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OZET

Helicobacter pylori, gastrit, gastrik ve duodenal Ulser, gastrik adenokarsinoma ve mukoza ile iligkili len-
foid doku lenfomasinda major patojen olarak bildirilmektedir. H.pylori enfeksiyonlarinin tanisinda invazif
olan (mide biyopsi 6rnegi kltird, histopatolojik inceleme, hizli Greaz testi, molekiler yontemler) ve ol-
mayan (ure nefes testi, serolojik yontemler, diski kiiltiirti, diskida antijen/nukleik asit aranmasi) yontem-
ler kullanilmaktadir. Enfeksiyonun eradikasyonunda klaritromisin, amoksisilin ve metronidazol ile proton
pompa inhibitori veya ranitidin bizmut sitratin kombine kullanildigi Gl tedavi protokolii uygulanmak-
tadir. Ancak giinimizde antibiyotik direnci artmakta ve eradikasyon tedavisinin basarisi azalmaktadir. Bu
calismada, mide antrum biyopsi 6rneklerinde H.pylori varliginin gesitli yontemlerle arastirilmasi ve antibi-
yotik duyarliliklarinin belirlenmesi amaglanmustir. Calismaya, dispeptik sikayetlerle Mersin Universitesi Tip
Fakiiltesi ¢ Hastaliklari Anabilim Dali Gastroenteroloji Poliklinigine bagvuran 149 hastadan (yas araligi:
17-83 yil; 73'U erkek) alinan mide antrum biyopsi 6rnekleri dahil edilmistir. Biyopsi 6rneklerinde H.pylo-
rivarhgu kiiltir, polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ve Ureaz testiyle; hastalarin diski 6rneklerinde ise H.pylo-
ri'ye 6zgil antijen (HpSA) varligi ELISA yontemiyle arastinlmustir. izolatlarin tetrasiklin, amoksisilin, met-
ronidazol ve levofloksasine karsi antimikrobiyal direncleri E-test yontemiyle belirlenmistir. Klaritromisin di-
renci ise hem E-test hem de PCR-RFLP (restriction fragment length polymorphism) yontemiyle saptan-
mustir. Kiltdr yontemiyle hastalarin %29.6 (43/145)'sinda, lreaz testiyle %55.2 (80/145)’sinde, HpSA
testiyle %57 (65/114)'sinde ve PCR ile %71.3 (102/143)’linde H.pylori pozitifligi tespit edilmistir. H.pylo-
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ri tanisinda altin standart olarak; tek bagsina kiiltiir yonteminin pozitif olmasi ya da kiilturiin negatif oldu-
gu durumlarda, diger Uc testten (lireaz testi, PCR ve HpSA) en az ikisinin pozitif olmasi kabul edilmistir.
Buna gore kiltlr, PCR, HpSA ve Ureaz testi yontemlerinin duyarlilik ve 6zgullikleri sirasiyla %52.4 ve
%7100, %96.3 ve %62.3, %80.3 ve %81.4, %86.6 ve %85.7 olarak saptanmustir. E-test ile yapilan anti-
biyotik duyarllik testinde klaritromisine %18.2, tetrasikline %9.1, metronidazole %45.5, levofloksasine
%718.2 oraninda diren¢ saptanirken amoksisiline karsi diren¢ bulunmamistir. PCR pozitif 102 6rnegin
94'linde RFLP yontemiyle klaritromisin direnci arastiriimis ve 17 (%718.1)'sinde klaritromisine direng sap-
tanmustir. Bu suslarin 11 (%64.7)'inde A2144G (2144. nikleotidde), 6 (%35.3)'sinda ise A2143G (2143.
niikleotidde) olmak lizere nokta mutasyonlari belirlenmistir. Calismamizda, H.pylori tanisinda en duyarli
yéntemin PCR oldugu goriilmis; ancak 6zgulligiinin disiik olmasi nedeniyle en az bir farkli yontemle
daha desteklenmesi gerektigi dustintlmustir. Kiltir yonteminin 6zgllliginin ylksek, duyarliiginin ise
diger yontemlere gore oldukca diistik oldugu izlenmis; lireaz ve HpSA testlerinin duyarlilik ve 6zgulltk-
leri birbirine benzer bulunmustur. Sonug olarak, endoskopinin yapilamadig olgularda invazif olmayan,
kolay uygulanabilir ve hizli sonug veren bir yontem olan HpSA testinin tani ve tedavinin takibinde kulla-
nilabilecegi kanisina varilmis; tedavi basarisizigr durumunda ise kiltiir yapilarak antibiyotik duyarliliginin
arastinlmasinin gerektigi vurgulanmustir.

Anahtar sozciikler: Helicobacter pylori; kiiltiir; lireaz testi; ELISA; PCR-RFLP; antimikrobiyal direng.

ABSTRACT

Helicobacter pylori is reported as the etiological agent of gastritis, gastric and duodenal ulcer, gast-
ric adenoid carcinoma and mucosa-associated lymphoid tissue lymphoma. In the diagnosis of H.pylo-
ri infections invasive (culture, histopathological examination, rapid urease test and molecular tests)
and non-invasive (urea breath test, serological tests, stool culture and stool antigen/nucleic acid tests)
methods may be used. Clarithromycin, amoxicillin and combination of metronidazole and proton-
pump inhibitor or ranitidine bismuth citrate triple treatment protocol is applied in order to treat and
eradicate the infection. However, increasing rates of antibiotic resistance among H.pylori strains redu-
ces the success of eradication therapy. The aim of this study was to investigate the presence of H.pylo-
riin the gastric antral biopsy specimens and to determine the antimicrobial resistance of the isolates.
A total of 149 gastric antral biopsy specimens obtained from patients (age range: 17-83 years; 73 we-
re male) who admitted to Mersin University Faculty of Medicine Department of Internal Medicine
Gastroenterology clinic with dyspeptic complaints were included in the study. H.pylori presence was
investigated by culture, polymerase chain reaction (PCR) and urease test from gastric biopsy speci-
mens, and H.pylori-specific antigen (HpSA) was investigated by ELISA in the stool samples of patients.
Resistance to tetracycline, amoxicillin, metronidazole and levofloxacin was determined with E-test
method. Clarithromycin resistance was determined both by E-test and PCR-RFLP (restriction fragment
length polymorphism) methods. H.pylori was detected in 29.6% (43/145) of patients with culture,
55.2% (80/145) of patients with urease test, 57% (65/114) of patients with HpSA test and 71.3%
(102/143) of patients with PCR. The sensitivity and specificity of culture, PCR, HpSA and urease tests
were determined as 52.4% and 100%, 96.3% and 62.3%, 80.3% and 81.4%, 86.6% and 85.7%, res-
pectively. According to the E-test results, resistance to clarithromycin was 18.2%, to tetracycline
9.1%, to metronidazole 45.5%, to levofloxacin 18.2% and no resistance was determined to amoxicil-
lin. Clarithromycin resistance was searched in 94 of PCR positive 102 samples, and 17 (18.1%) of
them yielded clarithromycin resistance. Of them 11 (64.7%) harbored A2144G (at 2144. nucleotide),
and 6 (%35.3) harbored A2143G (at 2143. nucleotide) point mutations. In our study, PCR was deter-
mined as the most sensitive method, however due to its low specificity, the results should be confir-
med with at least one of the other methods. The specificity of culture method was high, but sensiti-
vity was found to be quite low compared with other methods. The sensitivity and specificity of ure-
ase and HpSA tests were found to be similar. In conclusion, in cases which endoscopy could not be
done, non-invasive, rapid and practical HpSA method can be used in diagnosis and monitorization of

MiKROBIYOLOJi BULTENI 399




Mide Biyopsi Orneklerinden Helicobacter pylorinin Tanimlanmasi ve
Antimikrobiyal Direncinin Arastiriimasi

the treatment. In the case of treatment failure, culture should be performed for antibiotic susceptibi-
lity testing of the isolate.

Key words: Helicobacter pylori; culture; urease test; ELISA; PCR-RFLP; antimicrobial resistance.

GIRis

Diinya nifusunun %50’den fazlasinin Helicobacter pylori ile enfekte oldugu 6ngoriil-
mektedir. Gelismekte olan Ulkelerde bu oran %70-90 iken, gelismis Ulkelerde daha du-
stiktiir (%25-50). Gelismekte olan ulkelerde oldugu gibi lilkemizde de, enfeksiyon yasa-
min ilk yillarinda kazaniimakta ve niifusun %80’i 20 yasina kadar enfekte olmaktadir'-2,
H.pylori gastrit, gastrik ve duodenal Ulser, gastrik adenokarsinoma ve mukoza ile iliskili
lenfoid doku tiimérlerinde majoér patojen olarak bildiriimektedir®*.

H.pylori enfeksiyonlarinin tanisinda, endoskopi gerektirmeyen non-invazif testler (iire
nefes testi, serolojik yontemler, diski kilturd, diskida antijen/niikleik asit aranmast) ve en-
doskopi gerektiren bircok invazif yontem (mide biyopsi 6rnegi kultirt, histopatolojik in-
celeme, hizli iireaz testi, molekiiler yontemler) kullanilmaktadir>®. Enfeksiyonun eradi-
kasyonunda klaritromisin ve amoksisilin ya da metronidazol ile proton pompa inhibito-
ri veya ranitidin bizmut sitratin kombine kullanildigi tedavi protokoli uygulanmakta-
dir’8, Klaritromisin, H.pylori eradikasyonu icin énerilen bircok tedavi protokolii icinde yer
almakla birlikte, glinimuzde klaritromisine direncli suslar artmakta ve eradikasyon teda-
visinin basarisi azalmaktadir®”®.

Bu calismada, dispeptik sikayetleri olan hastalardan alinan mide-antrum biyopsi or-
neklerinde kiltur, polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ve Ureaz testi, diski 6rneklerinde ise
ELISA yontemiyle H.pylori antijen varhi@inin arastirilmasi ve izolatlarin antimikrobiyal di-
renclerinin E-test ile belirlenmesi amacglanmustir. Ayrica, klaritromisin direncine PCR-RFLP
(restriction fragment length polymorphism) yontemiyle bakilarak, varsa mutasyon bol-
gelerinin saptanmasi hedeflenmistir.

GEREC ve YONTEM
Hastalar ve Ornekler

Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi ¢ Hastaliklari Anabilim Dali Gastroenteroloji Poliklini-
gine Ocak 2009-Haziran 2010 tarihleri arasinda dispeptik sikayetlerle basvuran ve Ust
gastrointestinal sistem endoskopisi uygulanan 149 hasta calisma kapsamina alindi. Daha
once H.pylori tedavisi gormus hastalar, son bir hafta icinde proton pompa inhibitorleri,
antiasit, bizmut iceren bilesikler ve/veya antibiyotik alan hastalar calisma digi birakildi.

Her hastanin mide antrumunun farkl bolgelerinden ikiser adet biyopsi 6rnegi alina-
rak, icerisinde Brucella sivi besiyeri bulunan steril tiiplere konuldu.

Kiiltar

Biyopsi ornekleri hic bekletiimeden Brucella sivi besiyeri icerisinde steril cam bagetler-
le pargalanarak %7 defibrine at kani, %1 vitox suplementi (Oxoid, ingiltere), H.pylori an-
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tibiyotik suplementi (Dent, Oxoid, Ingiltere), 10 mg/L vankomisin, 5 mg/L trimetoprim,
5 mg/L sefsulodin ve 5 mg/L amfoterisin B iceren Columbia agar (Oxoid, ingiltere) be-
siyerlerine ekildi. Kulturler, mikroaerofil ortam saglayan (%5 O,, %10 CO,, %85 N,)
CampyGen kiti (CN 25-Oxoid, ingiltere) ile birlikte anaerop kavanoz icinde, 37°C’de
dokuz giin inkiibe edildi. Besiyerlerinde tireyen yaklasik 0.5 mm capinda, hemolizsiz, gri,
seffaf, su damlasina benzeyen koloniler H.pylori yoniinden degerlendirildi. Gram ile ne-
gatif boyanan, kivrik, spiral morfolojiye sahip ve oksidaz, katalaz ve Ureaz testleri pozitif
bulunan bakteriler H.pylori olarak tanimlandi. Ure besiyerine ekilen bir kisim biyopsi &r-
neginin besiyeri rengini 37°C’de 30 dakika-24 saat icinde saridan pembeye donustirme-
si Ureaz pozitifligi olarak kabul edildi.

HpSA Testi

Endoskopi yapilan hastalardan alinan diski 6rneklerinde H.pylori antijeninin varhgs,
HpSA testi (Diagnostic Bioprobes Srl, italya) kullanilarak mikro-ELISA yontemiyle caligildi.

Antibiyotik Duyarlilik Testleri

izolatlarin amoksisilin, klaritromisin, tetrasiklin, metronidazol ve levofloksasin duyarli-
ligr E-test (AB Biodisk, isveg) ile arastirildi. Saf olarak elde edilen H.pylori kiiltirlerinden
alinan kolonilerle Brucella sivi besiyeri icinde McFarland 3 bulanikligina gore hazirlanan
bakteri sispansiyonundan %7 at kanl Mueller-Hinton agar ytizeyine ekim yapildi. Plak-
lar mikroaerofilik ortamda (CampyGen iceren kavanozlar) 37°C’de 3-5 giin inkiibe edil-
di. Inkiibasyon sonunda elips seklindeki inhibisyon zonunun E-test seridi ile kesistigi nok-
taya karsilik gelen antibiyotik konsantrasyonu MIK degeri olarak kabul edildi. Bu ¢alisma-
da metronidazol icin > 8 pg/ml, klaritromisin icin = 1 pg/ml, amoksisilin i¢cin > 1 pg/ml,
levofloksasin icin > 2 pg/ml, tetrasiklin icin > 4 ug/ml degerleri direnclilik siniri olarak ka-
bul edildi'®. Kontrol susu olarak H.pylori NCTC 11637 kullanildi.

PCR-RFLP ile H.pylori ve Klaritromisin Direncinin Belirlenmesi

Biyopsi orneklerinden DNA izolasyonu, modifiye klasik fenol-kloroform ve kloroform
yéntemi kullanilarak gerceklestirildi. Oncelikle biyopsi 6rnedi 450 ulL parcalayici tampon
[13.3 mmol/L Tris-HCI (pH 8.0), 6.7 pmol/ul etilen-diamin-tetra-asetik asit, %0.67 sod-
yum dodesil stilfat ve 133 mg/mL proteinaz-K] ile karistirildi ve 56°C’de bir gece inkiibe
edildi. inkiibasyonun sonunda énce iki kez fenol-kloroform (1:1) ekstraksiyonu, daha
sonra bir kez kloroform ekstraksiyonu gerceklestirildi. DNA daha 6nceden sogutulmus
%96'lik etil alkolle ¢oktirtldiu. DNA pelleti havada kurutulduktan sonra 25 pL niikleaz
icermeyen steril suda ¢ozdurlldl, sonrasinda analiz edilinceye kadar -20°C’de saklandi
ve PCR amplifikasyonunda kalip DNA olarak kullanildi.

H.pylori genomunun 23S rRNA gen boélgesinin 2105. nikleotid ve 2122. nukleotid
arasinda kalan 135 baz cift (bg)’lik bolgeyi hedef alan CRF-4 (5'-AGT GGA GGT GAA
AATTCC-3’) ve CRR-1 (5’-TAA GAG CCA AAG CCC TTAC-3") primerleri'" kullanilarak PCR
ile amplifiye edildi. Klaritromisin direncinin belirlenmesi icin amplifiye edilen bolgedeki
2143. kodondaki A-G mutasyonunun saptanmasi icin Mboll (A2143G) ve 2144. kodon-
daki A-G mutasyonunun saptanmasi icin Bsal (A2144G) kesim enzimleriyle inkibe edi-
lerek RFLP analizi uygulandi.
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Her bir 6rnegin PCR amplifikasyonu 50 pL'lik reaksiyon hacimlerinde (5 pl 10x PCR
tampon, 2 pmol/pl MgCl,, 0.2 pmol/pl dNTP karisimi, 0.25 pmol/pl her bir primer, 1.25
U Tag DNA polimeraz, 5 pl 6rnek DNA'si) gerceklestirildi. Amplifikasyon kosullari;
94°C'de 5 dakika baslangi¢ denatiirasyonu, arkasindan 35 siklus 94°C’de 1 dakika dena-
tirasyon, 57°C’de 1 dakika baglanma ve 72°C’de 1 dakika uzama basamaklar ve arka-
sindan 70°C’de 5 dakika son uzama basamaklarini icermekte idi. PCR Grtnleri, %1’lik
agaroz jel elektroforezinden sonra 0.5 pg/ml etidyum bromir ile boyandiktan sonra
ultraviyole transiliminatorde goriintilendi.

BULGULAR

Calismaya alinan 149 hastanin 73'U erkek 76’si kadin olup, yaglari 17-83 yil arasinda
(yas ortalamasi 47.8 + 14.9 yil) degismektedir. Hastalarin endoskopik tanilari; hiperemik
gastropati (n= 37, %25), duodenal ulser (n= 31, %21), antral erozif gastrit (n= 24,
%16), alt 6zefagus sfinkter gevsekligi (n= 21, %14), gastrik Ulser (n= 15, %10), atrofik
gastrit, (n= 12, %8), normal endoskopi (n= 6, %4), pilor stenozu (n= 2, %1) ve portal
hipertansif gastropati (n= 1, %0.7) olarak belirlenmistir. Hastalarda H.pylori enfeksiyonu
tanisinda altin standart olarak; tek bagina kiltiir ydnteminin pozitif olmasi ya da kulti-
rin negatif oldugu durumlarda, kullanilan diger (g testten (lireaz testi, PCR ve HpSA) en
az ikisinin pozitif olmasi kabul edilmistir.

Hastalarin dordiinde 6rnek uygun kosullarda gelmedidi icin kiltir ve Ureaz testi uy-
gulanamamis; kalan 145 hastanin 43 (%29.6)'tGnln kilttriinde tGreme saptanmig; 80
(%55.2)'inde ise Ureaz testiyle pozitiflik tespit edilmistir. Alti hastanin 6rnegi yeterli ol-
madigi icin PCR yontemi uygulanamamis; kalan 143 hastanin 102 (%71.3)'sinde PCR ile
H.pylori pozitif olarak saptanmustir. Hastalarin 114’Gnun diski 6rneginde H.pylori antijeni
varligi arastinlmis ve 65 (%57)’'inde HpSA ile pozitiflik belirlenmistir.

Calismamizda, toplam 149 hastadan 84’lnde, altin standart olcltiine gore H.pylori
pozitif olarak bulunmustur. Hastalarin kiltir, PCR, HpSA ve Ureaz testi yontemlerinin du-
yarlilik ve 6zgullukleri sirasiyla %52.4 ve %100, %96.3 ve %62.3, %80.3 ve %81.4,
%86.6 ve %85.7 olarak saptanmistir (Tablo ).

Kiltirden izole edilen 43 H.pylori susunun sadece 11’inde E-test yontemiyle antibiyo-
tik direnci arastirilabilmistir. Suslarin 5 (%45.5)'inde metronidazole, 2 (%18.2)'sinde kla-
ritromisine, 2 (%18.2)'sinde levofloksasine ve 1 (%9.1)'inde tetrasikline diren¢ saptan-
mis; hicbir izolatta amoksisilin direnci izlenmemistir.

PCR ile H.pylori pozitif bulunan 102 hasta izolatinin 94’Ginde RFLP yontemiyle klarit-
romisin direnci arastiriimisg ve 17 (%18.1)'sinde klaritromisine diren¢ saptanmistir. Bu 17
susun 11 (%64.7)'inde A2144G, 6 (%35.3)'sinda ise A2143G olmak Uizere nokta mutas-
yonlari belirlenmistir (Resim 1).

TARTISMA

Tum diinyada, zellikle de gelismekte olan Ulkelerde yaygin olarak bulunan H.pylori,
insanlarda en sik gorulen kronik bakteriyel enfeksiyon etkenlerinden biridir. Ulkemizde
yapilan caligmalar, H.pylori prevalansinin %63-89 arasinda degistigini gostermekte-
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Tablo 1. Calismada H.pylori Tanisinda Kullanilan Yéntemlerin Duyarliik, Ozgiilliik, Pozitif ve Negatif Predlik-
tif Degerleri

Yontem (calisilan

ornek sayisi) Pozitiflik (%) Duyarlilik (%) Ozgiilliik (%) PPD (%) NPD (%)
Kaltar (145) 43 (29.6) 52.4 100 100 61.8
(41.1-63.6) (94.3-100) (91.8-100) (51.6-71.2)
PCR (143) 102 (71.3) 96.3 62.3 77.5 92.7
(89.7-99.2) (49-74.4) (68.1-85.1)  (80.1-98.5)
HpSA (114) 65 (57) 80.3 81.4 87.7 71.4
(69.1-88.8) (66.6-91.6) (77.2-94.5)  (56.7-83.4)
Ureaz (145) 80 (55.2) 86.6 85.7 88.8 83.1

(77.3-93.1) (74.6-93.3) (79.7-94.7) (71.7-91.2)
PPD: Pozitif prediktif deger; NPD: Negatif prediktif deger.

A M 1 2 3 4 5 6 7 8

500 bg
400 bg

300 bg

200 be
0135 bg

100 bg

500 b
400 bg

300 be

200 b
0135 bg

100 b

Resim 1. A) Mboll enzimi ile kesim sonucu elde edilen bantlar (kolon 7); B) Bsal enzimi kesim sonucu elde edi-
len bantlar (kolon 6 ve 7) [Kolon M: Molekiiler agirlik standardi (GeneRuler 100 b¢ DNA ladder, Fermentas)].

dir'2'7. Calismamizda da dispeptik sikayetleri olan hastalarda H.pylori pozitifligi %56.4
(84/149) oraninda saptanmustir.

H.pylori'nin tanisinda kiltir yontemi bircok arastirici tarafindan altin standart olarak
kabul edilmekle birlikte, taninin dogrulugunun artiriimasi icin, kiltur ile birlikte lireaz tes-
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ti ve/veya histoloji ve/veya digki antijen testleri ve/veya molekiler yontemler gibi birden
fazla ydntemin kullanilmasi 6nerilmektedir'®'®. Bunlardan kiiltiir, {ireaz testi ve PCR yon-
temleri zaman gerektiren, hasta icin yiiksek maliyete sebep olan ve endoskopik girisim
gerektiren invazif yontemlerdir. invazif olmayan HpSA testi ise, aktif enfeksiyon varhigini
gosteren, hizli ve ucuz bir yontemdir. Yapilan bir meta-analizde, monoklonal HpSA tes-
tinin duyarlligi %96.9, 6zgiilligi %97.9 olarak bildirilmistir?®. Buna karsin {ilkemizde
yapilan cesitli calismalarda HpSA testinin duyarliik, 6zgullik, pozitif (PPD) ve negatif
prediktif (NPD) dederleri sirasiyla %69-92, %66-100, %81-100 ve %45-86 arasinda de-
gisen oranlarda saptanmistir?'24, Bizim calismamizda, kullanilan monoklonal HpSA tes-
tiyle diski 6rneklerinin %57 (65/114)'sinde pozitiflik saptanmis ve bu yontemin duyarli-
lik, 6zgullik, PPD ve NPD degerleri sirasiyla %80.3, %81.4, %87.7 ve %71.4 olarak sap-
tanmigtir. Bulgularimiz diger ¢alismalarin sonuglariyla uyumludur.

H.pylori tanisinda kiltlr tek bagina altin standart yontem olarak kabul edilmesine rag-
men, bakterinin oksijene olan duyarlidi, 6rnegin alindig: yer, tasinma kosullari ve cali-
sanin tecriibesi gibi nedenlerden dolayi duyarlihgr oldukca dustiktir. Yapilan caligmalar-
da, biyopsi orneklerinde kultur pozitifliginin yaklasik %30 oraninda oldugu belirtilmek-
te; kiiltiirin duyarlligi %45-89, 6zgiilligi %97-100 olarak verilmektedir'®25-28, Ulke-
mizde ise, Ankara’da 102 cocuk hasta tzerinde yapilan arastirmada, histoloji altin stan-
dart olarak kabul edildiginde kiltirin duyarlhgr %54.9, hizli ireaz testinin duyarlihgi
%89.2 olarak bildirilmistir?. Kaklikkaya ve arkadaslarinin®® 200 antral mide biyopsi 6r-
neklerinde yaptiklar bir calismada, kultir ve hizl treaz testlerinin duyarhlik ve 6zgulliik-
leri sirasiyla %87.1 ve %99, %77.2 ve %92 olarak saptanmistir. Afyon bolgesinde yapi-
lan calismada da, histopatoloji altin standart olarak alindiginda, kilttr ve PCR yontem-
lerinin duyarlihk ve 6zgulligu sirasiyla %61 ve %91, %88 ve %51 oraninda rapor edil-
mistir?. Kore’de ise 601 hastanin dahil edildigi bir calismada, kiiltiir ve hizli lireaz testi
icin duyarlilik ve 6zgilltik degerleri sirasiyla %56.2 ve %100, %80.4 ve %96.7 olarak bu-
lunmustur?®, Calismamizda kiiltir pozitifligi %29.7 (43/145) olarak tespit edilmis ve izo-
latlarin ancak 11 (%25.6)'inde antibiyotik duyarlih@r arastinlabilmistir. Calismamizin ve-
rileri altin standart kriterlerine gore degerlendirildiginde, kiltlr ve Ureaz testinin duyar-
lihk ve 6zgulltkleri sirasiyla %52.4 ve %100, %86.6 ve %85.7 olarak saptanmis olup, bu
calismalarla uyumlu oldugu gorilmdastir.

Belcika’da 104 hastanin dahil edildigi bir arastirmada, kiltir pozitifligi veya kilttrin
negatif oldugu durumlarda hizli iireaz testi ve histolojik incelemenin birlikte pozitifligini
altin standart kabul edilerek, hizh treaz testinin duyarlilik ve 6zgulligi %90 ve %97,
PCR ydnteminin duyarlilik ve 6zgiilligi ise %100 ve %97 olarak bildirilmistir®!. Kiiltiir
yonteminin altin standart olarak kabul edildigi bir bagka calismada 36 hastada PCR yon-
teminin duyarlilik ve 6zgiilliigi sirasiyla %92 ve %72.7 olarak saptanmistir®2. Calisma-
mizda ise altin standart ol¢ltiine gore Ureaz testi ve PCR'nin duyarlihk ve 6zgullikleri si-
rasiyla %86.6, %85.7 ve %96.3, %62.3 olarak belirlenmistir. PCR, histoloji ve hizli iire-
az testlerinin karsilastirildigi bir calismada PCR’nin diger konvansiyonel yontemlere gore
H.pylori saptanmasinda daha yararl olacag: bildirilmistir®. Konya bélgesinde yapilan bir
calismada, kultir ydontemi altin standart olarak alindiginda, Ureaz testi, histolojik incele-
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me ve HpSA testinin duyarlilik ve 6zglllukleri sirasiyla; %97.5 ve %20.7, %72.5 ve
%100, %75 ve %82.6 olarak bulunmustur3*.

H.pylori suglarinin antibiyotik duyarliliklarinin tespiti agar diliisyon, disk diflizyon ve E-
test gibi klasik yontemlerle diren¢ gelisimine yol acan mutasyonlarin tespit edildigi PCR-
RFLP gibi molekiiler ydntemlerle yapilabilmektedir'®. Tedavi basarisizliklar; hastanin ya-
sl, sigara kullanimi, tedavi oncesi midedeki bakteri yiiki, bakterinin genotipi, hastanin
ila¢ uyumu gibi nedenlere baglanmaktadir. Ancak tedavi basarisizliklarinin biytik bir kis-
mi, ilk secenek antibiyotiklere karsi diren¢ nedeniyle ortaya ¢cikmaktadir. H.pylori direng
tespiti icin CLSI, agar dilisyon yontemini standardize etmis ve kullanimini 6nermistir;
ancak E-test yontemi, hem kullanim kolayligr agcisindan hem de agar diliisyonla benzer
sonuclar elde edildiginden direnc tespitinde siklikla kullaniimaktadir!® 193536,

Metronidazole direng oranlari, bolgelere ve tilkelere gore degismek lizere %15.9 ile
%77.9 arasinda bildiriimektedir?>37-3°, Ulkemizde de metronidazoliin yaygin kullanimi,
direng oraninin yliksek olmasina neden olmaktadir. Yapilan calismalarda, tilkemizde met-
ronidazol direnci %36.4 ile %62.5 oranlari arasinda degismektedir?®4%4! Calismamizda
E-test yontemiyle metronidazol direnci %45.5 olarak belirlenmistir. Amoksisilin direnci
ile ilgili olarak ise celiskili raporlar?>-274!1 mevcut olup; bazi arastiricilar H.pylori'de hic
amoksisilin direnci saptamazken?>, bazilari cok diisiik (%0.9)%”, bazilar ise yiiksek
(%36.1)* oranda direnc rapor etmislerdir. Bizim calismamizda amoksisilin direnci tespit
edilmemistir.

H.pylori suslarinda tetrasiklin direnci ile ilgili olarak da yurt disi yayinlarda degisik oran-
lar (%0-6.9) bildirilmektedir*?4. Ulkemizde yapilan bir calismada*' da, E-test ile %9.4
oraninda tetrasiklin direnci saptanirken, bir baska calismada®® direnc izlenmemistir. Ca-
ismamizda tetrasikline direng orani %9.1 olarak bulunmustur. Ayrica calismamizda sap-
tanan %18.2 oranindaki levofloksasilin direnci de, Kantarceken ve arkadaglarinin® bildir-
digi orandan (%5.9) yiiksek, Branca ve arkadaglarinin*® bildirdigi orandan (%22.4) dii-
suktar.

Klaritromisin H.pylori eradikasyonunda en cok tercih edilen antibiyotiktir; ancak giinu-
muzde klaritromisin direncinin giderek artmasi eradikasyon tedavisinin basarisini sinirla-
maktadir® 7193745 By nedenle calismamizda klaritromisin direnci hem E-test hem de
PCR-RFLP teknigiyle arastirilmustir. Klaritromisin direnci; Fransa’da?’ 2003 yilinda yapilan
bir calismada %30, Hindistan’da®® 2003 yilinda yapilan bir calismada %44.7, ingilte-
re’de*® 2005 yilinda yapilan bir calismada %11 ve Tayvan’da3 2006 yilinda yapilan bir
calismada %13.5 oraninda saptanmustir. Ulkemizde yapilan calismalarda ise H.pylori sus-
larinda klaritromisine direnc orani %18.7%1, %18.2%° ve %54.5% olarak bildirilmektedir.
Calismamizda da E-test ile %18.2 (2/11) oraninda klaritromisin direnci saptanmustir. Kla-
ritromisin direnci dogrudan mide biyopsi 6rneklerinden PCR-RFLP yontemiyle arastirila-
bilmektedir. Bunun yani sira dirence neden olan mutasyonlar da saptanabilmektedir. Kla-
ritromisine karsi direng, 23S rRNA'nin peptidil transferazi kodlayan bolgesindeki nokta
mutasyonuna bagli olup, bu bdlgede iki pozisyonda (2143 ve 2144. niikleotidler) nok-
ta mutasyonlari olmaktadir'®. Ahmad ve arkadaslari*®, 187 H.pylori izolatinin dérdiinde
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PCR-RFLP ile klaritromisin direnci saptamislar; bunlarin ikisinde A2142G, diger ikisinde
de A2143G nokta mutasyonlari tespit etmigler ve PCR-RFLP yonteminin klaritromisin di-
rencini saptamada hizli ve kullanish oldugunu vurgulamislardir. Liu ve arkadaslari*® da,
klaritromisin kullanim 6ykisi olan 153 ve olmayan 617 hastayla yaptiklari calismada,
A2143G nokta mutasyonu prevalansini sirasiyla %32 ve %14 olarak bildirmislerdir.

H.pylori tedavisinde amoksisilin, metronidazol ve klaritromisin gibi antibiyotiklerin
yaygin olarak kullanildigi Kolombiya’da 106 hasta lizerinde yapilan bir calismada, PCR-
RFLP ile arastinlan direng oranlari sirasiyla; %1.9, %82 ve %3.8 olarak belirlenmis; klarit-
romisin direnci olan dort susun tglinde A2143G, birinde ise A2142G nokta mutasyonu
saptanmistir®®. Ulkemizde 2008 yilinda Sezgin ve arkadaslarinin®' yaptiklari calismada,
H.pylori suslarinda %40.5 (15/37) oraninda klaritromisin direnci tespit edilmis ve izolat-
larin %73.3 (11/15)'inde A2144G, %26.7 (4/15)'sinde ise A2143G mutasyonlar belir-
lenmistir. Calismamizda ise, PCR ile saptanan H.pylori suslarinin %18.1 (17/94)'inde kla-
ritromisine diren¢ saptanmis; bu 17 susun 11 (%64.7)'inde A2144G, 6 (%35.3)'sinda
A2143G olmak tizere nokta mutasyonu izlenmistir.

Sonug olarak calismamizda, H.pylori'nin tanisinda en duyarli yontemin PCR oldugu
gorulmustir; ancak 6zgulligu disik bulundugundan sonuglarin en az bir farkl yontem-
le desteklenmesi gerekmektedir. Kiltir yonteminin 6zgilligunin yiksek olmasina rag-
men duyarlihgr diger yontemlere gore oldukca diistik saptanmigtir. Bu durum, H.pylo-
ri'nin nazli, gu¢ Ureyen bir bakteri olmasi ve klinik 6rnegin alinmasi, laboratuvara tasin-
masi ve islenmesi asamalarindaki kosullarin izolasyon sansini dogrudan etkilemesi gibi
faktorlerden kaynaklanabilir. Ureaz ve HpSA testlerinin duyarlilik ve &zgiilliikleri ise birbi-
rine benzer olarak saptanmistir. Endoskopinin yapilamadigi olgularda, invazif olmayan,
kolay uygulanabilir ve hizli sonug veren bir yontem olan HpSA testinin, tani ve tedavinin
takibinde kullanilabilecegi dustinilmistir. H.pylori'nin izolasyonundaki zorluklar nede-
niyle, antibiyotik duyarlilik testleri az sayida sus lzerinde yapildigindan, calismalarda el-
de edilen sonuglar, toplumdaki gercek antimikrobiyal duyarliik oranlarini yansitama-
maktadir. Gelismekte olan tlkelerde ve (ilkemizde metronidazole karsi yliksek oranda di-
ren¢ gorllmesi nedeniyle tedavide birinci secenek antibiyotik olarak kullaniimasi uygun
degildir. Klaritromisin, disiik MIK degeri ve uygun farmakokinetik 6zellikleri nedeniyle
H.pylori eradikasyonunda en c¢ok tercih edilen antibiyotik olmakla birlikte, son yillarda
klaritromisin direncinin de arttigi izlenmektedir. Amoksisilin direnci ise, heniz bir sorun
olusturacak boyutlarda olmadigindan tedavide ilk secenek olarak tercih edilebilir ve kla-
ritromisinle birlikte kombine edilebilir. Buna karsin, yillar icinde direng gelisiminde an-
lamli artislar oldugu ve gelecekte de olacagi 6ngorustiyle, 6zellikle birinci basamak teda-
vide dikkatli olunmahdir.
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