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OZET

Helicobacter pylori enfeksiyonu, diinyada yaygin olarak goriilen kronik bakteriyel enfeksiyonlardan bi-
ri olup kronik gastrit, peptik Ulser ve gastrik kanser ile iliskilidir. H.pylori eradikasyonunda gecerli tedavi
rejimi, proton pompa inhibitori (PPI) ile amoksisilin, klaritromisin ve metronidazoli iceren iki antibakte-
riyel ajanin kombinasyonudur. Son yillarda H.pylori'de antibiyotiklere karsi giderek artan direng orani te-
davide basarisizliga neden olmaktadir. Bu calismada, dispeptik yakinmalari nedeniyle Uludag Universite-
si Tip Fakiiltesi Hastanesi, Gastroenteroloji Klinigine basvuran 31 hastaya (yas araligi: 24-65 yil; yas orta-
lamasi: 48.3 £ 11.3 yil) ait gastrik biyopsi 6rneklerinden izole edilen H.pylori izolatlarinin antibiyotik di-
reng oranlari incelenmis ve klaritromisin direncinin saptanmasinda E-test (AB Biodisk, Isvec) ve floresan
in situ hibridizasyon (FISH; SeaFAST® Hemakim, Macaristan) ydntemleri karsilastinilmistir. Caligilan 31
H.pylori izolatinin klaritromisin, amoksisilin, metronidazol, tetrasiklin ve siprofloksasine karsi duyarlihgr E-
test yontemi ile caligilmis ve direng oranlari sirasiyla %41.9, %3.2, %41.9, %3.2 ve %45.2 olarak saptan-
mistir. Izolatlarin %32.2'sinde tek antibiyotige karsi direng, %45.2'sinde ise ¢coklu antibiyotik direnci be-
lirlenmistir. Hibridizasyonda, biri 16S rRNA'ya 6zgil ve “fluorescein” boyasi ile isaretli, digerleri 23S
rRNA'daki mutasyonlara 6zgiil ve Cy3 boyasi ile isaretli problar kullaniimis; yesil isimanin saptanmasi
H.pylori varh@r acisindan, kirmizi isimanin saptanmasi ise klaritromisine direncli H.pylori varligi acisindan
pozitif olarak degerlendirilmistir. Sonug olarak FISH yonteminde izolatlarin tamami yesil isima vermis, E-
test ile klaritromisin direnci saptanan 13 izolatin hepsinde kirmizi isima g6zlenmis ve klaritromisin diren-
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cini saptamada her iki yontem arasinda bir fark saptanmamistir. Bizim calismamiz, sus sayimizin az olma-
sina ragmen, bolgemizdeki H.pylori antibiyotik duyarhlik oranlarinin bildirildigi 6ncii calisma olup daha
fazla sayida izolatin incelendigi cok merkezli genis arastirmalara ihtiyac vardir.

Anahtar sézciikler: Helicobacter pylori, antibiyotik direnci, E-test, floresan in situ hibridizasyon, Tirkiye.

ABSTRACT

Helicobacter pylori which is one of the commonly seen chronic bacterial infections in the world, has
been demonstrated to have a relationship with chronic gastritis, peptic ulcer disease and gastric cancer.
Current management of H.pylori infection involves the use of a proton pump inhibitor (PPI) and any two
of amoxicillin, clarithromycin and metronidazole in combination. Antibiotic resistance which is in an inc-
reasing trend in H.pylori since the recent years, is the main cause of treatment failure. This study was con-
ducted to determine the susceptibility of 31 H.pylori strains to several antibiotics by using E-test method
(AB Biodisk, Sweden) and also to detect clarithromycin resistance by fluorescent in situ hybridization
(FISH; SeaFAST®, Hungary). The strains were isolated from the gastric biopsy specimens of patients who
were admitted to Uludag University Hospital, Bursa, Turkey with dyspeptic complaints. Clarithromycin,
amoxycillin, metronidazole, tetracycline and ciprofloxacin resistance rates were as 41.9%, 3.2%, 41.9%,
3.2% and 45.2%, respectively. Resistance to single antibiotic was detected in 32.2% of the isolates whe-
reas multiresistance was seen in 45.2%. For the hybridization process one probe specific for 16S rRNA
and labeled with a fluorescein dye and the other probe specific for the mutations in 23S rRNA and la-
beled with Cy3 stain were used. Green signalling denoted presence of H.pylori in the specimen and red
signalling was associated with clarithromycin resistance. All of the isolates yielded green signalling and
the 13 isolates found to be resistant to clarithromycin by E-test, gave red signalling. No difference was
detected between the two methods in terms of clarithromycin resistance determination. This was a pre-
liminary study reporting the H.pylori resistance rates in our region, however, further larger scale studies
are required for obtaining countrywide data.

Key words: Helicobacter pylori, antibiotic resistance, E-test, fluorescent in situ hybridization, Turkey.

GiRis

Dinya nifusunun %70-90'inin gastrik mukozasini enfekte eden Helicobacter pylori
gram-negatif, spiral seklinde mikroaerofilik bir bakteridir. H.pylori enfeksiyonunun mide-
de peptik ulser ve kronik gastrite neden oldugu bilinmekte; ayrica gastrik mukoza ile ilis-
kili lenfatik doku lenfomasi ve gastrik kanserlerin gelismesi ile iliskili oldugu kabul edil-
mektedir''2. H.pylori enfeksiyonunun tedavisinde heniiz ideal bir tedavi rejimi bulunma-
makla birlikte Avrupa H.pylori Calisma Grubu (EHPSG) tarafindan hazirlanan Maastricht
3-2005 konsensus raporunda H.pylori eradikasyonunda ilk secenek tedavi tavsiyesi pro-
ton pompa inhibitort (PPI) + klaritromisin + amoksisilin ya da metronidazol ile kombi-
nasyonunu iceren {iclii tedavidir®. Klaritromisin direnci %20’den fazla olan toplumlarda
bu tedavi semasinin etkinligi azalmaktadir. Metronidazol direnci %40’tan az olan top-
lumlarda metronidazol iceren birinci basamak tedaviler 6nerilmektedir®.

H.pylori'de antibiyotiklere karsi gelisen direng tedavide basarisiziga neden olmaktadir.
Antibiyotik direncinin belirlenmesinde E-test yontemi ile minimum inhibitér konsantras-
yonu (MIK) degerlerinin saptanmasi pratik olarak kullanilmaktadir. Klaritromisin duyarli-
hgini saptamada kolay ve kisa strede sonug alinabilen FISH (Fluorescent In Situ Hibridi-
zation) yéntemi ise son yillarda giderek artan kullanim alani bulmaktadir®. Bu calismada,
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dispeptik yakinmalari olan hastalardan izole edilen H.pylori suslarinin antibiyotik direnc
oranlarinin belirlenmesi ve klaritromisin direncinin saptanmasinda E-test ve FISH yon-
temlerinin kargilastirllmasi amaclanmistir.

GEREC ve YONTEM
Gastrik Biyopsi Ornekleri

Calismaya, dispeptik yakinmalari nedeniyle Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi Hastane-
si, Ic Hastaliklari Anabilim Dali Gastroenteroloji Bilim Dali Endoskopi Unitesinde endos-
kopik incelemeleri yapilan, yaslari 24-65 yil (ortalama: 48.3 + 11.3 yil) arasinda degisen
31 hasta dahil edildi. Hastalardan antrum ve korpustan olmak uzere ikiser adet gastrik
biyopsi 6rnegdi alindi.

H.pylori Kiiltiiri

Biyopsi 6rnekleri “Brain-Heart Infusion Broth” (Becton Dickinson, ABD) iceren epen-
dorf tiipler icerisinde laboratuvara ulastirildi ve modifiye Helicobacter agara (Becton Dic-
kinson, ABD) ekim yapildi. Mikroaerofilik ortam, anaerop kavanozlar icerisine konan
CampyGen Campylobacter sistemi (Oxoid, ingiltere) ile saglandi. 37°C’de 3-10 giin in-
kiibasyon sonrasi saydam, konveks, 0.5-1 mm c¢apinda, su damlasina benzer kolonilere
Gram boyama, Ureaz, katalaz ve oksidaz testleri uygulandi. Pozitif saptanan suslar mik-
robank (Cryobank mixed, Mast Group Ltd, Merseyside, Ingiltere) saklama tipine hizla
aktarilip -80°C’de sakland.

E-test

Helicobacter agar besiyerinde 48-72 saatlik inklibasyon sonrasi inokulim yapmak icin
3 McFarland bulaniklikta olacak sekilde bakteri stispansiyonu hazirlanarak %5 koyun
kanlh Mueller Hinton agara (Becton Dickinson, ABD) ekim yapildi. Bakteri stispansiyonu
steril ektivyonlar ile 5 ayri plaga ekildi. Klaritromisin, amoksisilin, metronidazol, siproflok-
sasin ve tetrasiklin E-test stripleri (AB Biodisk, Solna, isvec) her bir plaga yerlestirildi.
37°C’'de mikroaerofilik ortamda 72 saat inkiibe edildi. Calismada H.pylori NCTC 11637
(ATCC 43504) susu kalite kontroli olarak kullanildi. Klaritromisin icin > 1 pg/ml (NCCLS
M100-S10 Ocak 2006), tetrasiklin, amoksisilin ve metronidazol icin sirasiyla > 16 ug/ml,
> 4 ug/ml ve > 16 ug/ml (AB BIODISK 2007-06), siprofloksasin icin ise > 2 ug/mli’ olan
suslar direncli olarak kabul edildi.

FISH Yontemi

Klaritromisin direncinin belirlenmesinde SeaFAST® (Hemakim, Macaristan) ticari kiti
kullanildi. H.pylori suslarindan 1.0 McFarland bulaniklikta bakteri siispansiyonu hazirlan-
di. Uretici firmanin énerileri dogrultusunda hibridizasyon yapildi. Hibridizasyonda, biri
16S rRNA'ya 6zglil ve “fluorescein” boyasi ile isaretli, digerleri 23S rRNA’daki mutasyon-
lara 6zgul ve Cy3 boyasi ile isaretli problar kullanildi. Hibridizasyon sonrasi drneklerin
Uzerine 5’er pl “anti-fade” damlatildi. Nikon E 600 marka floresan mikroskop tizerine ku-
rulmus olan kirmizi, yesil ve DAPI (4',6’-diamidino-2-phenylindole) filtrelerine sahip Qu-
ips Imaging System (Applied Biosystems, Ingiltere) ile analiz edildi. Fluorescein boyasi ile
isaretli problarla hibridize olan suslar floresan mikroskobunda yesil isima vererek H.pylo-
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ri varhigi agisindan pozitif olarak degerlendirildi. Cy3 boyasi ile isaretli problar ile hibridi-
ze olan ve kirmizi isima veren suslar ise direncli olarak yorumlandi. Cift (dual) bantta ise
klaritromisine direncli bu suglar sari renkte gozlendi.

BULGULAR

Calismaya alinan 31 H.pylori izolatinin E-test ile saptanan antibiyotik direnc oranlari
Tablo I'de gosterilmistir.

FISH yonteminde; izolatlarin tamami fluorescein boyasi ile isaretli problarla hibridize
olmus ve yesil 1sima vermistir (Resim 1). E-test ile klaritromisin direnci saptanan 13 izo-
latin tamaminda ise FISH yontemi ile kirmizi isima gozlenmis (Resim 2), bu suslar cift
bantta sar renkte izlenmistir (Resim 3). E-test yontemi ile FISH yontemi karsilastirildigin-
da klaritromisin direncinin saptanmasinda fark saptanmamistir.

Tablo I. Helicobacter pylori Izolatlarinin Antibiyotiklere Direng Oranlari

Antibiyotikler Direncli sus sayisi %

Klaritromisin 13 41.9
Metronidazol 13 41.9
Amoksisilin 1 3.2
Tetrasiklin 1 3.2
Siprofloksasin 14 45.2
Tek ilaca direnc 10 32.2
Coklu direng 14 45.2

Resim 1. Fluorescein boyasi ile isaretli, 16S rRNA’ya ézgiil probla hibridize olmus H.pylori’nin gériinttisii (yesil
filtre).
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Resim 2. Cy3 boyasi ile isaretli, 23S rRNA’ya 6zgiil probla hibridize olmus klaritromisine direngli H.pylori’nin
gortinttist (kirmizi filtre).

Resim 3. Fluorescein boyasi ile isaretli, 16S rRNA’ya 6zgtil probla ve Cy3 boyasi ile isaretli 23S rRNA’ya 6zgdil
probla hibridize olmus klaritromisine direncli H.pylori’nin gériintisii (ikili filtre).

TARTISMA

H.pylori enfeksiyonunun tedavisinde kombine antibiyotik kullanimi gerekmektedir.
Klaritromisin, metronidazol, amoksisilin, tetrasiklin ve siprofloksasin, enfeksiyonun teda-
visinde secilen antimikrobiyal ajanlardir. H.pylori'de antibiyotiklere karsi gelisen yuksek

direnc oranlari eradikasyon tedavisinde basarisiziga neden olmaktadir®®°.

H.pylori’de nitrorediiktaz enzimlerinin kodlanmasindan sorumlu rdxA ve frxA gen mu-
tasyonlar metronidazol direncine neden olmaktadir'®!!. Metronidazol direncinin sap-
tanmasinda standart metodlara glivenilmemektedir, zira testlerin standardizasyonunun
gerektigi bildirimektedir’. Bolgeler arasinda farkliliklar olmakla birlikte H.pylori'de met-
ronidazol direnci %40-52 arasinda degismektedir'2'4. Ulkemizde de metronidazol di-

MiKROBiYOLOJi BULTENiI 231



Helicobacter pylori Izolatlarinin Antibiyotik Diren¢ Oranlar ve Klaritromisine Direncli Suslarin
Saptanmasinda E-Test ve Floresan In Situ Hibridizasyon Yontemlerinin Karsilastiriimasi

renci yaklasik olarak %50 oranindadir®'>1¢, Bizim calismamizda da metronidazol direng
orani %41.9 olarak saptanmistir.

H.pylori'de 7 adet penisilin baglayan protein (PBP) tanimlanmistir. PBP-1A’da serin-ar-
jinin degisiminin ylksek diizeyde amoksisilin direncinden sorumlu oldugu gdsterilmis-
tir' 718 Tiim diinyada amoksisilin direncinin %71’in altinda oldugu bildirilmekle birlikte,
2007 yilinda Tayvan’da %36.1 oraninda direng saptanmistir”'#, Bizim calismamizda da
amoksisilin direnci 1 (%3.2) izolatta gosterilmistir.

H.pylori’de tetrasiklin direncinin 16S rRNA’daki U¢ baz cifti yer degisimine bagh oldu-
gu (AGA 926-928 TTC) bildirilmistir'®. Qing Hao ve arkadaslari’? 2004 yilinda H.pylo-
ri'de tetrasiklin direncini %6.7 olarak saptamakla birlikte diinyada tetrasiklin direnci
%1'in altinda olarak bildirilmistir®. Ulkemizde ise tetrasiklin direnci yaklasik %4 oranin-
dadir'>'6, Calismamizda tetrasiklin direnci de 1 (93.2) susta pozitif saptanmistir.

Son yillarda giderek artan kinolon direnci, QRDR (quinolon resistance determining re-
gion) bolgesindeki gyrA gen mutasyonuna bagli olarak ya da disa-atim (efflux) mekaniz-
masi ile gelismektedir®?°. Ulkemizde %6-8 arasinda degisen direng oranlari bildirilmis-
tir'>1. Bizim calismamizda ise H.pylori'de siprofloksasin direnci %45.2 olarak bulunmus
ve yapilan az sayidaki calismalarla karsilastirildiginda daha yiiksek oldugu saptanmustir.

Yapilan calismalarda klaritromisin direncinde sorumlu olan ana mekanizmalarin, 23S
rRNA geninin A2142G veya A2143G mutasyonu, daha az siklikla da A2142C mutasyon-
lari oldugu bildirilmistir. Dirence yol acan ve nadir saptanan diger mutasyonlar ise
A2115G, G2141A ve T2717C olarak tanimlanmistir?'22, Klaritromisin direng prevalansi
cografi olarak farklik géstermekle birlikte diinya capinda artmaktadir. Yapilan degisik ca-
lismalarda klaritromisin direnci %13.5-%23.3 arasinda degisen oranlarda saptanmigtir'%-
14, Avrupa’da klaritromisin direnci giiney bélgelerinde %18, kuzeyde %4 olup toplam-
da yaklasik %10 oraninda bildirilmistir®. Ulkemizde yapilan calismalarda ise klaritromisin
direncinde son yillarda giderek artis saptanmis ve %55’lere varan direng oranlari rapor
edilmistir'>16-2324_ Bizim calismamizda da klaritromisin direnci E-test ve FISH ydntemle-
rinin her ikisi ile de %41.9 olarak saptanmis olup son yillarda yapilan diger calismalara
benzerlik gostermektedir. FISH yonteminde, klaritromisin direncinden sorumlu ana me-
kanizmalar olan 23S rRNA genindeki 3 ayr (A2143G, A2144G ve A2143C) nokta mu-
tasyonunu saptayacak problar kullaniimaktadir. H.pylori‘de klaritromisin direncinin sap-
tanmasinda E-test ve FISH yonteminin karsilastirildigi bircok calismada FISH'in duyarlili-
ginin yiiksek ve giivenilir oldugu bildirilmistir?>26. Bizim calismamizda da H.pylori susla-
rinda klaritromisin direncinin saptanmasinda uygulanan her iki yontem arasinda fark
saptanmamistir. Bu iki yontem arasinda saptanan uyum, direncin belirlenmesinde her iki
yontemin de kullanilabilecegini gostermektedir. E-test ile 72 saat inklibasyon sonrasi MiK
degerleri saptanabilirken, FISH yontemi ile 3 saat icerisinde klaritromisin duyarlihg: belir-
lenebilir. Her laboratuvar kendi sartlarina uygun olan yontemi tercih edebilir.

Sonug olarak antibiyotiklere direncli H.pylori varhgi eradikasyon tedavisinde basarisiz-
liklara yol acabilir. Bu nedenle bakteri direncinin 6nceden saptanmasi ve uygun duyarli-
lik yonteminin kullaniimasi buyik dnem tagir. Uygun ampirik tedavi seceneklerini belir-
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lemek, gereksiz antibiyotik kullanilmasini ve antibiyotik direnc artisini dnlemek icin bol-
gesel direnc oranlarinin bilinmesi énemlidir. Calismamizda klaritromisin, metronidazol
ve siprofloksasin direncleri yiiksek olarak saptanmistir. Klaritromisin ve siprofloksasinin
H.pylori tedavisi disinda diger enfeksiyon hastaliklarinin tedavisinde de artan yaygin kul-
lanimina bagli olarak direnc oranlarinin da arttigi dustinilmektedir. Bizim calismamiz,
sus sayimizin az olmasina ragmen, bolgemizdeki H.pylori antibiyotik duyarhlk oranlari-
nin bildirildigi 6nci calisma olup daha fazla sayida izolatin incelendigi cok merkezli ge-
nis arastirmalara ihtiyac vardir.
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