, kdpek mide mukozalan mik-
roskopi ile incelendidinde, insanlardakine benzer
olarak mide antrumunda bakteri yogunlugunun fazla
oldugu belirlenmigtir. Képeklerde yapilan diger ¢a-
igmalarda (Jalava ve ark., 1998; Cattoli ve ark.,
1999; Jalava,1999 ; Diker ve ark., 2002) ise fundus
ve korpus'da, antruma gére daha yoJun bakteri ko-
lonizasyonu tespit edilmis ve bu durum Helicobacter
tarlerinin ilk yerlesim yerinin fundus ve korpus ol-
masina baglanmigtir. Bu ¢alismada direk lreaz testi
ile antrumdan elde edilen pozitiflik ile mikroskopi
benzerlik géstermis ve pozitiflik orani korpus ve kar-
diadan elde edilen orandan daha ylksek bu-
lunmustur. Bu farklihga képeklerin yas, irk, saglik du-
rumu ile enfekte oldugu Helicobacter turiiniin neden
olabilecegi dusunllmUstir,

Caligmada mide mukoza érneklerinden yapilan
direk Ureaz testinde kedilerin timlnde pozitiflik sap-
tanirken, képeklerin antrum, korpus ve kardia bdl-
gelerinden sirasiyla 24 (%48), 17 (%35) ve 12 (%24)
pozitiflik tespit edilmigtir. Kopeklerde direk Ureaz
testi ile bulunan sonuglar, diger ¢aligmalarla kar-
silagtinldiginda ¢ok dlglk bulunmustur. Nitekim,
Happonen ve ark. (1996), kedi ve kopeklerde yap-
tiklan galismada direk mikroskopi ile 10 k&pegin
10'unda (%100) ve 10 kedinin 6'sinda (%60) gastrik
Helicobacter turlerinin varigini belirlemigler, direk
ureaz testi ile de tim érmeklerde (korpus 6meklerinin
%100, fundus Omeklerinin %95 ve antrum Or-
neklerinin %62’ sinde) pozitiflik tespit etmiglerdir.
Happonen ve ark. (1998), 25 saglikli ve 21 gastritisli
kopekte yaptiklar galigmada mide omeklerinin ti-
minde direk mikroskopi ve direk Ureaz testi ile po-
zitiflik saptamig, ancak antrumda, korpus ve fundusa
gore daha az bakteri yoJunlugu tespit etmislerdir.
Diker ve ark. (2002), 122 kopekte yaptiklan ca-
lismada direk Ureaz testi ile tUm 6rneklerde pozitiflik

tespit ederken, 103 Ornekte Gram negatif, spiral
mikroorganizmalarin varligini belifemiglerdir. Bu ¢a-
ligmada direk (reaz testinde kdpeklerden alinan 148
o6medgin 53'Unde, kedilerin ise timinde pozitifligin
gorilmesi; Ornekler Greli buyyona atildiktan 30 da-
kika sonra sonucun okunmasina veya kopeklerin
saglikli olmasi nedeniyle bakteri sayisinin az ol-
masina bagl olabilir. Nitekim gastrik Helicobacter
thrlerinin kuvvetli Greaz enzimi nedeniyle 15-30 da-
kika icinde Ureyi pargaladiklan, negatif olarak de-
Gerlendirilen tUplerin sire uzadikga pozitif reaksiyon
verdigi belirtiimektedir (Happonen ve ark., 1996; Ja-
lava, 1999; Strauss-Ayali ve Simpson, 1999). Képek
midelerinde ilk kez Buczolits ve ark. (2003), He-
licobacter spesifik H276f/H676r primerleri kullanarak
PZR ile H. pylorinin vari§im goéstermiglerdir. Ca-
lismada bu émek dahil olmak (zere érneklerin hig-
birinde izolasyon yapilamamigtir,

Bu galigmada da, 154 mide mukoza 6meginin
PZR'inda sadece bir kbpegdin korpusunda H. pylori
yoninden pozitifik saptanmig ve bu durum ko-
peklerde H. pylorinin midenin korpus bdlgesinde bu-
lunabilecegdini gostermistir. Nitekim Buczolitz ve ark.
(2003) da PZR ile pozitiflik saptamalarina kargin, H.
pylori izolasyonu yapamadiklarini belirtmiglerdir.

Sonug olarak bu galigma ile, kopeklerde H.
pylori ve diger gastrik Helicobacter turlerinin izo-
lasyonunun oldukga zor oldudu; teshis igin, direk
Ureaz testi ile mikroskobik muayenenin Kkul-
lanilabilecegi, DIA ile yanhg pozitifik sap-
tanabileceginden birden fazla serolojik testin gerekli
olabilecedi ve izolasyon yapilamayan O&rneklerde
PZR"in kullanilabilecedi sonucuna varlmistir,

Kaynaklar

Buczolits S, Hirt R, Rosengarten R and Busse HJ (2003)
PCR-Based Genetic Evidence for Occurence of He-
licobacter pylori and novel Helicobacter species in the Ca-
nine Gastric Mucosa. Vet Mic, 95, 259-270.

Bulut Y, Kizirgil A, Kalkan A, Kogképrii |, Toraman ZA ve
Doymaz MZ (2001) Mide Biyopsi Omeklerinde Kaltlr ve
Polimeraz Zincir Reaksiyonu Yontemleriyle Helicobacter
pylori Aragtinimasi. Mikrobiyol Balt, 35, 345-350.

Cattoli G, Vugt R, Zanoni RG, Sanguinetti V, Chiocchetti
R, Gualtieri M, Vandenbroucke-Grauls CMJE, Gaastra W,
Kusters JG (1999) Occurence And Characterization of
Gastric Helicobacter spp. in Naturally Infected Dogs. Vet
Microb 70, 239-250.

Diker S (1997) Helicobacter ve Helicobacter En-
feksiyonlar, “Ozel Mikrobiyoloji” 139-146.

Diker KS, Haziroglu R, Akan M, Celik S, Kabakg1 N (2002)
The Prevalance, Colonization Sites and Pathological Ef-
fects of Gastric Helicobacters in Dogs. Turk J Vet Anim
Sci 26, 345-351.



Kedi ve Kipeklerde Helicobacter pylori'nin...

Dolar ME, Ates KB, Karahan M, Acar Y, Caner ME, Bo-
yacioglu S, Bagar A, $ahin B (1992) Dental Plak: He-
licobacter pylori igin Yeni Bir Rezervuar mi? Gastroenterol,
3:4,

Drasser DW (1986) Immunization of Experimental Ani-
mals. “Handbook of Experimental | in Four Vo-
lumes”, Ed. by Weir M, 4th, Alden Press, 8.1-8.21, Oxford.

Eaton KA, Dewhirst FE, Paster BJ, Tzellas N, Coleman
BE, Paola J and Sherding R (1996) Prevalance and Va-
rietes of Helicobacter species in Dogs from Random So-
urces and Pet Dogs: Animal and Public Health Imp-
lications. J Clin Microbiol 34 (12), 3165-3170.

El-Zaatari FAK, Woo JS, Badr A, Osato MS, Sema H,
Lichtenbergetr LM, Genta RM and Graham DY (1997) Fa-
ilure to Isolate Helicobacter pylori from Stray Cats In-
dicates that H. pylori in Cats may be an Anthroponosis-an
Animal Infection with a Human Pathogen. J Med Microbiol
48, 372-376.

Erdeger J, Yildinm M, Diker S, Alponat A, Sirvan L and
Oztirk E (2001) Dispeptik Hastalarda Helicobacter pyio-
rinin Gabuk Tanist. Vet Hek Mikr Derg, 1 (1), 25-30.

Erganig O, Hadimli HH, Kav K, Corlu M and Oztirk D
(2002) A Comparative Study on Detection of Or-
nithobacterium rhinotracheale Antibodies in Meat-Types
Turkeys by Dot Immunobinding Assay, Rapid Agg-
lutination Test and Serum Agglutination Test. Avian Pat-
hol, 31, 201-214.

Fox JG and Lee A (1997) The Role of Helicobacter spe-
cies in Newly Recognized Gastrointestinal Tract Diseases
of Animals. Lab Anim Sci, 47 (3), June, 222-255.

Folitse R, Halvorson DA and Sivanandan V (1998) A Dot-
Immunobinding Assay (Dot-blot ELISA) for Early De-

lection of Newcastle Disease Antibodies in Chickens.
Avian Dis, 42, 14-19

Gueneau P and Goér LD (2002) Helicobacter. Molecular
Phylogeny and Origin of Gastric Colonization in the
Genus. Infect Gen Evol, 1, 215-223.

Handt LK, Fox JG, Dewhirst FE, Fraser GJ, Paster BJ,
Yan LL, Rozmiarek H, Stalis IH ( 1994) Helicobacter pylori
Isolated from the Domestic Cat: Public Health Imp-
lications. Infect Immun, 62; 2367-2374, Abstract.

Happonen |, Saari S, Castren L, Tyni O, Hanninen ML,
Westermarck E (1996) Comparison of Diagnostic Methods
for Detecting Gastric Helicobacter—fike Organisms in Dogs
and Cats. J Comp Path, 115, 117-127.

Happonen |, Linden J, Saari S, Karjalainen M, Hanninen
ML, Jalava K, Westermarck E (1998) Detection and Eif-
fects of Helicobacters in Healty Dogs and Dogs with Signs
of Gastritis. J Am Vet Med Assoc, 213, 1767-1774.
Happonen | (1999) Canine and Feline Gastric He-
licobacters: Diagnosis and Significance in Chronic Gast-
itis.  hitp://ethesis.helsinki.fijulkaisut/elaklinvi/  hap-
ponen/

caninean.html. (Erigim tarihi:18.02.2004)

81

Hulten K, Han SK, Enroth H, Kleein PD, Opekun AR, Gil-
man RH, Evans DG, Engstrand L, Graham DY and El-
Zaatari FAK (1998) Helicobacter pylori in the Drinking
Water in Peru. Gastroent 110, 1031-1035.

Jalava K, On SW, Vandamme PAR, Happonen |, Sukura
A and Hanninen ML (1998) Isolation and Identification of
Helicobacter spp. from Canine and Feline Gastric Mu-
cosa. Appl Env Microbiol, Oct, 64 (10), 3998-4006.

Jalava K (1999) Taxonomic Studies on Canine and Feline
Gastric Helicobacter species. http://ethesis.helsinki.fi/
julkaisut/ela/klin/vk/ html. (Erigim tarihi: 23.01.2004)
Jalava K, On SLW, Vandamme PAR, Happonen |, Sukura
A and Hanninen ML (1999) Isolation and Identification of
Helicobacter spp. from Canine and Feline Gastric Mu-
cosa. Appl Environ Microbiol, 65:2, 877.

Jenkins CC and Basset JR (1997) Helicobacter Infection.
S. Animal Gast, 19(3), March, 267-279.

Li C, Ha T, Ferguson DA, Chi DS, Zhao R, Patel NR,
Knshnaswam YG and Thomas E (1996) A Newly De-
veloped PCR Assay of H. pylori in Gastric Biopsy, Saliva
and Feces. Dig Dis Sci, 41(11), 2142-2149,

Malaty HM, Kumagai T, Tanaka E, Ota H, Kiyosawa K,
Graham DY and Katsyuyama T (2000) Evidence from a
Nine-Year Birth Cohort Study in Japan of Transmission
Patways of Helicobacter pylori Infection. J Clin Microb, 38
(5), 1971-1973.

Melito PL, Munro C, Chipman PR, Woodward DL, Booth
TF, and Rodgers FG (2001) Helicobacter winghamensis
spp. Nov., a Novel Helicobacter spp. Isolated from Pa-
tients with Gastroenteritis. J Clin Microbiol, July, 39 (7),
2412-2417.

Park SR, Mackay WG and Reid DC (2001) Helicobacter
spp. Recovered from Drinking Water Biofilm Sampled
from a Water Distrubition System. Wat Res, 35 (6), 1624-
1626.

Perkins SE, Yan LL, Shen Z, Hayward A, Murphy JC and
Fox JG (1996) Use of PCR and Culture To Detect He-
licobacter pylori in Naturally Infected Cats following Triple
Antimicrobiol Therapy. Antimic Agents and Chem, June,
40 (6),1486-1490.

Poxton IR and Blackwell CC (1986) Isolation and Iden-
tification of Bacterial Antigens. “Handbook of Experimental
Immunology In four volumes®, Ed. by Weir M, 4th, Alden
Press, 4.1-4.22, Oxford.

Rossi G, Rossi M, Vitali CG, Fortuna D, Burroni D, Pan-
cotto L, Capecchi S, Sozzi S, Renzoni G, Braca G, Del Gi-
udice G, Rappuoli R, Ghiara P and Taccini E (1999) A
Conventional Beagle Dog Model for Acute and Chronic In-
fection with Helicobacter pylon. Infect Immun, 67, 3112-
3120.

Simpson KW and Burrows CF (1997) Gastritis, ulcers and
Helicobacter spp in Humans, Dogs and Cats. Walthom
Focus, 7, 2-6.

Strauss-Ayali D and Simpson KW (1999) Gastric He-



OZTURK, ERGANIS

licobacter Infection in dogs. Prog Gastroent, 29 (10), 397-
413.

Strauss-Ayali D and Simpson KW, Schein AH, McDo-
nough PL, Jacobson RH, Valentine BA and Peacock J
(1999) Serological Discrimination of Dogs Infected with
Gastric Helicobacter spp and Uninfected Dogs. J Clin Mic-
robiol, 37 (5), 1280-1287.

Tytgat GNJ, Noach L and Rauws EAJ (1991) Helicobacter
pylon. Scand J Gastroenterol, 26 Suppl, 187, 1-8.

82

Valentine JL, Arthur RR, Mobley HLT and Dick JD (1991)
Detection of Helicobacter pylori by using the Polymerase
Chain Reaction. J Clin Microbiol, 29 (4), 689-695.

Vandenplas Y (1999) Helicobacter pylori Infection. Infect
Dis Pract, 23 (11/12), Nov/Dec, 97-107.

Yildinm M (1996) Hayvanlardan Helicobacter Tirlerinin
Izolasyonu. A.0. Saglik Bil Enst, Doktora tezi.






