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HELICOBACTER PYLORI'DE KLARITROMISIN DIRENCININ MOLEKULER
YONTEMLE SAPTANMASI
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OZET

Helicobacter pylori gastrik kronik bakteriyel infeksiyona en sik neden olan bakteridir. Eradikasyonda en sik kullanilan
tedavi rejimi proton pompa inhibitorii (PPI) ile amoksisilin, klaritromisin veya metronidazolii iceren iki antibakteriyel ajanin
kombinasyonudur. Klaritromisin, H.pylori eradikasyonunda onerilen birgok tedavi protokoliinde yer almaktadir ancak, giinii-
miizde klaritromisin direncinin giderek artmasi eradikasyon tedavisinin basart oranini azaltmaktadir. Klaritromisin, antibak-
teriyel etkisini bakterinin 23 rRNA gen bolgesine baglanarak gostermektedir. Direng bakterinin ribozomal komponentindeki
23rRNA peptidil transferaz kodlayan gen bolgesindeki nokta mutasyonlar (A2115G, G2141A, A2141G, A2142G, A2143G,
A2144G, A2143C, A2142T, T2717C, T2182C) ile olmaktadir. Direncten sorumlu olan en sik mutasyonlar A2143G ve
A2144G olup bu ¢alismada gergek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) metodu ile bu mutasyonlarin tespiti amaglan-
migtir.

Gastroenteroloji poliklinigine dispeptik sikayetler ile bagvuran ve endoskopi yapilmast kararlagtirilan 66 kadin, 55 erkek
olmak iizere toplam 121 hasta arastirmaya almmgtir. Hastalarin midesinde antrum bolgesinden ii¢ adet biyopsi alinmistir.
Dokudan DNA ekstraksiyonu yapilmigtir. Dokuda PZR yontemi ile H.pylori pozitif bulunan 78 drnekte gercek zamanli PZR
yontemi ile 23S rRNA'daki A2143G ve A2144G nokta mutasyonlarina bagl klaritromisin direnci arastirilngtir. Yirmi iki
ornekte direng mutasyonu belirlenmistir. Bes drnekte 57 ve 65+2°C’de iki pik goriilmesi nedeniyle hastalarm iki farkl
H.pylori susu ile infekte olduklar diisiiniilmiistiir. Ayrica bes ornekte 83+2°C pik goriilmesine karsin (H.pylori pozitif), 57 ve
65+2°C’de pik belirlenememistir. Bu nedenle bu bes drnek istatistiksel degerlendirmelere dahil edilmemistir.

Anahtar sozciikler: gercek zamanli PZR, H.pylori, klaritromisin direnci
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+2°C in five samples, patients were considered to be
infected with two different H.pylori strains. Additionally, while 83+2°C peak was observed in five samples (H.pylori positive),
no peaks were determined at 57 ve 65+2°C. For this reason, these five samples were not included in the statistical analysis.
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GIRIS

Helicobacter pylori diinyada kronik gastrite
en sik yol agan bakteridir™. infeksiyon asemp-
tomatik seyrettigi gibi peptik {ilser, duodenal
iilser, gastrit, gastrik mukoza iligkili lenfatik
doku lenfomasi ve gastrik kanserle iligkili oldu-
gu kabul edilmektedir®®. Tedavide en sik kulla-
nilan tedavi rejimi olan iiglii tedavi, proton
pompa inhibitdriine ek olarak klaritromisin ve
amoksisilin veya metronidazol icermektedir. Bu
tedavide basar1 orani % 90’lara ulagmaktadir®.
Bununla birlikte, 6zellikle klaritromisine karsi
gelisen makrolid direnci, {iclii tedavide basari-
sizliga yol agmaktadir”'*%. Makrolid direnci-
nin saptanmasinda Antibiyotik gradiyent testi,
disk diflizyon yontemi, ger¢ek zamanli polime-
raz zincir reaksiyonu (PZR) ve floresan in situ
hibridizasyon (FISH) yontemi siklikla kullanil-
maktadir. Klaritromisin direnci Amerika’da
% 5-14, Avrupa’da % 10, tilkemizde ise % 16.8-
56 olarak bildirilmistir®”. Son yillarda 6zellikle
solunum yollar infeksiyonlarinda makrolid kul-
laniminin artmasi, klaritromisin direncinde
belirgin bir artigsa neden olmustur®. Makrolidler,
23S rRNA'min peptidil transferaz bolgesinden
ribozomlara baglanirlar. H.pylori’deki makrolid
direnci, 235 rRNA genindeki nokta mutasyonla-
rindan kaynaklanmaktadir. Bu mutasyonlar
yapisal degisiklige neden olur ve makrolidlerin
baglanmas: engellenir. Bakterinin 23S
rRNA’sinda A2115G, G2141A, A2141G, A2142G,
A2143G, A2144G, A2143C, A2142T, T2717C,
T2182C gibi farkhh nokta mutasyonlar goriil-
miistiir”¥. Direncten sorumlu mutasyonlardan
en sik goriilenler A2143G ve A2144G olup,
ender olarak A2142C, T2717C ve T2182C mutas-
yonlarma da rastlanmaktadir. Ancak bu mutas-
yonlarm klaritromisin direnci ile iligkisi tam
olarak bilinmektedir??.

GEREC VE YONTEM

Gastroenteroloji Poliklinigi'ne mide sika-
yeti ile gelen ve endoskopi yapilmas: kararlasti-
rilan 66’s1 kadin, 55’i erkek olmak tizere toplam
121 hasta arastirmaya dahil edilmistir. Fujinon
(Eve precessor Epx-201 H) video endoskopla
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uygulanan (EG 201 FP) endoskopi ile hastalarin
antrumlarindan ti¢ adet biyopsi 6rnegi alinmis-
tir. Biyopsi Orneklerinin bir tanesi hizh {ireaz
testi igin, diger 6rnekler ise, kiiltiir ve DNA izo-
lasyonunda kullanilmistir. Dokudan DNA izo-
lasyonunda “cetyltrimethyl ammonium bromi-
de” (CTAB) ile DNA ekstraksiyonu yontemi
kullanilmistir®®.

Klaritromisin nokta mutasyonun tespitinde
ticari olarak iiretilmis H.pylori A2143G veya
A2144G nokta mutasyonu tespitine yonelik “Real
Time PCR” test kiti HELIOSIS Helicobacter pylori
LC PCR KIT (Metis Biotek, Ankara, Tiirkiye) kul-
lanilarak belirlenmisgtir. “Melting curve” analizi-
ne gore sonuglar degerlendirilmistir.

Tm noktas1 +/-2.0, 84 °C, +/- 2.0’de gorii-
len pikler H.pylori pozitifligini gosteren {iriine
ait. 57 °C, + /- 2.0’de goriilen pikler A2143G veya
A2144G mutasyonunu gostermektedir. Hastala-
rin endoskopik bulgulari ve nokta mutasyon
varlig1 karsilastirilmistir.

BULGULAR

Doku biyopsilerinden DNA izole edilen
121 biyopsi 6rneginin 78’inde klasik PZR y6n-
temi ile H.pylori pozitif tespit edilmistir®.
H.pylori pozitif 78 Ornekte “real-time PCR
melting curve” analizi yontemi ile 23S
rRNA’daki A2143G ve A2144G nokta mutas-
yonlarma bagli klaritromisin direnci aragtiril-
mistir. Hastaya ait 22 6rnekte nokta mutasyon
saptanmis ve klaritromisine direncli olarak
degerlendirilmistir (Sekil 1). Kirkalt1 6rnekte
A2143G ve A2144G nokta mutasyonu saptan-
mamuistir (Sekil 2). Bes 6rnekte 57 ve 65+2°C’de
iki pik goriilmesi nedeniyle hastanin iki farkl
H.pylori susu ile infekte oldugu diistiniilmiis-
tiir (Sekil 3). Ayrica bes ornekte 83+2°C pik
goriilmesine karsin (H.pylori pozitif), 57 ve
65+2°C’de pik belirlenememistir, bu nedenle
bes Ornek istatistiksel degerlendirmeye dahil
edilmemistir. Nokta mutasyonlarin endosko-
pik bulgular ile karsilastirilmasinda 17 iilserli
hastanin dokuzunda, 36 gastritli hastanin
13’iinde, dokuz duodenitli hastanin ikisinde
ve dokuz normal tespit edilen hastanin ikisin-
de nokta mutasyon goriilmiistiir (Tablo).
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Sekil 1. Klaritromisin direngli A2143G veya A2144G nokta mutas-
yonun goriildiigii H.pylori 57+2°C’de pik ve 83+2°C’de pik.
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Sekil 2. H.pylori'de klaritromisin A2143G veya A2144G nokta
mutasyonun goriilmedigi  “melting curve” analizi 65+2°C,
65°C’deki pik ve 83+2°C pik H.pylori pozitifligini gostermektedir.
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Sekil 3. Orneklerde nokta mutasyonun hem varlgin hem de yok-
lugunu gosteren iki pikin varligi 57+2°C ve 65+2°C iki pik mevcut
83 +2°C pik.
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Tablo. Endoskopik bulgular ile klaritromisin nokta mutasyon
varligu.

Endoskopik Klaritromisin Klaritromisin Koinfeksiyon
bulgu Nokta mutasyon ~ Nokta mutasyon

pozitif negatif
ULSER 7 (% 42.9) 10 2
GASTRIT 11 (% 32.5) 23 2
DUODENIT 2 (% 22.2) 7 0
NORMAL 2 (% 30) 6 1

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

TARTISMA

Mide ve duodenum hastaliklarinda 6nem-
li bir halk saglig1 problemi olan H.pylori gelismis
iilkelerde % 25-50, gelismekte olan iilkelerde
% 70-90 prevalansta goriilmektedir®>'. H.pylori,
International Agency for Research (IARC) tara-
findan gastro-duodenal hastaliklarin gelisme-
sinde ve kanser etyolojisinde risk faktorii olarak
tanimlanmistir. Bu nedenle antibiyotik direnci
eradikasyon tedavilerinde 6nemlidir®. H.pylori
infeksiyonunun tedavisinde amoksisilin, klarit-
romisin, siprofloksasin, metronidazol, tetrasik-
lin gibi antibiyotikler kullanilmakta, tiglii tedavi
protokolii yedi ya da 14 giin uygulanmaktadir.
Ancak bu tedavide kullamilan ilaglara degisen
direng oranlari bildirilmektedir. En sik metroni-
dazol olmak {izere klaritromisin ve siprofloksa-
sin direncine rastlanmaktadir. Bu ila¢ grubunun
H.pylori tedavisi disinda diger infeksiyon hasta-
liklarinin tedavisinde de artan siklikta kullani-
mina baglh direng oranlarimin ytikseldigi diisii-
niilmektedir. Klaritromisin diren¢ prevalansi
cografi olarak farklilik gostermekle birlikte
diinya ¢apinda artmaktadir. Amerika’da % 5-14,
Avrupa’da % 10, tilkemizde ise % 16.8-56 olarak
bildirilmektedir®. Avrupa’da giineyde % 18,
kuzeyde % 4 olup toplamda % 10 bildirilmistir.
Ozbey ve ark.?’nin yaptig1 calismada A2143G,
A2144G ve A2143C nokta mutasyonu saptayan
problar kullanilarak yapilan floresan in situ hib-
ridizasyon metodu ile % 41.9 olarak tespit edil-
mistir. Baglan ve ark.®’min yaptigi calismada
Antibiyotik gradiyent testi yontemi ile % 54.5
(42/77), agar diliisyon yontemi ile % 55.8 (43/77)
saptamustir. Minimum inhibitér konsantrasyon
(MIK) agar diliisyon ile yapilan farkli bir calis-
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mada % 24, molekiiler yontemlerle yapilan
calismalarda % 21, % 48.2, % 16.8 gibi degisen
oranlarda direng tespit edilmistir®??.

Bu calismada A2143G ve A2144G nokta
mutasyonlar1 tespit edilen direng oram1 % 34.6
olarak saptanmistir. Ger¢ek zamanli PZR ve
“melting curve” analizi ile en sik rastlanan 2
nokta mutasyon calisilmistir®. Bu nedenle
diren¢ an az % 34.6 demek daha dogru olacaktr.
Direngli suslarin endoskopik bulgulara gore
dagilimi Tablo’da verilmistir. Ulserli hasta gru-
bunda % 42.9, gastritli hasta grubunda %
32.5, duodenitli hasta grubunda % 22.2 direng
tespit edilmistir. Endoskopik bulgular ile nokta
mutasyonuna bagh klaritromisin direnci arasin-
da Peason ki-kare testine gore anlamli bir iligki
bulunmamustir (p=0.74).

Direng oranlari cografi bolgere gore degis-
mekle birlikte; calismalarin az sayida sus iger-
meleri, tek merkezli olmalar1 ve farkli metodlar
kullanilmas: nedenleri ile de degiskenlik goster-
mektedir. Tedavi protokoliiniin belirlenmesi ve
bolgesel direng oranlarinin saptanmast H.pylori
eradikasyonunda 6nemli olup, standart bir yon-
tem ile ¢ok merkezli ¢aligmalar planlanmasi
gerekliligi dogmustur.

H.pylori nokta mutasyona bagh klaritromi-
sin diren¢ orani en az % 34.6 ve koinfeksiyon
orani % 6.8 olarak tespit edilmistir. Antibiyotik-
lere kars1 gelisen direncin tedavi basarisizliklar
ile sonuglandig1 bilinmektedir. Bu nedenle diren-
cin uygun duyarlilik yontemleri ile saptanarak,
bolgesel direng oranlarmin izlenmesi, uygun
antibiyotik tedavisinin segilebilmesi ve gereksiz
antibiyotik kullaniminin &nlenebilmesi igin

gereklidir.
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