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ÖZET

Helicobacter pylori enfeksiyonu, dünyada yaygın olarak görülen kronik bakteriyel enfeksiyonlardan bi-
ri olup kronik gastrit, peptik ülser ve gastrik kanser ile ilişkilidir. H.pylori eradikasyonunda geçerli tedavi
rejimi, proton pompa inhibitörü (PPI) ile amoksisilin, klaritromisin ve metronidazolü içeren iki antibakte-
riyel ajanın kombinasyonudur. Son yıllarda H.pylori’de antibiyotiklere karşı giderek artan direnç oranı te-
davide başarısızlığa neden olmaktadır. Bu çalışmada, dispeptik yakınmaları nedeniyle Uludağ Üniversite-
si Tıp Fakültesi Hastanesi, Gastroenteroloji Kliniğine başvuran 31 hastaya (yaş aralığı: 24-65 yıl; yaş orta-
laması: 48.3 ± 11.3 yıl) ait gastrik biyopsi örneklerinden izole edilen H.pylori izolatlarının antibiyotik di-
renç oranları incelenmiş ve klaritromisin direncinin saptanmasında E-test (AB Biodisk, İsveç) ve floresan
in situ hibridizasyon (FISH; SeaFAST® Hemakim, Macaristan) yöntemleri karşılaştırılmıştır. Çalışılan 31
H.pylori izolatının klaritromisin, amoksisilin, metronidazol, tetrasiklin ve siprofloksasine karşı duyarlılığı E-
test yöntemi ile çalışılmış ve direnç oranları sırasıyla %41.9, %3.2, %41.9, %3.2 ve %45.2 olarak saptan-
mıştır. İzolatların %32.2’sinde tek antibiyotiğe karşı direnç, %45.2’sinde ise çoklu antibiyotik direnci be-
lirlenmiştir. Hibridizasyonda, biri 16S rRNA’ya özgül ve “fluorescein” boyası ile işaretli, diğerleri 23S
rRNA’daki mutasyonlara özgül ve Cy3 boyası ile işaretli problar kullanılmış; yeşil ışımanın saptanması
H.pylori varlığı açısından, kırmızı ışımanın saptanması ise klaritromisine dirençli H.pylori varlığı açısından
pozitif olarak değerlendirilmiştir. Sonuç olarak FISH yönteminde izolatların tamamı yeşil ışıma vermiş, E-
test ile klaritromisin direnci saptanan 13 izolatın hepsinde kırmızı ışıma gözlenmiş ve klaritromisin diren-
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cini saptamada her iki yöntem arasında bir fark saptanmamıştır. Bizim çalışmamız, suş sayımızın az olma-
sına rağmen, bölgemizdeki H.pylori antibiyotik duyarlılık oranlarının bildirildiği öncü çalışma olup daha
fazla sayıda izolatın incelendiği çok merkezli geniş araştırmalara ihtiyaç vardır.

Anahtar sözcükler: Helicobacter pylori, antibiyotik direnci, E-test, floresan in situ hibridizasyon, Türkiye.

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 Uludağ 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. 

GİRİŞ

Dünya nüfusunun %70-90’ının gastrik mukozasını enfekte eden Helicobacter pylori
gram-negatif, spiral şeklinde mikroaerofilik bir bakteridir. H.pylori enfeksiyonunun mide-
de peptik ülser ve kronik gastrite neden olduğu bilinmekte; ayrıca gastrik mukoza ile iliş-
kili lenfatik doku lenfoması ve gastrik kanserlerin gelişmesi ile ilişkili olduğu kabul edil-
mektedir1,2. H.pylori enfeksiyonunun tedavisinde henüz ideal bir tedavi rejimi bulunma-
makla birlikte Avrupa H.pylori Çalışma Grubu (EHPSG) tarafından hazırlanan Maastricht
3-2005 konsensus raporunda H.pylori eradikasyonunda ilk seçenek tedavi tavsiyesi pro-
ton pompa inhibitörü (PPI) + klaritromisin + amoksisilin ya da metronidazol ile kombi-
nasyonunu içeren üçlü tedavidir3. Klaritromisin direnci %20’den fazla olan toplumlarda
bu tedavi şemasının etkinliği azalmaktadır. Metronidazol direnci %40’tan az olan top-
lumlarda metronidazol içeren birinci basamak tedaviler önerilmektedir4.

H.pylori’de antibiyotiklere karşı gelişen direnç tedavide başarısızlığa neden olmaktadır.
Antibiyotik direncinin belirlenmesinde E-test yöntemi ile minimum inhibitör konsantras-
yonu (MİK) değerlerinin saptanması pratik olarak kullanılmaktadır. Klaritromisin duyarlı-
lığını saptamada kolay ve kısa sürede sonuç alınabilen FISH (Fluorescent In Situ Hibridi-
zation) yöntemi ise son yıllarda giderek artan kullanım alanı bulmaktadır5. Bu çalışmada,
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dispeptik yakınmaları olan hastalardan izole edilen H.pylori suşlarının antibiyotik direnç
oranlarının belirlenmesi ve klaritromisin direncinin saptanmasında E-test ve FISH yön-
temlerinin karşılaştırılması amaçlanmıştır.

GEREÇ ve YÖNTEM

Gastrik Biyopsi Örnekleri

Çalışmaya, dispeptik yakınmaları nedeniyle Uludağ Üniversitesi Tıp Fakültesi Hastane-
si, İç Hastalıkları Anabilim Dalı Gastroenteroloji Bilim Dalı Endoskopi Ünitesinde endos-
kopik incelemeleri yapılan, yaşları 24-65 yıl (ortalama: 48.3 ± 11.3 yıl) arasında değişen
31 hasta dahil edildi. Hastalardan antrum ve korpustan olmak üzere ikişer adet gastrik
biyopsi örneği alındı. 

H.pylori Kültürü

Biyopsi örnekleri “Brain-Heart Infusion Broth” (Becton Dickinson, ABD) içeren epen-
dorf tüpler içerisinde laboratuvara ulaştırıldı ve modifiye Helicobacter agara (Becton Dic-
kinson, ABD) ekim yapıldı. Mikroaerofilik ortam, anaerop kavanozlar içerisine konan
CampyGen Campylobacter sistemi (Oxoid, İngiltere) ile sağlandı. 37°C’de 3-10 gün in-
kübasyon sonrası saydam, konveks, 0.5-1 mm çapında, su damlasına benzer kolonilere
Gram boyama, üreaz, katalaz ve oksidaz testleri uygulandı. Pozitif saptanan suşlar mik-
robank (Cryobank mixed, Mast Group Ltd, Merseyside, İngiltere) saklama tüpüne hızla
aktarılıp -80°C’de saklandı.

E-test

Helicobacter agar besiyerinde 48-72 saatlik inkübasyon sonrası inokulüm yapmak için
3 McFarland bulanıklıkta olacak şekilde bakteri süspansiyonu hazırlanarak %5 koyun
kanlı Mueller Hinton agara (Becton Dickinson, ABD) ekim yapıldı. Bakteri süspansiyonu
steril eküvyonlar ile 5 ayrı plağa ekildi. Klaritromisin, amoksisilin, metronidazol, siproflok-
sasin ve tetrasiklin E-test stripleri (AB Biodisk, Solna, İsveç) her bir plağa yerleştirildi.
37°C’de mikroaerofilik ortamda 72 saat inkübe edildi. Çalışmada H.pylori NCTC 11637
(ATCC 43504) suşu kalite kontrolü olarak kullanıldı. Klaritromisin için ≥ 1 µg/ml (NCCLS
M100-S10 Ocak 2006), tetrasiklin, amoksisilin ve metronidazol için sırasıyla ≥ 16 µg/ml,
≥ 4 µg/ml ve ≥ 16 µg/ml (AB BIODISK 2007-06), siprofloksasin için ise > 2 µg/ml6,7 olan
suşlar dirençli olarak kabul edildi.

FISH Yöntemi

Klaritromisin direncinin belirlenmesinde SeaFAST® (Hemakim, Macaristan) ticari kiti
kullanıldı. H.pylori suşlarından 1.0 McFarland bulanıklıkta bakteri süspansiyonu hazırlan-
dı. Üretici firmanın önerileri doğrultusunda hibridizasyon yapıldı. Hibridizasyonda, biri
16S rRNA’ya özgül ve “fluorescein” boyası ile işaretli, diğerleri 23S rRNA’daki mutasyon-
lara özgül ve Cy3 boyası ile işaretli problar kullanıldı. Hibridizasyon sonrası örneklerin
üzerine 5’er µl “anti-fade” damlatıldı. Nikon E 600 marka floresan mikroskop üzerine ku-
rulmuş olan kırmızı, yeşil ve DAPI (4’,6’-diamidino-2-phenylindole) filtrelerine sahip Qu-
ips Imaging System (Applied Biosystems, İngiltere) ile analiz edildi. Fluorescein boyası ile
işaretli problarla hibridize olan suşlar floresan mikroskobunda yeşil ışıma vererek H.pylo-
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ri varlığı açısından pozitif olarak değerlendirildi. Cy3 boyası ile işaretli problar ile hibridi-
ze olan ve kırmızı ışıma veren suşlar ise dirençli olarak yorumlandı. Çift (dual) bantta ise
klaritromisine dirençli bu suşlar sarı renkte gözlendi.

BULGULAR

Çalışmaya alınan 31 H.pylori izolatının E-test ile saptanan antibiyotik direnç oranları
Tablo I’de gösterilmiştir. 

FISH yönteminde; izolatların tamamı fluorescein boyası ile işaretli problarla hibridize
olmuş ve yeşil ışıma vermiştir (Resim 1). E-test ile klaritromisin direnci saptanan 13 izo-
latın tamamında ise FISH yöntemi ile kırmızı ışıma gözlenmiş (Resim 2), bu suşlar çift
bantta sarı renkte izlenmiştir (Resim 3). E-test yöntemi ile FISH yöntemi karşılaştırıldığın-
da klaritromisin direncinin saptanmasında fark saptanmamıştır.
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Tablo I. Helicobacter pylori İzolatlarının Antibiyotiklere Direnç Oranları

Antibiyotikler Dirençli suş sayısı %

Klaritromisin 13 41.9

Metronidazol 13 41.9

Amoksisilin 1 3.2

Tetrasiklin 1 3.2

Siprofloksasin 14 45.2

Tek ilaca direnç 10 32.2

Çoklu direnç 14 45.2

Resim 1. Fluorescein boyası ile işaretli, 16S rRNA’ya özgül probla hibridize olmuş H.pylori’nin görüntüsü (yeşil
filtre).



TARTIŞMA

H.pylori enfeksiyonunun tedavisinde kombine antibiyotik kullanımı gerekmektedir.
Klaritromisin, metronidazol, amoksisilin, tetrasiklin ve siprofloksasin, enfeksiyonun teda-
visinde seçilen antimikrobiyal ajanlardır. H.pylori’de antibiyotiklere karşı gelişen yüksek
direnç oranları eradikasyon tedavisinde başarısızlığa neden olmaktadır4,8,9. 

H.pylori’de nitroredüktaz enzimlerinin kodlanmasından sorumlu rdxA ve frxA gen mu-
tasyonları metronidazol direncine neden olmaktadır10,11. Metronidazol direncinin sap-
tanmasında standart metodlara güvenilmemektedir, zira testlerin standardizasyonunun
gerektiği bildirilmektedir9. Bölgeler arasında farklılıklar olmakla birlikte H.pylori’de met-
ronidazol direnci %40-52 arasında değişmektedir12-14. Ülkemizde de metronidazol di-
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Resim 3. Fluorescein boyası ile işaretli, 16S rRNA’ya özgül probla ve Cy3 boyası ile işaretli 23S rRNA’ya özgül
probla hibridize olmuş klaritromisine dirençli H.pylori’nin görüntüsü (ikili filtre).

Resim 2. Cy3 boyası ile işaretli, 23S rRNA’ya özgül probla hibridize olmuş klaritromisine dirençli H.pylori’nin
görüntüsü (kırmızı filtre).



renci yaklaşık olarak %50 oranındadır8,15,16. Bizim çalışmamızda da metronidazol direnç
oranı %41.9 olarak saptanmıştır. 

H.pylori’de 7 adet penisilin bağlayan protein (PBP) tanımlanmıştır. PBP-1A’da serin-ar-
jinin değişiminin yüksek düzeyde amoksisilin direncinden sorumlu olduğu gösterilmiş-
tir17,18. Tüm dünyada amoksisilin direncinin %1’in altında olduğu bildirilmekle birlikte,
2007 yılında Tayvan’da %36.1 oranında direnç saptanmıştır9,14. Bizim çalışmamızda da
amoksisilin direnci 1 (%3.2) izolatta gösterilmiştir. 

H.pylori’de tetrasiklin direncinin 16S rRNA’daki üç baz çifti yer değişimine bağlı oldu-
ğu (AGA 926-928 TTC) bildirilmiştir19. Qing Hao ve arkadaşları12 2004 yılında H.pylo-
ri’de tetrasiklin direncini %6.7 olarak saptamakla birlikte dünyada tetrasiklin direnci
%1’in altında olarak bildirilmiştir9. Ülkemizde ise tetrasiklin direnci yaklaşık %4 oranın-
dadır15,16. Çalışmamızda tetrasiklin direnci de 1 (%3.2) suşta pozitif saptanmıştır. 

Son yıllarda giderek artan kinolon direnci, QRDR (quinolon resistance determining re-
gion) bölgesindeki gyrA gen mutasyonuna bağlı olarak ya da dışa-atım (efflux) mekaniz-
ması ile gelişmektedir9,20. Ülkemizde %6-8 arasında değişen direnç oranları bildirilmiş-
tir15,16. Bizim çalışmamızda ise H.pylori’de siprofloksasin direnci %45.2 olarak bulunmuş
ve yapılan az sayıdaki çalışmalarla karşılaştırıldığında daha yüksek olduğu saptanmıştır.

Yapılan çalışmalarda klaritromisin direncinde sorumlu olan ana mekanizmaların, 23S
rRNA geninin A2142G veya A2143G mutasyonu, daha az sıklıkla da A2142C mutasyon-
ları olduğu bildirilmiştir. Dirence yol açan ve nadir saptanan diğer mutasyonlar ise
A2115G, G2141A ve T2717C olarak tanımlanmıştır21,22. Klaritromisin direnç prevalansı
coğrafi olarak farklılık göstermekle birlikte dünya çapında artmaktadır. Yapılan değişik ça-
lışmalarda klaritromisin direnci %13.5-%23.3 arasında değişen oranlarda saptanmıştır12-

14. Avrupa’da klaritromisin direnci güney bölgelerinde %18, kuzeyde %4 olup toplam-
da yaklaşık %10 oranında bildirilmiştir9. Ülkemizde yapılan çalışmalarda ise klaritromisin
direncinde son yıllarda giderek artış saptanmış ve %55’lere varan direnç oranları rapor
edilmiştir15,16,23,24. Bizim çalışmamızda da klaritromisin direnci E-test ve FISH yöntemle-
rinin her ikisi ile de %41.9 olarak saptanmış olup son yıllarda yapılan diğer çalışmalara
benzerlik göstermektedir. FISH yönteminde, klaritromisin direncinden sorumlu ana me-
kanizmalar olan 23S rRNA genindeki 3 ayrı (A2143G, A2144G ve A2143C) nokta mu-
tasyonunu saptayacak problar kullanılmaktadır. H.pylori‘de klaritromisin direncinin sap-
tanmasında E-test ve FISH yönteminin karşılaştırıldığı birçok çalışmada FISH’in duyarlılı-
ğının yüksek ve güvenilir olduğu bildirilmiştir25,26. Bizim çalışmamızda da H.pylori suşla-
rında klaritromisin direncinin saptanmasında uygulanan her iki yöntem arasında fark
saptanmamıştır. Bu iki yöntem arasında saptanan uyum, direncin belirlenmesinde her iki
yöntemin de kullanılabileceğini göstermektedir. E-test ile 72 saat inkübasyon sonrası MİK
değerleri saptanabilirken, FISH yöntemi ile 3 saat içerisinde klaritromisin duyarlılığı belir-
lenebilir. Her laboratuvar kendi şartlarına uygun olan yöntemi tercih edebilir.

Sonuç olarak antibiyotiklere dirençli H.pylori varlığı eradikasyon tedavisinde başarısız-
lıklara yol açabilir. Bu nedenle bakteri direncinin önceden saptanması ve uygun duyarlı-
lık yönteminin kullanılması büyük önem taşır. Uygun ampirik tedavi seçeneklerini belir-
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lemek, gereksiz antibiyotik kullanılmasını ve antibiyotik direnç artışını önlemek için böl-
gesel direnç oranlarının bilinmesi önemlidir. Çalışmamızda klaritromisin, metronidazol
ve siprofloksasin dirençleri yüksek olarak saptanmıştır. Klaritromisin ve siprofloksasinin
H.pylori tedavisi dışında diğer enfeksiyon hastalıklarının tedavisinde de artan yaygın kul-
lanımına bağlı olarak direnç oranlarının da arttığı düşünülmektedir. Bizim çalışmamız,
suş sayımızın az olmasına rağmen, bölgemizdeki H.pylori antibiyotik duyarlılık oranları-
nın bildirildiği öncü çalışma olup daha fazla sayıda izolatın incelendiği çok merkezli ge-
niş araştırmalara ihtiyaç vardır.
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