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ÖZET

  Helicobacter pylori gastrik kronik bakteriyel infeksiyona en sık neden olan bakteridir. Eradikasyonda en sık kullanılan 
tedavi rejimi proton pompa inhibitörü (PPİ) ile amoksisilin, klaritromisin veya metronidazolü içeren iki antibakteriyel ajanın 
kombinasyonudur. Klaritromisin, H.pylori eradikasyonunda önerilen birçok tedavi protokolünde yer almaktadır ancak, günü-
müzde klaritromisin direncinin giderek artması eradikasyon tedavisinin başarı oranını azaltmaktadır. Klaritromisin, antibak-
teriyel etkisini bakterinin 23 rRNA gen bölgesine bağlanarak göstermektedir. Direnç bakterinin ribozomal komponentindeki 
23rRNA peptidil transferaz kodlayan gen bölgesindeki nokta mutasyonlar (A2115G, G2141A, A2141G, A2142G, A2143G, 
A2144G, A2143C, A2142T, T2717C, T2182C) ile olmaktadır. Dirençten sorumlu olan en sık mutasyonlar A2143G ve 
A2144G olup bu çalışmada gerçek zamanlı polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) metodu ile bu mutasyonların tespiti amaçlan-
mıştır.
 Gastroenteroloji polikliniğine dispeptik şikayetler ile başvuran ve endoskopi yapılması kararlaştırılan 66 kadın, 55 erkek 
olmak üzere toplam 121 hasta araştırmaya alınmıştır. Hastaların midesinde antrum bölgesinden üç adet biyopsi alınmıştır. 
Dokudan DNA ekstraksiyonu yapılmıştır. Dokuda PZR yöntemi ile H.pylori pozitif bulunan 78 örnekte gerçek zamanlı PZR 
yöntemi ile 23S rRNA’daki A2143G ve A2144G nokta mutasyonlarına bağlı klaritromisin direnci araştırılmıştır. Yirmi iki 
örnekte direnç mutasyonu belirlenmiştir. Beş örnekte 57 ve 65±2ºC’de iki pik görülmesi nedeniyle hastaların iki farklı 
H.pylori suşu ile infekte oldukları düşünülmüştür. Ayrıca beş örnekte 83±2ºC pik görülmesine karşın (H.pylori pozitif), 57 ve 
65±2ºC’de pik belirlenememiştir. Bu nedenle bu beş örnek istatistiksel değerlendirmelere dahil edilmemiştir.
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SUMMARY

Determination of Clarithromycin Resistance in Helicobacter pylori by Molecular Method

 Helicobacter pylori is the most common cause of gastric bacterial infection. Among numerous treatment regimens that 
have been used to eradicate this microorganism, the most recent recommendation is triple therapy, including a proton pump 
inhibitor and either amoxicillin and clarithromycin or metronidazole and clarithromycin. However, the development of macrolide 
resistance, mainly clarithromycin, in H.pylori is the main risk factor for failure of the standard triple therapy. Given that clarith-
romycin acts to halt bacterial growth by physically interacting with the 23S rRNA component of the bacterial ribosome, resistan-
ce to clarithromycin in clinical H. pylori isolates is caused predominantly by distinct point mutations within the peptydil 
transferase-coding region of 23S rRNA gene. While A2144G, A2143G, A2142G and A2143C are the four most commonly obser-
ved mutations, others like A2142C, A2115G, G2141A, A2142T and T2717C have been described but appear to be infrequent. 
This study aimed to detect the most common mutations A2142G and A2143G by real-time polimerase chain reaction (PCR).
  A total of 121 patients who admitted to gastroenterology outpatient clinic with dyspeptic complaints and underwent 
endoscopy for investigation of dyspeptic symptoms were included in the present study conducted. Three antral biopsy speci-
mens were obtained from each patient. DNA extraction from tissue was performed. H.pylori was detected in 78 patientsby 
PCR. Clarithromycin resistance due to point mutations (A2142G and A2143G) in 23s rRNA gene were investigated via real-
time PCR combined with melting curve analysis in H.pylori positive samples. Resistance mutations to clarithromycin were 
detected in 22 isolates. Based on identification of two peaks at 57 and 65±2ºC in five samples, patients were considered to be 
infected with two different H.pylori strains. Additionally, while 83±2ºC peak was observed in five samples (H.pylori positive), 
no peaks were determined at 57 ve 65±2ºC. For this reason, these five samples were not included in the statistical analysis. 
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GİRİŞ
 
 Helicobacter pylori dünyada kronik gastrite 
en sık yol açan bakteridir(11). İnfeksiyon asemp-
tomatik seyrettiği gibi peptik ülser, duodenal 
ülser, gastrit, gastrik mukoza ilişkili lenfatik 
doku lenfoması ve gastrik kanserle ilişkili oldu-
ğu kabul edilmektedir(2,8). Tedavide en sık kulla-
nılan tedavi rejimi olan üçlü tedavi, proton 
pompa inhibitörüne ek olarak klaritromisin ve 
amoksisilin veya metronidazol içermektedir. Bu 
tedavide başarı oranı % 90’lara ulaşmaktadır(7,11). 
Bununla birlikte, özellikle klaritromisine karşı 
gelişen makrolid direnci, üçlü tedavide başarı-
sızlığa yol açmaktadır(7,11,13,14). Makrolid direnci-
nin saptanmasında Antibiyotik gradiyent testi, 
disk difüzyon yöntemi, gerçek zamanlı polime-
raz zincir reaksiyonu (PZR) ve floresan in situ 
hibridizasyon (FISH) yöntemi sıklıkla kullanıl-
maktadır. Klaritromisin direnci Amerika’da 
% 5-14, Avrupa’da % 10, ülkemizde ise % 16.8-
56 olarak bildirilmiştir(10). Son yıllarda özellikle 
solunum yolları infeksiyonlarında makrolid kul-
lanımının artması, klaritromisin direncinde 
belirgin bir artışa neden olmuştur(6). Makrolidler, 
23S rRNA’nın peptidil transferaz bölgesinden 
ribozomlara bağlanırlar. H.pylori’deki makrolid 
direnci, 23S rRNA genindeki nokta mutasyonla-
rından kaynaklanmaktadır. Bu mutasyonlar 
yapısal değişikliğe neden olur ve makrolidlerin 
bağlanması engellenir. Bakterinin 23S 
rRNA’sında A2115G, G2141A, A2141G, A2142G, 
A2143G, A2144G, A2143C, A2142T, T2717C, 
T2182C gibi farklı nokta mutasyonlar görül-
müştür(7,9,14). Dirençten sorumlu mutasyonlardan 
en sık görülenler A2143G ve A2144G olup, 
ender olarak A2142C, T2717C ve T2182C mutas-
yonlarına da rastlanmaktadır. Ancak bu mutas-
yonların klaritromisin direnci ile ilişkisi tam 
olarak bilinmektedir(7,9). 

GEREÇ VE YÖNTEM

 Gastroenteroloji Polikliniği’ne mide şika-
yeti ile gelen ve endoskopi yapılması kararlaştı-
rılan 66’sı kadın, 55’i erkek olmak üzere toplam 
121 hasta araştırmaya dahil edilmiştir. Fujinon 
(Eve precessor Epx-201 H) video endoskopla 

uygulanan (EG 201 FP) endoskopi ile hastaların 
antrumlarından üç adet biyopsi örneği alınmış-
tır. Biyopsi örneklerinin bir tanesi hızlı üreaz 
testi için, diğer örnekler ise, kültür ve DNA izo-
lasyonunda kullanılmıştır. Dokudan DNA izo-
lasyonunda “cetyltrimethyl ammonium bromi-
de” (CTAB) ile DNA ekstraksiyonu yöntemi 
kullanılmıştır(15). 
 Klaritromisin nokta mutasyonun tespitinde 
ticari olarak üretilmiş H.pylori A2143G veya 
A2144G nokta mutasyonu tespitine yönelik “Real 
Time PCR” test kiti HELIOSIS Helicobacter pylori 
LC PCR KIT (Metis Biotek, Ankara, Türkiye) kul-
lanılarak belirlenmiştir. “Melting curve” analizi-
ne göre sonuçlar değerlendirilmiştir.
 Tm noktası +/-2.0, 84 ºC, +/- 2.0’de görü-
len pikler H.pylori pozitifliğini gösteren ürüne 
ait. 57 ºC, +/- 2.0’de görülen pikler A2143G veya 
A2144G mutasyonunu göstermektedir. Hastala-
rın endoskopik bulguları ve nokta mutasyon 
varlığı karşılaştırılmıştır.

BULGULAR

   Doku biyopsilerinden DNA izole edilen 
121 biyopsi örneğinin 78’inde klasik PZR yön-
temi ile H.pylori pozitif tespit edilmiştir(4). 
H.pylori pozitif 78 örnekte “real-time PCR 
melting curve” analizi yöntemi ile 23S 
rRNA’daki A2143G ve A2144G nokta mutas-
yonlarına bağlı klaritromisin direnci araştırıl-
mıştır. Hastaya ait 22 örnekte nokta mutasyon 
saptanmış ve klaritromisine dirençli olarak 
değerlendirilmiştir (Şekil 1). Kırkaltı örnekte 
A2143G ve A2144G nokta mutasyonu saptan-
mamıştır (Şekil 2). Beş örnekte 57 ve 65±2ºC’de 
iki pik görülmesi nedeniyle hastanın iki farklı 
H.pylori suşu ile infekte olduğu düşünülmüş-
tür (Şekil 3). Ayrıca beş örnekte 83±2ºC pik 
görülmesine karşın (H.pylori pozitif), 57 ve 
65±2ºC’de pik belirlenememiştir, bu nedenle 
beş örnek istatistiksel değerlendirmeye dahil 
edilmemiştir. Nokta mutasyonların endosko-
pik bulgular ile karşılaştırılmasında 17 ülserli 
hastanın dokuzunda, 36 gastritli hastanın 
13’ünde, dokuz duodenitli hastanın ikisinde 
ve dokuz normal tespit edilen hastanın ikisin-
de nokta mutasyon görülmüştür (Tablo).
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TARTIŞMA

  Mide ve duodenum hastalıklarında önem-
li bir halk sağlığı problemi olan H.pylori gelişmiş 
ülkelerde % 25-50, gelişmekte olan ülkelerde 
% 70-90 prevalansta görülmektedir(3,5,12). H.pylori, 
International Agency for Research (IARC) tara-
fından gastro-duodenal hastalıkların gelişme-
sinde ve kanser etyolojisinde risk faktörü olarak 
tanımlanmıştır. Bu nedenle antibiyotik direnci 
eradikasyon tedavilerinde önemlidir(2). H.pylori 
infeksiyonunun tedavisinde amoksisilin, klarit-
romisin, siprofloksasin, metronidazol, tetrasik-
lin gibi antibiyotikler kullanılmakta, üçlü tedavi 
protokolü yedi ya da 14 gün uygulanmaktadır. 
Ancak bu tedavide kullanılan ilaçlara değişen 
direnç oranları bildirilmektedir. En sık metroni-
dazol olmak üzere klaritromisin ve siprofloksa-
sin direncine rastlanmaktadır. Bu ilaç grubunun 
H.pylori tedavisi dışında diğer infeksiyon hasta-
lıklarının tedavisinde de artan sıklıkta kullanı-
mına bağlı direnç oranlarının yükseldiği düşü-
nülmektedir. Klaritromisin direnç prevalansı 
coğrafi olarak farklılık göstermekle birlikte 
dünya çapında artmaktadır. Amerika’da % 5-14, 
Avrupa’da % 10, ülkemizde ise % 16.8-56 olarak 
bildirilmektedir(8). Avrupa’da güneyde % 18, 
kuzeyde % 4 olup toplamda % 10 bildirilmiştir. 
Özbey ve ark.(3)’nın yaptığı çalışmada A2143G, 
A2144G ve A2143C nokta mutasyonu saptayan 
problar kullanılarak yapılan floresan in situ hib-
ridizasyon metodu ile % 41.9 olarak tespit edil-
miştir. Bağlan ve ark.(5)’nın yaptığı çalışmada 
Antibiyotik gradiyent testi yöntemi ile % 54.5 
(42/77), agar dilüsyon yöntemi ile % 55.8 (43/77) 
saptamıştır. Minimum inhibitör konsantrasyon 
(MİK) agar dilüsyon ile yapılan farklı bir çalış-

Şekil 1. Klaritromisin dirençli A2143G veya A2144G nokta mutas-
yonun görüldüğü H.pylori 57±2ºC’de pik ve 83±2ºC’de pik.

Şekil 2. H.pylori’de klaritromisin A2143G veya A2144G nokta 
mutasyonun görülmediği “melting curve” analizi 65±2ºC, 
65ºC’deki pik ve 83±2ºC pik H.pylori pozitifliğini göstermektedir.

Şekil 3. Örneklerde nokta mutasyonun hem varlğını hem de yok-
luğunu gösteren iki pikin varlığı 57±2ºC ve 65±2ºC iki pik mevcut 
83 ±2ºC pik.

Tablo. Endoskopik bulgular ile klaritromisin nokta mutasyon 
varlığı.

Endoskopik
bulgu

ÜLSER
GASTRİT
DUODENİT
NORMAL

  Klaritromisin
Nokta mutasyon         

pozitif

    7 (% 42.9)
  11 (% 32.5)
   2 (% 22.2)

2 (% 30)

  Klaritromisin
Nokta mutasyon           

negatif

10
23
 7
 6

AMC: Amoksisilin-klavulanik asit, TPZ: Piperasilin-tazobaktam, 
SXT: Trimetoprim sülfametoksazol

Koinfeksiyon

 
2
2
0
1
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mada % 24, moleküler yöntemlerle yapılan 
çalışmalarda % 21, % 48.2, % 16.8 gibi değişen 
oranlarda direnç tespit edilmiştir(1,2,12). 
 Bu çalışmada A2143G ve A2144G nokta 
mutasyonları tespit edilen direnç oranı % 34.6 
olarak saptanmıştır. Gerçek zamanlı PZR ve 
“melting curve” analizi ile en sık rastlanan 2 
nokta mutasyon çalışılmıştır(4-9). Bu nedenle 
direnç an az % 34.6 demek daha doğru olacaktır. 
Dirençli suşların endoskopik bulgulara göre 
dağılımı Tablo’da verilmiştir. Ülserli hasta gru-
bunda % 42.9, gastritli hasta grubunda % 
32.5, duodenitli hasta grubunda % 22.2 direnç 
tespit edilmiştir. Endoskopik bulgular ile nokta 
mutasyonuna bağlı klaritromisin direnci arasın-
da Peason ki-kare testine göre anlamlı bir ilişki 
bulunmamıştır (p=0.74).
 Direnç oranları coğrafi bölgere göre değiş-
mekle birlikte; çalışmaların az sayıda suş içer-
meleri, tek merkezli olmaları ve farklı metodlar 
kullanılması nedenleri ile de değişkenlik göster-
mektedir. Tedavi protokolünün belirlenmesi ve 
bölgesel direnç oranlarının saptanması H.pylori 
eradikasyonunda önemli olup, standart bir yön-
tem ile çok merkezli çalışmalar planlanması 
gerekliliği doğmuştur.
 H.pylori nokta mutasyona bağlı klaritromi-
sin direnç oranı en az % 34.6 ve koinfeksiyon 
oranı % 6.8 olarak tespit edilmiştir. Antibiyotik-
lere karşı gelişen direncin tedavi başarısızlıkları 
ile sonuçlandığı bilinmektedir. Bu nedenle diren-
cin uygun duyarlılık yöntemleri ile saptanarak, 
bölgesel direnç oranlarının izlenmesi, uygun 
antibiyotik tedavisinin seçilebilmesi ve gereksiz 
antibiyotik kullanımının önlenebilmesi için 
gereklidir.
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