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HELICOBACTER PYLORI'DE ANTIBIYOTIK DIRENCI VE DIRENCIN
SAPTANMASINDA KULLANILAN MOLEKULER YONTEMLER

ANTIBIOTIC RESISTANCE IN HELICOBACTER PYLORI AND MOLECULAR
METHODS FOR THE DETECTION OF RESISTANCE

Ebru DEMIRAY*, Ozlem YILMAZ*

OZET: Helicobacter pylori peptik Ulser, gastrik kanser ve gastrik lenfoma
etiyolojisinde dnemli yeri olan, sinif | karsinojen olarak tanimlanmig, kronik
enfeksiyon etkeni olan bir bakteridir. H.pylori enfeksiyonu tanisinda invazif
ve invazif olmayan testler kullaniimaktadir. Ginimuzde klaritromisine direngli
H.pylori suslar artmakta ve eradikasyon tedavisinin basarisini azaltmaktadir.
Kiltar disi tani yéntemlerinden biri olan floresan in situ hibridizasyon (FISH)
metodu, H.pylori varligini ve klaritromisin direncini es zamanl olarak saptayan bir
yontemdir. Bu derleme yazida, H.pylori ‘de antibiyotik direncinin prevalansi ve
klinik etkisi, direncin molekller mekanizmalari ve direng saptanmasinda kullanilan
molekuler yontemler, FISH metodu 6n planda tutularak tartisiimigtir.

Anahtar sézciikler: Helicobacter pylori, klaritromisin direnci, floresan in
situ hibridizasyon (FISH).

ABSTRACT: Helicobacter pylori which is the major agent causing peptic
ulcer, gastric cancer and gastric lymphoma, is identified as a class | carcinogen.
Invasive and non-invasive tests have been used in the diagnosis of H.pylori
infection. Clarithromycin resistance in H.pylori strains is increasing nowadays,
thus leading to failures in eradication therapy. Fluorescence in situ hybridization
(FISH) method which can simultaneously detect the presence of H.pylori and
clarithromycin resistance is a non-culture dependent molecular technique. In
this review article the prevalence and clinical outcome of antibiotic resistance
in H.pylori, molecular mechanisms of the resistance and molecular methods to
detect the resistance, with priority of FISH technique have been discussed.

Key words: Helicobacter pylori, clarithromycin resistance, fluorescence in
situ hybridization (FISH).

GiRIS
Helicobacter pylori hareketli, spiral yapida mikroaerofilik Gram negatif bir

bakteridir't. Gastrit, gastrik ve duodenal Ulserler, gastrik adenokarsinoma ve
mukoza ile iligkili lenfoid doku (MALT) lenfomasinda major patojen olarak bildirilen
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H.pylori'nin, fonksiyonel dispepsideki roll ise tartigmalidir’®. H.pylori’'ye bagli
gastroduodenal hastaliklar g6z 6énlne alindiginda bakterinin halk saghgr agisindan
6nemli bir roll bulunmaktadir®. Bakteri gastrik mukozada kolonize olur ve gastrik epitel
hicreleri hedef alir®. Gelismekte olan Ulkelerde H.pylori enfeksiyonunun prevalansi
%70-90, gelismis Ulkelerde ise %25-50'dir"°. insandan insana bulasin primer yol
oldugu dusunulmekte olup, fekal-oral ve oral-oral gecis yollar bildirimektedir'.
Midenin kronik H.pylori enfeksiyonu, gastroduodenal hastaliklarin gelisiminde temel
bir risk faktort olarak tanimlanmaktadir. H.pylori, “International Agency for Cancer
Research (IACR)” tarafindan Sinif | karsinojen olarak siniflandinimistir®.

H.pylori'nin mide mukozasina kolonizasyonunda; hareket 6zelligi, Ureaz
dretimi, ylzey lektinlerinin ekspresyonu gibi hiicresel faktorler rol oynar®. H.pylori
enfeksiyonunun tanisinda invazif (kulttr, histopatolojik inceleme, hizli Ureaz
testi, biyopsi 6rneginde polimeraz zincir reaksiyonu gibi endoskopi gerektiren
biyopsi temelli yontemler) ve invazif olmayan (idrar, tukrak, vb klinik 6rneklerin
incelenmesi, seroloji, *C Ure nefes testi, digki érneginde antijen testleri ve polimeraz
zincir reaksiyonu) yontemler kullanilabilmektedir?'3. Histoloji ve kultar, H.pylori
enfeksiyonunun saptanmasinda kolay ve pratik olmamasina ragmen duyarllik ve
6zgullik acisindan altin standart kabul edilen yontemlerdir'2.

H.pylori enfeksiyonunun eradikasyonunda klaritromisin ve amoksisilin ya da
metranidazol ile proton pompa inhibitért (PPI) temelli yedi ve 14 gunluk Gglu tedavi
protokolU uygulanmaktadir®®'4. Klaritromisin, H.pylori eradikasyonu icin dnerilen birgok
tedavi protokolleri icinde énemli bir role sahiptir'’®. Ancak giinimuzde klaritromisine
direngli suslar artmakta ve eradikasyon tedavisinin basarisini azaltmaktadir®.
Klaritromisin direnci Amerika’da %5-14 ve Avrupa’'da %10'un Uzerindeki oranlarda
bildirilirken®®, Ulkemizde bu oran %17-56 arasinda rapor edilmektedir'”'°.

Zor Ureyen bir bakteri olmasi nedeniyle H.pylori’'nin kulttrt ve antibiyogram
uygulamalarindaki teknik zorluklar, direncin belirlenmesinde kolay uygulanabilir
ve ucuz yontemlerin gerekli oldugunu gostermistir. Yapilan calismalarda, tedavi
oncesi direng varliginin saptanmasinin énemi vurgulanmaktadir'®20,

H. pylori’'nin Klinik izolatlarinda, klaritromisin direncinin 23S rRNA'da baskin
dc ayri nokta mutasyonu ile gerceklestigi bildiriimektedird'#2', Adenin rezidusunun
2143 ve 2144 pozisyonlarinda guaninle (A2143G ve A2144G) ya da 2143
pozisyonunda sitozinle (A2143C) yer degistirdigi u¢ mutasyon 23S rRNA'nin
peptidil transferaz bolgesinde lokalizedir® 3222, Gastrik biyopsi drneklerinde H.pylori
rBRNA’sinin ve klaritromisin direncinin floresan in situ hibridizasyon (FISH) metodu
ile belirlenmesi; kultirden bagimsiz, guvenilir, duyarl, pratik ve 6zgul bir yontem
olarak bildiriimektedir®82'. FISH ile, gastrik dokuda H.pylori’'nin tanimlanmasi ve
es zamanl olarak rRNA hedefli floresanla isaretlenmis oligontkleotid problari ile
klaritromisin direnc genotipinin saptanmasi mumkandur*2',

ANTIMIKROBIYAL DIRENGC

H.pylori’de antibiyotik direnci tedavi basarisiziginin temel nedenidir. Bu nedenle
bakterinin antibiyotik diren¢ durumunun bilinmesi gereklidir. H.pylori'nin antibiyotik
duyarlihgr genellikle E-test, agar dilisyon ve disk difizyon gibi kultdr temelli
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metotlar ile arastinimaktadir. Antibiyotiklerin minimal inhibisyon konsantrasyonunu
(MIK) saptayan bu testler zaman alicidir ve sonuglar degiskenlik gosterir. Hiicre
gecirgenligi, inokulasyon miktari, inkibasyon sartlar ve Greme ortami gibi faktorler
sonucu etkileyebilir. Molekuler temelli metotlar bu faktérlerden bagimsizdir ve
alternatif yontemlerdir. Bu testler tekrarlanabilir sonuclar verir ve kolaylikla standardize
edilir. Ayrica kaltdr temelli testlerden daha hizlidir ve gastrik biyopsi drneklerine direk
olarak uygulandigi zaman, sonu¢ endoskopinin yapildigi gun elde edilebilir?®,

Antimikrobiyal Direncin Prevalansi

H.pylor’de antibiyotik direncinin prevalansi degiskendir. Az sayida suslarin
calisildigl tek merkezli calismalarda, hastalarin secimi sinirli kalmakta ve kullanilan
yontemlerin farkli olmasindan kaynaklanan farkli oranlar elde edilebilmektedir.
Dolayistyla H.pylori'nin antibiyotik direng oranlari standart metotlarin kullanildigi ok
merkezli tarama programlarindan saglanmalidir. Strveyans programlar pahalidir
ve yalnizca uygulanan bdlgelerde degil, daha siklikla arastirmacilarin oldugu
birkac Ulkede yapilmistir®.

H. pylori’de antibiyotik direnci oldukga yaygindir ve direnc oranlar giderek
artmaktadir. Metranidazol direnci (MiK=8mg/L) H.pylori'de gériilen en yaygin
antimikrobiyal direnctir. Gelismekte olan Ulkelerde metranidazol direnc orani
yuksek olmasina karsin, endustrilesmis Ulkelerde bu oran yaklasik %35 olarak
verilmektedir. H.pylori suslarinda yuksek metranidazol direng oranlari, jinekolojik,
dental ve paraziter hastaliklarda nitroimidazol ve metranidazolin yaygin olarak
kullanildigi bélgelerde daha sik saptanmaktadir®.

Metranidazol direnci ile karsilastinldiginda, klaritromisin direncinin prevalansi
(MiK=2 mg/L) oldukga dustiktir. Endustrilesmis (lkelerde, H.pylori suslarinin
yaklasik %10'u Klaritromisin direnclidir®'®. Gelismekte olan Ulkelerde, klaritromisine
kars! direng orani daha yiiksektir ve %25-50 arasinda degismektedir®®. Ulkemizde
yapllan bir ¢alismada %16.8 olarak verilen oran, diger calismalarda ise %52-56
olarak bildirilmektedir'”°.

H.pylori'de amoksisilin direnci (MIK=0.5 mg/L) ve tetrasiklin direncinin
(MIK=4 mg/L) 20. yiizylin sonlarina kadar olmadigi ya da ¢ok ender oldugu
bildirilmistir. H.pylor’de amoksisilin ve tetrasiklin direng insidansinin, ozellikle
bu antibiyotiklerin recetesiz elde edilebildigi belli cografik bdlgelerde arttig
gorulmektedir. Cin'de H.pylori amoksisilin ve tetrasiklin direng orani %72 ve %59
olarak bildirilmistir®.

Antimikrobiyal Direncin Klinik Etkisi

Bircok calisma, antimikrobiyal direncin H.pylori enfeksiyonlarinin tedavisinde
basarisizliga neden oldugunu gdstermektedir. H.pylori iligkili hastaliklarda antibiyotik
direnci ile klinik iliski arastinimaktadir. H.pylori eradikasyonunu azaltan antibiyotik
direnci; suslann direng dlzeyi, tedavinin sudresi, antimikrobiyal ilaclarin dozu ve
tedavide kullanilan bilesenler gibi bircok faktdrden etkilenmektedir.

Metranidazol iceren PPI temelli G¢lU tedavi ile elde edilen eradikasyon orani
direncli suslar icin %63, duyarll suslar igin %91 olarak belirtilmistir. PPI temelli
bir tedaviye bizmut bileseninin eklenmesiyle, tedavinin etkinligi metranidazole
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direngli suslar icin %77, duyarli suslar igin %91’den yUksek oranlara ulagsmaktadir.
Metranidazol direncine karsi ranitidin bizmut sulfat bazl G¢lu tedavi ¢alismalarinin
sinirl olmasina ragmen, eradikasyon oranlari dortll tedavide direncli suslar icin
%76, metranidazol duyarli suglar icin %99'dur?.

Klaritromisin iceren ikili tedavinin (PPl ya da bizmut bileseni) eradikasyon
oranina bakildiginda; Klaritromisine direncli suslar i¢in %28, duyarl suslar igin
%67'den %40’a azaldigl bildiriimektedir. Klaritromisin iceren Gclu tedavide ise
(PPl ve amoksisilin ya da metranidazol) eradikasyon orani, klaritromisine duyarli
suslar i¢in artmasina (%90) karsin, direngli suslar igin azalmaktadir (%36). Tedavi
basarisizliginin amoksisilin ve tetrasiklin direncli H.pylori suslarinin varhigina bagli
oldugu bildirilmistir, ancak tedavi basarisinda bu direnclerin etkisinin saptanmasinda
henutz yeterli bir veri yoktur.

Antimikrobiyal ilaglara Direncin Molekiiler Mekanizmasi

H. pylori’de antibiyotik direncinin molekuler mekanizmalari tanimlanmis
olup, cogu kromozomda lokalize olan nokta mutasyonlarina baghdir (Tablo ).
Bu durum, diger bakterilerde plazmidler, transpozonlar ve integronlarda lokalize
olan antibiyotik direng mekanizmalarindan farklidir. H.pylori’de antibiyotik direncinin
temeli muhtemelen “de novo” (dogal, yapisal) olmasina ragmen, direncli ve duyarli
suslar arasinda in vivo horizontal gen transferi oldugu belirtilmistir.

Tablo I: H.pylori Enfeksiyonlarinda Kullanilan Antimikrobiyallerin Etki ve
Direnc Mekanizmalari ile Prevalanslari

Antimikrobiyal Etki Mekanizmasi Diren¢ Mekanizmasi Diren¢ Prevalansi
Metranidazol DNA hasar raxA ve frxA %20-95
genlerinde mutasyon

Klaritromisin Protein sentezinin 23S rRNA'da %5-30
inhibisyonu nokta mutasyonlari

Amoksisilin HUcre duvari PBP-D (tolerans) ya da %1-2
sentezinin PBP1A (direng) da afinitenin
inhibisyonu azalmasi, membran gegirgenliginin

azalmasi (direng)

Tetrasiklin Protein sentezinin mA ve rmB, 16S < %1
inhibisyonu rBRNA geninde
nokta mutasyonlari
Florokinolonlar ~ DNA gyrA geninde < %1
replikasyonunun nokta mutasyonlari
inhibisyonu
Rifamisinler Transkripsiyonun rpoB geninde < %1
inhibisyonu nokta mutasyonlari
Nitrofuranlar DNA hasari Bilinmiyor < %0.1
Bizmut Protein, ATP ve Bilinmiyor ?
htcre membran
sentezinin

inhibisyonu
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Antimikrobiyal llaclara Direncin Saptanmasinda Molekiiler Yéntemler

H.pylori'de ¢ogu direng 6zgul mutasyonlara bagl olup, molekuler temelli
metotlar geleneksel kultdr temelli yontemlere alternatif olarak kullaniimaktadir.
Molekduler temelli metotlar, bakterilerin Greme ya da hicre canliigina bagh degildir
ve bdylece kultur temelli ydntemlere gbére daha guvenilir, hizli ve tekrarlanabilir
yontemlerdir. Ayrica, gastrik biyopsi 6rneklerine direk uygulanabilir ve boylece
sonuglar endoskopinin yapildigi gin elde edilebilir. DNA dizi analizi, mutasyonel
degisikliklerin saptanmasi icin altin standart olmasina ragmen rutin kullanim igin
oldukca pahalidir. Bircok molekuler temelli metot ile H.pylori’de klaritromisin,
tetrasiklin ve siprofloksasin direncinin degerlendirilebilmesi mumkun iken,
metranidazol ve amoksisilin direncinin degerlendiriimesi tam degildir (Tablo 11)%,

Tablo Il: H.pylori'de Antimikrobiyal ilaglara Direncin Saptanmasinda
Molekuler Metotlar
Antibiyotik Molekuler Metot

Metranidazol immunoblot

Klaritromisin PCR-RFLP
PCR-OLA
PCR-DEIA
PCR-LIPA
PCR-PHFA
3M-PCR
Real-time PCR hibridizasyon
FISH

Tetrasiklin PCR-RFLP
Real-time PCR hibridizasyon

Siprofloksasin Real-time PCR hibridizasyon

PCR: Polymerase chain reaction, RFLP: Restriction Fragment Lenght Polymorphism, OLA: Oligonucleotide
Ligation Assay, DEIA: DNA Enzyme Immunoassay, LiPA: Line Probe Assay, PHFA: Preferential Homo-
duplex Formation Assay, 3M-PCR: 3'-Mismatched Reverse Primer PCR, FISH: Fluorescence In Situ
Hybridization.

KLARITROMISIN
Etki ve Direng¢ Mekanizmasi

Klaritromisin, 23S rRNA molekull V kangalinin peptidil transferaz bolgesine
baglanan makrolid grubuna ait bakteriostatik bir antibiyotiktir. Bu baglanma, protein
elongasyonunu engeller ve bdylece bakteriyel protein sentezi durur. Klaritromisinin
antibakteriyel aktivitesi diger makrolidlerle benzerdir, ancak klaritromisin asidik
gastrik mukus tabakasinda daha iyi absorbe olur ve bu nedenle H.pylori'ye karsi
daha etkilidir.

H. pylori’'de Klaritromisin direnci ¢ok yakin iki 23S rRNA nukleotidinde (2142
ve 2143) nokta mutasyonuyla olusur. 2142, pozisyonda bir adeninin sitozin ile yer
degistirmesi ya da 2142. ve 2143. pozisyonlarindan birinde adeninin guanin ile
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yer degistirmesi s6z konusudur. Bu mutasyonlar birgok makrolid icin ribozomlarin
afinitesinin azalmasina neden olur ve direncin artisiyla sonuclanir. A2143G (alt
cizgi, baz cifti degisikligini gdstermektedir) yer degisikligi, MIK degeri disuk
(<64 mg/L) izolatlarda sik bulunurken, A2142G ve A2142C 6zellikle MIK degeri
yUksek (>64 mg/L) izolatlarda goérilmektedir. Ayni zamanda diger 23S rRNA
mutasyonlari da gosterilmistir; digerleri distk dtizey direncle iligkiliyken, bunlardan
bazilan yiuksek dizey direngle iligkilidir?®. Bu mutasyonlarda, klaritromisin direnci
23S rRNA'da baskin Uc¢ ayri nokta mutasyonu araciligi ile gergeklesir®'#2!, Adenin
reziddsundn 2143. ve 2144. pozisyonlarinda guaninle (A2143G ve A2144G) ya
da 2143. pozisyonunda sitozinle (A2143C) yer degistirdigi, U¢c nokta mutasyon
23S rRNA'nin peptidil transferaz bolgesinde lokalizedir®'32122,

Klaritromisin direncli H.pylori Klinik izolatlari arasinda 2142. ve 2143.
pozisyonunda G'ye karsi A'nin gorinen ylUksek prevalansinin tanimlanmasi igin,
2142 ya da 2143 pozisyonunda ya bir G ve C ya da T yer degisimini iceren
bdlgeye yonelik mutantlar gelistiriimistir. Benzer bir izogenik zemin de, stregen
direng, ylksek MIK ve yiksek Ureme oranlarindan meydana gelen G'ye karsi A
yer degisimi icin gosterilmistir® 1323,

H.pylori iki 23S rRNA geni igerir ve mutasyonlar genellikle her iki kopyada
da bulunur. Heterojenite, klaritromisin direnci ile sonuglanmasina ragmen,
genellikle homojenik izolatlarda bulunandan daha dustk direng seviyesiyle iligkili
gorulmektedir. H.pylori’de heterojenitenin Uzerinde homojenitenin daha yuksek
prevalansi, bu organizmada DNA rekombinasyonunun varligini yansitabilir. 23S
rRNA’nin bir kopyasinda mutasyon, yuksek Klaritromisin direncinin homolog
DNA rekombinasyonuyla diger 23S rRNA genine kolayca transfer olabildigi
gosterilmigtir'®2-23,

Beklendigi gibi, klaritromisin direnci diger makrolidlere karsi direngle uyusur.
A2143G mutasyonu streptogramin ve klindamisine orta dizey direnc ve eritromisine
yUksek duzey direnc artisi gosterirken, A2142G ve A2142C mutasyonlari bitdn
makrolidlere yUksek duzey capraz direng verdigi bildiriimistir (23).

Klaritromisin Direncinin Molekuler Yéntemlerle Saptanmasi

H.pylori’de klaritromisin direncinin saptanmasi icin birgok teknik gelistiriimistir.
Amplikonlarin calisimasinda kullanilan farkli metotlar polimeraz zincir reaksiyonu
(PCR) temelli yontemlerdir. Restriksiyon fragment uzunluk polimorfizmi (RFLP)
amplikon icinde restriksiyon bolgesinin bulunmasini temel alan basit bir metottur. Bu
test BceA1 (A2142C), Bsal (A2143G) Bbsl (A2142G) ve Mboll (A2142QG) restriksiyon
endonukleazlarini kullanarak, énceden tanimlanan 23S rRNA mutasyonlarinin
saptanmasina olanak tanir. PCR-RFLP baslangigta A2142C mutasyonunu
saptayamazken, 3’ uygunsuz ters primer PCR (3-mismatched reverse primer
PCR; 3M-PCR) metodu gelistiriimigtir.

PCR-Line Prob (LiPA) testi, ayricalikh homodubleks formasyonu (PCR-
preferential homoduplex formation assay; PHFA), PCR oligonukleotid ligasyon testi
(OLA) ve PCR-DNA enzim immun testi (DEIA) gibi diger metotlar ise PCR’dan
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sonra ek bir hibridizasyon basamag icerirler. PCR Urdnleri oldukga zorlu sartlar
altinda isaretlenmis oligonukleotit problariyla hibridize edilir ve hibridler sonradan
streptavidin-alkalen fosfataz ya da 6zgul antikorlarla saptanir.

Son zamanlarda, bir ¢ok gercek zamanli (real-time) PCR hibridizasyon
testleri gelistiriimistir. Bu testlerde floresanla isaretlenmis mutasyonlu ya da sikica
baglanan probun varliginda bir 23S rDNA fragmenti amplifiye edilir. Bu problar PCR
drtnleriyle hibridize oldugu zaman, bir floresan sinyal olugur. PCR tamamlandiktan
sonra 1sl, mutasyon probunun erime noktasini saptamak igin artirilir. Floresan
sinyalin olusturdugu 1si, mutasyon probunun ayrildigi noktada sinyal verir (erime
noktasi). Hedef sekansta uyumsuzluk oldugunda, daha dusuk erime sicaklid
hibrid birlesimi karsilastirilarak elde edilir. Bu teknik basit ve hizlidir. Direk gastrik
dokuya uygulandiginda sonuglar (¢ saat igerisinde elde edilebilir?®,

Klaritromisin direncinin saptanmasi PCR diginda floresan in situ hibridizasyon
(FISH) yontemi ile de mUmkUndur. Bu testte H.pylori, floresanla isaretlenmis 6zgul
16S ve 23S rRNA ile hibridize edilir. isaretlenmis bakteriler floresan mikroskobunda
incelenir. Bu test es zamanl olarak H.pylori'nin varhidinin gosteriimesine ve
klaritromisin direncinin saptanmasina olanak saglamaktadir. DNA preparasyonuna
gerek yoktur ve direk olarak gastrik biyopsi 6rneklerine uygulanabilird+23,

FLORESAN iN SiTU HiBRIDIiZASYON YONTEMi (FISH)

in situ hibridizasyon, nukleik asit dizilerinin (DNA ve RNA) morfolojik olarak
korunmus kromozomlar, hucreler veya doku kesitlerinde saptanarak gosterilmesini
saglayan ve temel olarak cift iplikli ntkleik asit olusumu kinetigini kullanan 6zgun bir
yontemdir. FISH yénteminin hibridizasyon yontemlerinden (Southern veya Northern
blot) farki, ntkleik asitlerin kendi hicresel ortamlarinda taninarak gosteriimesidir.
Boylece hedef nukleik asit dizisinin htcredeki yeri belirlenmis olur?.

Son yillarda nukleik asitleri isaretlemek icin bir cok yontem gelistiriimistir. Biotin,
dioksigenin, dinitrofenil veya florokromlarla enzimatik olarak isaretleme genellikle tercih
edilmektedir. Rekombinant DNA preparasyonlari ile saf prob elde edilebilmektedir.
Prob secimine bagl olarak, belirli genom ve kromozomlar, tekrarlayan DNA dizileri,
tek kopyall diziler, mRNA ve viral diziler gibi farkli hedefler saptanabilmektedir?.

FISH yonteminde, hedef nukleik asit molekdllerinin saptanmasi icin hapten
isaretli proba baglanan florokrom konjuge antikorlar ya da proba kovalent bagli
farkll renkte emisyon veren florokrom molekulleri kullanilir. Bu teknik, 6zellikle
kromozomal anomalilerin tanimlanmasi icin ve gen haritalamasi icin uygundur.
FISH, inceleme ve boyama icin arastirmacinin istedigi DNA dizilerine komplementer
olan prob olarak adlandirilan tek iplikli DNA'nin kisa dizilerinin hazirlanmasini
kapsar. Bu problar hibridize olur ya da komplementer DNA'ya baglanir ve onlar
floresan isaretlendiginden DNA'nin bu dizilerinin yerinin goértlmesini saglar. Prob
sinyali bir floresan mikroskobunda incelenir ve klinik 6rnekteki DNA sinyalinin
varligi ya da yoklugu ile degerlendirilir (Sekil 1). Diger tekniklerden farkli olarak,
aktif olarak boélunebilen hicrelerdeki kromozomlarla galigilabilmekte, ayni zamanda
bolinmeyen hicrelerde de uygulanabilmektedir?27,
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Floresan in situ hibridizasyon (FISH)

Floresan
: boya
Ornek n
A HH
I-...i! Epifloresan

=
..‘HH.|UI mikrogkobu
Hedef (rRNA)

Fiksasyon

Hiicreler fikse edilir,

" . Hucreler
permeabilize edilir

hibridize edilir

Hibridizasyon H\bozolﬂar ) ) Yikama

Floresanla isaretlenmis
oligontlkleotidler (problar)

Sekil 1: FISH metodu.

Bakteriyel FISH teknolojisi, bir bakteri tdrdnun ribozomal RNA’sinin ¢oklu
kopyalari ile oligonukleotidlerinin tanimlanmasinin 6zgul DNA-DNA hibridizasyonuna
baghdir (16S rRNA, 23S rRNA). Floresan boyalarla isaretli oligonukleotidler,
bakteri hicresine penetre olur ve hedef diziye baglanir. Bu teknik ile bakteri,
hayvan modellerinde ya da enfekte insanlarin gastrik mukoza érnekleri gibi dogal
habitatlarda floresan mikroskobu kullanilarak saptanabilmektedir?®-3°,

H. pylori igin tare 6zgul saptama, yesille isaretli 16S rRNA oligonukleotidi
Hpy-1 ile yapilmaktadir. Es zamanl olarak tdr icin genotipik antibiyotik direncin
saptanmasi mumkuandur (kirmizi ile isaretleme sonucu). Yontemde, H.pylori'de
klaritromisin direncinin ortaya ¢ikmasina yol acan 23S rRNA’'daki U¢ nokta
mutasyonu, ClaWT ve Cla1, Cla2, Cla3 problari ile 6zgul olarak hedeflenmektedir
(Sekil 2). Farkl mutasyonlar, antibiyotiklerin farkli MiK degerleri ile (ClaR1 >64
ug/ml, ClaR2 ve ClaR3: 8-64 pug/ml) uyumludur®.

S Tiire 6zgii prob
o
(/IJ \
& )
GGAAAGA Direngli problar
o
. ClaWT Cla®, < 8 ng/ml
g GGGAAGA
o [
4 @ CiaRi Clar, > 64 pg/mi
A P—— @ CiaR1 Cla', > 64 pg/m
c
N
GGCGAGA . ClaR2 Cla’, < 64 ng/ml
G \
@ CiaR3 Cla', < 64 pg/ml

Sekil 2: H. pylori'ye 6zgul oligonlkleotid problari.?
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SONUG

H.pylori enfeksiyonunun Klinik dneminin ve tedavideki basarisizigin artmasi,
tani ve direnc tespitinde yeni yontemlerin gelistirilmesini gerekli kilmistir. H.pylori
enfeksiyonunun laboratuvar tanisinda altin standart bakterinin izolasyonudur. Ancak
8C Ure nefes testi, hizli dreaz (CLO) testi ve histopatolojik inceleme de tanida
blylk 6nem tasimaktadir®. Gastrik biyopsi drneklerinden patojenin kultdrinden
sonra, buyuk olasilikla birgok laboratuvar, makrolid direncinin saptanmasi icin E-
test ya da disk diflzyon yontemini kullanmaktadir. Her iki teknik, kultdrin daha
uzun surede inkUbasyonunu gerektirir ve susta varolan nokta mutasyonlarinin
tipini tanimlayamaz'. Buna karsin FISH yonteminin temel avantaji, es zamanli
olarak hem bakterinin tanimlanmasi hem de makrolid duyarliginin belirlenmesi ile
klinisyene dogru tedavi programi icin énemli bilgi saglamasidir®. Fenotipik olarak
klaritromisin direncini saptayan E-teste karsin FISH, klaritromisine direncli mutantlar
ile klaritromisine duyarl vahsi tip arasinda ayrnm yapabilme 6zelligine sahip bir
tekniktir'®. Dolayisiyla FISH yoéntemi kisa slUrede (endoskopiden sonra U¢ saat
icinde) sonug vermesi, problarin ticari olarak uygun maliyet ile saglanabilmesi ve
epifloresan mikroskobu disinda 6zel donanima gerek duymadan uygulanabilmesi
gibi ozellikleriyle klinik laboratuvarlarda kullanilabilecek bir yontemdir.
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IDRAR YOLU ENFEKSIYONU SUPHESI OLAN HASTALARDA TAM IDRAR ANALIZI
SONUGLARININ IDRAR KULTURU SONUGLARIYLA UYUMU

Aynur EREN*, Fehime Benli AKSUNGAR**, Sinan AKSIT***
Fatma OZAKKAS*, Leon SAPORTA***

Sayin Editor,

Uriner sistem enfeksiyonlan (USE) her yasta en sik saptanan bakteriyel enfeksiyonlardir
ve etkenin eliminasyonu icin antimikrobik tedavi gereklidir. Kesin tani icin standart yontem
kantitatif idrar kalttraddr. Ancak laboratuvarimizda idrar kultarlerinin %70-80’inden negatif sonug
alinmaktadir ve bircok mikrobiyoloji laboratuvarinda da benzer oranlar saptanmistir’. Ginimdzde,
tam idrar analizi, bir cok hekim tarafindan tarama testi olarak kullaniimaktadir. Klinik olarak,
idrar yolu enfeksiyonu semptomlari bulunan hastalarda ise tam idrar analizi ve idrar kaltirl es
zamanl olarak istenmektedir. 24-48 saatte sonuclanan kultirin neden oldugu zaman kaybini,
is yukunl ve maliyeti dugtrmek amaciyla, idrar stripleriyle bakteritri ve piylrinin saptanmasi
icin tarama testleri gelistirilmistir. Idrar striplerinde piyUri, I6kosit esteraz (LE), bakteridri ise nitrit
varligi ile saptanmaktadir. Ayrica tam idrar tahlilinde (TIT), idrar sedimentinin degerlendirilmesi ve
Gram boyama ile idrar preparatinin incelenmesi, USE tanisinda hizli sonuglanan maliyeti disuk
yontemlerdir. Calismamizda, anlamli bakteritri esas alinarak, tam idrar tahlili sonuclarinin duyarlilik,
segqicilik, pozitif prediktif deger (PPD) ve negatif prediktif degerleri (NPD) hesaplanmistir.

Es zamanl olarak, idrar analizi ve Kkultiru istenen, 18-60 yas arasinda 200 hasta (162
kadin, 38 erkek) ornegi calisilmistir. Ornekler, kultire uygun sekilde, orta akim idrari olarak
alinmistir. Tam idrar analizi, Combur-M idrar stripleri (Roche-Diagnostics, Aimanya) ile manuel
olarak ve sedimentin mikroskopik degerlendirilmesi ile yapiimistir. Sedimentte, kadinlarda 2-3,
erkeklerde 1-2 I6kosit gortlmesi anlamli kabul edilmigtir®. Kdltdr icin idrar ornekleri %5 koyun
kanli triptik soy agara saym plagi seklinde ve ENDO agara azaltma yontemiyle 0.01 ml kalibre
Oze ile ekilmistir. Idrar kiltdrinde; >10* cfu/ml tek tip bakteri Gremesi ve >10* cfu/ml iki tip
bakteri Uremesi Gram boyama ile uyumlu ise anlamli bakteritri olarak degerlendiriimis, Uc veya
daha fazla bakteri Gremesi saptandiginda kontaminasyon olarak kabul edilmistir.

Orneklerden hazirlanan ve Gram ile boyanan preparatlar, 100x objektifle 10 alan olacak
sekilde incelenmis ve her sahada ortalama bir bakteri gortlmesi anlamli bakteridri yonunde
deg@erlendirilmistir®. Piyuri icin, santriflj edilmemis idrar érneklerinde Thoma lami kullanilarak
I6kosit sayimi yapilmig ve =10 I6kosit/mm? piyUri olarak degerlendirilmistir®. LE ve nitrit testi icin
idrar stripleri idrarin icine batinimis ve bir dakika iginde olusan renk degisiklikleri renk skalalariyla
karsllastinlarak degerlendirilmistir.

Kultdr sonuclari; 200 hastanin 39'unda (%19.5) pozitif, 115'inde (%57.5) negatif ve 46'sinda
(%23) kontaminasyon olarak belirlenmistir. Kultdr pozitif 39 hastanin 36’sinda (%82) gram negatif
bakteriler Gremis ve bu hastalardan 21’'inde (%58) nitrit pozitif bulunmustur. Orneklerin %45'inde
LE, %24’Unde nitrit pozitif bulunmustur. Sedimentte I6kosit saptanma orani %62 iken, Thoma'da
anlamli piylri %28, Gram boyada bakteri gorilmesi %99 olarak bulunmustur. Calismamizda
kullandigimiz testlerin anlamli bakteritriye gore duyarlilik, segicilik, PPD ve NPD’leri tabloda
gosterilmistir. Duyarliligl en yUksek olan test Gram boyama, segiciligi en yUksek olan test ise
nitrit testi olmustur.

* Maltepe Universitesi Tip Fakultesi, Mikrobiyoloji Anabilim Dali, istanbul.
** Maltepe Universitesi Tip Fakiiltesi, Biyokimya Anabilim Dali, istanbul.
*** Maltepe Universitesi Tip Fakiiltesi, Uroloji Anabilim Dali, istanbul.

Gelis Tarihi: 18.11.2004 Kabul Edilis Tarihi: 9.8.2005
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Testin Adi Duyarlilik % Segicilik % PPD % NPD %
Lokosit esteraz 62 83 54 87
Sedimentte |6kosit 78 83 53 94
Thoma laminda piydri 65 94 80 88
Nitrit testi 68 98 93 90
Gram boyada bakteri 100 73 39 100
TIT (LE+Nitrit+Sediment) 83 75 42 95

Klinik mikrobiyoloji laboratuvarlarina kultdr igin en sik génderilen 6rnek idrardir. Bizim
calismamizda idrar 6rneklerinin %19.5'inde anlamli sayida bakteri Uremistir. Kadinlarda daha sik
anlamli bakteritri saptanmig ve Ureyen bakteriler arasinda ilk sirayl gram negatif basiller almistir.
Calismamizda LE testinin, Thoma lami ile elde edilen anlamli piyUri sonuglariyla korelasyonu %80
olarak hesaplanmistir. Anlamli bakteritri ile karsilastiridiginda LE testinin duyarliigi %62 segiciligi
%83 olmustur. Literattrde, LE testinin duyarlilik ve seciciligiyle ilgili olarak bizim ¢alismamizdakine
benzer sonuclar belirtiimekle birlikte, LE testinin duyarliigi, tarama testi olmak igin disuk
kalmaktadir®. Piyuriyi saptamada kullandigimiz diger iki ydntemde de (sedimentin mikroskobik
incelemesi ve Thoma laminda Iékosit sayimi) LE'a gore daha yuksek duyarlilik ve segicilik degerleri
elde edilmigtir. Ancak sedimentte 16kosit degerlendirilirken saptanan %17, Thoma laminda ise
%11 yalanci pozitiflik oranlari, bu testlerin anlamli bakteritri i¢in tek baslarina tarama testi olarak
kullaniimalarini sinirlamaktadir. Literaturde bakteridri taramasinda kullanilan nitrit testinin duyarliiginin
disuk, seciciliginin yiksek oldugu belirtilmistir’. Calismamizda nitrit testinin duyarlii@ énceki
calismalardan yuksek bulunmustur. Calismamizda gram negatif bakteri Greme oraninin yiksek
olmasi, nitrit testinin duyarliiginin yiksek bulunmasini saglamistir. Gram boyamanin duyarliligi
%100, 6zgulligl %73 olarak bulunmustur. Bu yontem bakterinin morfolojisi ve Gram 6zelligini
de gosterdigi icin ampirik tedavide ilag segimini kolaylastrmaktadir. Acar ve arkadaglar® Gram
boyama yénteminin duyarliigini %82 ve segiciligini %78 olarak bulmuslardir. Her ne kadar idrar
striplerini degerlendirmek daha pratik olsa da, anlamli bakteritriyi éngérmekte Gram boyama
sonuglarinin striplerle birlikte degerlendirilmesi daha uygun bir yaklasim olacaktir. Laboratuvarimizda
kullandigimiz yéntemlerden Gram boyama ve idrar sedimenti Kultlr sonuglarmizla en uyumlu
kombinasyon olmustur. Idrar kaltard ve TIT eszamanli istenmemis olsaydi ve once TIT ile
degerlendirilseydi, 6rneklerin %58’inden kultlr istenmeyecegdi anlagiimistir. Bu durumda nétropenik
hastalar ve nitrat reduktazi olmayan mikroorganizmalarla olusan enfeksiyonlar atlanacaktir. Bu
bilgilerin 1siginda, Gram boyama ve idrar sedimentinin birlikte incelenmesinin uygun olacagdi ve
bu hastalara yalniz idrar tahlili yapilirsa %36’sinin teshis edilemeyecegdi belirlenmistir.
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