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OZET

Helicobacter Pylorinin Birinci Basamak Tedavisinde Kullanilan
Klaritromisin Direncinin Melting Curve Analizi ile Saptanmasi

Helikobakter pylori (H. pylori) enfeksiyonu dinyada en sik gorulen kronik
bakteriyel bir enfeksiyondur. H. pyloride tedavi yetersizliginin en blyuk sebebi,
kullanilan antibiyotiklere karsi bakteriyel direng ve ila¢ alimina uyumsuzluktur.
Klaritromisin direnci 23S rRNA noktasindaki mutasyondan kaynaklanir ve
makrolidlerin ribozoma baglanmasi engellenir. A2142G, A2143G mutasyonlari
en sik gorulirken A2142C daha az goérullr. Birinci basamak tedavide etkinligi
kanitlanmis tedavi protokollerinin kullaniimasi énemlidir. Eger birinci basamak
tedavisinde basarisizlik gozlenirse 2’ ci ve 3’ cu basamak tedavilerde basari
orani daha da dusuk olacaktir. Uygun ve etkili olmayan tedavi rejimleri H.
pylorinin direng kazanmasina yol agarlar. H. pylorinin birinci basamak
tedavisinde klaritromisin bazli tedavi dnerilmektedir.Klaritromisin rezistansinin
yuksek oldugu ulkelerde H. pyloriye karsi yapilacak antibiyotik duyarlilik ve
direng testleri Snemlidir.

Bu ¢alismada; daha 6nce hig¢ klaritromisin kullanmamis, dispeptik yakinmasi
olan hastalari incelemeye aldik. Antibiyoterapi oncesi primer klaritromisin
direncini 6lgmek PCR ile Melting Curve Analiz metodunu analiz etmeyi
amagladik. Calismaya 46 hasta alindi. Histopatolojik inceleme ve hizli Greaz
testi ile H. pylori pozitif ¢cikan hastalara lansoprazol 30 mgr 2x1, amoksisilin
1000 mgr 2x1, klaritromisin 500 mgr 2x1, 14 gun verildi. 8 hafta sonra kontrol
endoskopi yapildi ve biyopsiler alindi. Calismaya 14 erkek, 32 kadin olmak
Uzere 46 hasta alindi. Ortalama yaslarn 37,05 +11,57 idi. Tedavi sonrasi 46
hastanin histopatoloji ile 18’'inde (%39,1), PCR ile 26’sinda (% 56,5) H. pylori
pozitif bulundu. PCR ile Melting Curve Analizi yontemi ile tedavi Oncesi 4
biyopsi orneginin primer diren¢ tasidigini ve tedavi sonrasi ise 4 biyopsi
orneginin sekonder dirence sahip oldugunu tespit ettik. DNA dizi analizi ile de
tedavi oncesi grupta 6 hasta A2142-2143G(T) ve 5 hasta T2182C primer
direncine sahipti. iki hasta her iki direnci birlikte tasiyordu. Tedavi sonrasi
grupta ise 4 hastada A2142-2143G ve 2 hastada T2182C mutasyonlarini
saptadik. Her iki metod ile ortak olarak, tek bir hastada mutasyon tespit edildi.
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Sonug olarak, tedavi dncesi klaritromisin rezistansini belirleyebilmek igin tek
basina PCR temelli Melting Curve Analizinin yeterli gelmeyecegini gosterdik.
Bu nedenle su anda klaritromisin direncinin molekuler yontemlerle

belirlenmesinde; DNA dizi analizi gibi bir ydontemle kombinasyona ihtiyac vardir.

Anahtar Kelimeler : helikobakter pylori, klaritromisin rezistansi, melting curve
analiz

Yazar Adi : Tbp.Kd.Bnb. Kemalettin Yiimaz

Danisman : Do¢. Tbp.Kd.Alb. Ahmet UYGUN
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SUMMARY

Determining Clarithromycin Resistance in H.pylori in the First-line
Therapy Using Melting Curve Analysis

Helicobacter pylori(H. pylori) infection is the most common chronic bacterial
infection in the world. Bacterial resistance against antibiotics and incompliance
to therapy are major causes of failure of eradication. Resistance of H. pylori to
clarithromycin is due to point mutations in 23S rRNA gene and these mutations
cause blockage of macrolide-ribosome binding. The predominant mutations are
A2142G and A2143G as well as a small number of A2142C mutations. First-
line therapy should include the regimens that are proved to be effective. If
treatment failure is seen in the first-line therapy, achievement rates fall in the
second and third line therapies. Inappropriate and ineffective regimens lead to
resistance of H. pylori to antibiotics. Clarithromycin- based therapy is
recommended in the first-line therapy. In the countries with high prevalance of
clarithromycin resistance, antibiotic susceptibility and resistance tests against
H. pylori are important.

In this report the patients admitted to gastroenterology policlinic who haven’t
treated with clarithromycin are included. We aimed to determine melting curve
analysis method with PCR whether useful in measuring primary clarithromycin
resistance before antibiotherapy.46 patients were included in the study. H.
pylori positive patients with histopathologic examination and rapid urease test
are treated with lansoprasol 30mg 2x1, amoxycilline 1g 2x1 and clarithromycin
500mg 2x1 for 14 days. Patients were undergone control endoscopy and
removed tissue samples 8 weeks after the initial endoscopy. 14 male and 32
female patients were included. Mean age was 37.05£11.57. 18(%39.1) of 46
patients were H. pylori positive with histopathologic examination and 26(%56.5)
were H. pylori positive with PCR after treatment.

4 tissue samples were found to have primary resistance before treatment and 4
samples had secondary resistance after treatment with Melting curve analysis
with PCR. 6 patients had A2142-2143G(T) and 5 patients had T2182C primary
mutations in pre-treatment group with DNA sequense analysis.
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2 of these had mutations of both. 4 patients had A2142-2143G and 2 patients
had T2182C mutations in post-treatment group. Only one common resistance
was determined with two methods.Our results suggest that PCR based melting
curve analysis may fail in determining clarithromycin resistance before therapy.
Hence, combination with another method like DNA sequence analysis is

needed for detecting clarithromycin resistance using molecular methods.

Keywords : helicobacter pylori, clarithromycin resistance, melting curve
analysis

Author : Doc.Maj. Kemalettin Yiimaz

Counsellor: Ass. Prof. Col. Ahmet UYGUN

Viii



ICINDEKILER

Sayfa
ONAY SAYFASI i
TESEKKUR iv
OZET v
INGILIZCE OZET vii
ICINDEKILER iX
SIMGELER VE KISALTMALAR X
SEKILLER Xii
TABLOLAR Xiii
l- GIRISVE AMAGC ... ..ot it 1
lI- GENEL BILGILER. ... .couiiiiiiie e 3
A. HELIKOBAKTER PYLORI......oiiiiiiieiiceee e 3
B. EPIDEMIYOLOUJi.. i 3
C. BULASMA YOLLARI. ...ceiii e 4
D.BAKTERININ OZELLIKLERI........ccviviiiieiiiiieeieeei 4
E. TEDAVI-ERADIKASYON ILISKISI.........ccvvviiiiiieieecn, 5
F. H. PYLORI ENFEKSIYONUNUN TANISI........ccccvveeannn... 12
1-INVAZIV TESTLER ...t 12
2- NON-INVAZIV TESTLER. ...t 14
G. TEDAVI SECENEKLERI..........oeviviiiiieiiiieeieeeee 15
H. ANTIMIKROBIYAL REZISTANS.......cooviiiiiiiiieeeieee, 19
- HASTALAR VE YONTEM.....ooniiiiiieiieee e 25
IV- MATERYAL VE METOD.......ciiiiii e, 27
A-HISTOPATOLOJIK INCELEME.........c.cvevviieeiieeeann. 27
B-DNA ELDE EDILMESI ..o 27
C-DNA DiZi ANALIZ CALISMALARI...........cceveieieaennnn. 29
V- BULGULAR .. 30
VI TARTISMA . e, 37
(V| @ V4 = [N 44
VIH-INGILIZCE OZET ... 45
IX- KAYNAKLAR. .. ..o 44



KISALTMALAR

H. pylori
FiSH
PCR
MALT
EHPSG
DU

GU
GORH
NSAI
IKH
KOAH
iBH
GiS

iTP
DEA

CO;
PPI
ABD
DNA
RNA
rRNA
GATA
HE

: Helikobakter pylori

: Fluorescence In Situ Hybridization
: Polimeraz Zincir Reaksiyonu

: Mucosa-Associated Lymphoid Tissue

: Avrupa Helicobakter Pylori Calisma Grubu

: Duodenal Ulser

: Gastrik Ulser

: Gastro6zofagial Reflu Hastaligi

: Non-Steroid Anti inflamatuar ilag

: iskemik Kalp Hastahg

: Kronik Obstruktif Akciger Hastaligi

: inflamatuar Barsak Hastaligi

: Gastro intestinal Sistem

: Idiopatik Trombositopenik Purpura
: Demir Eksikligi Anemisi

: Karbon

: Karbondioksit

: Proton Pompa Inhibitérii

: Amerika Birlesik Devletleri

: Deoksiribonukleik Asit

: Ribonukleik Asit

: ribozomal Ribonukleik Asit

: GUlhane Askeri Tip Akademisi

: Hematoksilen Eozin



SEKIL DIZiNi

Sekil

1.

2.
3a;

3b;

4a;

4b;

Cesitli Ulkelerde 100°’den fazla hastayi iceren

Uclu tedavi sonucu elde edilen kir oranlari

Pozitif ve negatif 6rneklere ait TagMAN real time PCR pikleri
H.Pylori pozitif ve direng tagsimayan 6rneklere ait 86,2—86,9°C
araliginda bulunan melting curve grafigi

H.Pylori pozitif ve direng tasiyan-tagsimayan orneklere ait
86,5 ve 87,1°C olan melting curve grafigi.

Tedavi 6ncesi 2182. pozisyondaki T yerine tedavi sonrasi
nokta mutasyon

Tedavi 6ncesi 2142. pozisyondaki A yerine tedavi sonrasi

nokta mutasyon ile G niikleotidi ge¢gmisgtir.

Xi

Sayfa

18

32

33

35

35



TABLO DiziNi

Tablo Sayfa

| - Eradikasyon oranlarina gore degerlendirme 5

ll- Maastrich3—2005 Konsensus raporuna gore, H. pylori eradikasyon

endikasyonlari 7
lll - Hastalarin ozellikleri 25
IV- Hastalara ait bulgular 30
V- Tedavi 6ncesi PCR ile mutant bulunan H. Pylori ile Tedavi 31

sonrasi H. Pylori kargilastirma
VI- Tedavi Oncesi Klaritromisin Rezistan H. Pylori Suslari 34
Bulunduran Hastalar
VII- Tedavi Sonrasi Klaritromisin Rezistan H. Pylor Suslari Bulunduran 34
Hastalar
VIlI-Tedavi 6ncesi sekans ile mutant H. Pylori (+) ile tani arasindaki iliski 36

IX- Tedavi sonrasi sekans ile mutant H. Pylori (+) ile tani arasindaki iliski 36

Xii



I-GIiRIS VE AMAG:

Helikobakter pylori (H. pylori) enfeksiyonu diinyada en sik goértlen kronik
bakteriyel bir enfeksiyondur (1) . Dunya nufusunun %60’inin bu bakteri ile
kontamine oldugu tahmin edilmektedir. Siklig1 ve sebep oldugu hastaliklar
agisindan H. pylori ciddi bir halk saghgi sorunudur (1,2) .

H. pylori cubuk seklinde, spiral, gram negatif, mikroaerofilik bir
mikroorganizmadir. Kronik aktif gastrit, peptik Ulser hastaligi, mide kanseri
ve mide “mucosa-associated lymphoid tissue” (MALT) lenfomanin
etiyolojisinden sorumlu oldugu bilinmektedir (3).

Bati Ulkelerinde enfeksiyonun prevalansi % 25-50 arasinda degismekte
olup giderek diugsmektedir. Gelismekte olan ulkelerde toplumun buyuk kismi
H. pylori ile enfektedir. Turkiye'de ise %70- 80 arasindadir (4,50).

H. pyloride tedavi vyetersizliginin en blydk sebebi, kullanilan
antibiyotiklere karsi bakteriyel diren¢ ve ilag alimina uyumsuzluktur.
H.pyloriye karsi klaritromisin  rezistansi 23S rRNA noktasindaki
mutasyondan kaynaklanir ve makrolidlerin ribozoma baglanmasi engellenir.
Nokta mutasyonlari A2142G, A2143G ve A2144G pozisyonundaki adeninin
guanine gegisinde veya A2142C ve A2143C pozisyonundaki adeninin
citozine donusumunde olur. A2142G, A2143G mutasyonlari en sik
gorulurken A2142C daha az gorulur. Diger nokta mutasyonlari A2115G,
G2141A ve T2717 daha az goralur (61) .

Birinci basamak tedavide etkinligi kanitlanmis tedavi protokollerinin
kullaniimasi 6nemlidir. CuUnku birinci basamak tedavisinde basarisizlik
gOzlenirse 2’ ci ve 3’ cU basamak tedavilerde basari orani daha da dusuk
olacaktir. Uygun ve etkili olmayan tedavi rejimleri H. pylori'nin direng
kazanmasina, sonugta toplumda direngli H. pylori suglarinin yayilmasina yol
acarlar.

H. pylorinin birinci basamak tedavisinde klaritromisin bazli tedavi
onerilmektedir. Ancak Kklaritromisin direnci; hastanin daha Once baska
hastaliklar nedeni ile bu ilaci kullanmasi, tedaviye uyumsuzluk gibi
nedenlerle arttigi icin H. pylori tedavisi basarisizlikla sonuglanmaktadir.

Klaritromisin rezistansinin yuksek oldugu Ulkelerde H. pyloriye karsi

yapilacak antibiyotik duyarlilik testleri 6Gnem tasimaktadir.



H. pylorinin klaritromisine direncini tespit etmek igin farkh yontemler
vardir.

Histopatoloji; H. pylori enfeksiyonu tanisi igin sensitif, hizl ve kolay
uygulanabilen bir yontemdir. Ancak tespit edilen patojenin rezistansi
hakkinda bilgi vermemektedir (3).

H. pylori kultlrt; antimikrobiyal duyarliigini saptamak igin kullanilabilir,
ancak uygulama zorluklarindan dolayr rutin olarak laboratuvarlarda
kullanilabilen bir yontem degildir (76,77).

H. pylori'yi tespit yéntemlerinden birisi olan Fluorescence In Situ
Hybridization (FISH) yontemi ise; tasima sartlarindan etkilenmeyen,
mikroorganizmanin canhligina bagh olmayan daha sensitif olan bir
yontemdir (84,85).

Bu calismada; daha oOnce hi¢ klaritromisin kullanmamig, dispeptik
yakinmasi nedeni ile gastroenteroloji poliklinigine miracaat eden hastalarda
tedavi oncesi primer klaritromisin direncini Olgebilecegimiz hizli, kolay ve
ucuz bir yontem olarak PCR ile Melting Curve Analiz metodunun
laboratuvar ve klinik isbirligi ile kullanilabilir olup olmadigini analiz etmeyi

amacladik.



Il- GENEL BILGILER

A. HELIKOBAKTER PYLORI

H. pylori'nin ilk olarak 20 yil dnce kultiranin yapilmasindan bu yana ust
gastroduodenal hastaliklarin teshis ve tedavisinde ciddi degisiklikler
olmustur. Etkili antimikrobiyal tedavisi olmasina ragmen hala ideal bir
tedavisi mevcut degildir. Tedavi endikasyonlari hakkindaki tartismalar
devam etmektedir (5).

H. pylori enfeksiyonu, buglin gastritin en sik nedeni olarak kabul
edilmektedir. Danya nidfusunun en az % 60’dan fazlasinin H. pylori ile
enfekte oldugu dusinulirse, bu bakterinin diinyadaki en yaygin enfeksiyon
ajani oldugu kabul edilir (1).

H. pylori enfeksiyonunun klinik sonucu, gevresel faktorler, konakgi ve
bakterinin virulans faktorleri arasindaki komplike etkilesimlere bagh olarak
ortaya c¢ikar. H. pylori prevalansinin gelismekte olan Ulkelerde %80’e kadar
cikmasina karsin, gelismis Uulkelerde % 20-50 civarinda olusu bu
enfeksiyonun yayiliminda sosyoekonomik faktorlerin dnemini gosterir.
Enfeksiyon genellikle ¢ocukluk déneminde oral yolla kazanilir. Spesifik
tedavi yapilmadigi takdirde surup gider ve kusmuk, tukrik ve esas olarak
feges ile atilir. Gelismekte olan ulkelerde sudan gegisin, onemli bir yol

oldugu dugunulmektedir (6,7).

B.EPIiDEMiYOLOJi

Dunya nufusunun %60'in1 enfekte eden H. pylori, dinyada en sik
rastlanan kronik bakteriyel enfeksiyondur. H. pylori, yasam boyu stren
antrum agirlikh kronik gastrite neden olurken, bu kronik suregte bir kisim
olgularda, peptik Ulser hastaligi, mide kanseri ve mide MALT lenfomasi
gelismektedir (3).

Bu enfeksiyonun spontan eradikasyonu mumkun degildir. H. pylori
uygun eradikasyon tedavisi yapilincaya kadar yasamini devam ettirir.

H. pylori, cocukluk caginda kazanilan bir enfeksiyondur. Gelismekte olan
ulkelerde gocuklar, bu bakteriyi 2—8 yasinda almaktadir (8). Bu Ulkelerde 10
yas civarindaki cocuklarin %75i enfeksiyonu kazanmis durumdadir.

Cocukluk c¢aginda, enfeksiyon eradike edilse bile reenfeksiyon sorun



olmaktadir. Gelismekte olan (lkelerde, yetiskinlerin %80’den fazlasi
H. pylori ile enfektedir (9).

Gunumuzde yuksek sosyoekonomik duzey ve daha iyi saglik kosullari
enfeksiyonun prevalansini dusurmektedir. Gelismis Ulkelerde, H. pylori'nin
gorulme sikhgi cocukluk ¢caginda % 0-5 arasinda iken, yetigkinlerde %20—
60 olarak verilmektedir. Gelismis Ulkelerde, erigkin populasyonda, 6zellikle
ileri yaslarda H. pylori prevalansinin yuksek olmasi, ¢ocukluk doneminde
kazanilan H. pylori'ye baglanmaktadir. Buglin gelismis uUlkelerde, 6zellikle
ikinci Diinya Savasindan sonra gelen sosyal refah, sanitasyon ve alt yapi
sorunlarinin ¢ozume kavusturulmasi ile saglanan hijyenik yagsam, H. pylori
ile enfekte olma olasiligini suratle dugurmustur. Gelismis Ulkelerde, H. pylori
gorulme sikhigi halen yuksektir (10).

Yurdumuzda g¢ocukluk ¢aginda H. pylori, 6nemli bir sorun olarak devam
etmektedir. 3—-12 yas arasi 327 ¢ocugu kapsayan calismada 162 (% 49,5)
cocugun H. pylori ile enfekte oldugu saptanmistir. Prevalansin yasla birlikte
arttig1 goérulmastur. 4 yas altinda %18,2, 4—6 yas arasinda %41, 6-8 yas
arasinda % 48,6, 8-10 yas arasinda %50 ve 11-12 yas arasinda %63
bulunmustur (11).

Ulkemizde yakin gegmiste yapilan prevalans caligmasinda, 20-29 yas

grubu kan dondrlerinde H. pylori prevalansi, %85,9 bulunmustur (12,13).

C. BULASMA YOLLARI

H. pylori'nin dogal kaynadi bugiin igin bilinmemektedir. insan digi bir
rezervuar gosterilememistir. Bazi dogal ve hayvan kaynaklari bildirilmisse
de, bu bilgiler dogrulanmamistir. Aile igi bulasma, Ozellikle g¢ocukluk
yaslarinda 6nemlidir. Temel bulasma yolu fekal-oral olmakla birlikte, oral-

oral ve gastro-oral yollarin da rolu oldugu kabul edilmektedir (14,15).

D.BAKTERININ OZELLIKLERI

H. pylori; gram negatif, cubuk seklinde spiral bir bakteridir ve
mikroaerofilik ortamda yavas olarak urer. Boyutlart 0,5-3 mikrometre,
Unipolar 3—6 arasinda degisen kamgisi vardir. Kamgilari ile mide suyu ve

mukus tabakasi icinde rahatgca hareket edebilir. Aside karsi oldukca



duyarlidir. Ancak noétral pH degerlerinde optimum Ureme gOsterir. Bu
nedenle lokal asit Uretiminin az oldugu antrumu oncelikli olarak kolonize
eder.

H. pylori; insan midesinde, mide yuzey epiteline temas halinde mukus
tabakas! icinde yasar. Invaziv bir bakteri olmadigindan epitel katini
gecemez. Mide disinda sadece gastrik metaplazi ya da ektopik mide
mukozasi alanlarinda yagsamini devam ettirebilir. Yalniz gastrik tip epitelin
salgiladigi mukusa afinitesi vardir (16).

Enteropatojenik Echerichia Coli'de oldugu gibi, H. pylori de mikroskobik
yapisma ya da adezyon cikintilar olusturarak, mide epiteli ile iligki saglar.
Salgilamig oldugu asiri Ureaz ile Ureyi pargalar, ortaya ¢ikan bikarbonat ve

amonyum ortami bakterinin yagamasi i¢in uygun hale getirir (17,18).

E. TEDAVI-ERADIKASYON iLiSKiSi

H. pylori enfeksiyonunun tedavi rehberi, ilk olarak Amerikan College of
Gastroenterolojinin - 1998 baskisinda yayinlanmistir. Gegen zaman
icerisinde tedaviye yonelik 6nemli miktarda bilgi birikimi olmustur.

H. pylori enfeksiyonu igin ideal tedavi, surekli olarak; = %95 gibi ylksek
sifa orani olan ve hastalar tarafindan iyi tolere edilen bir tedavidir. Ancak
henuz boyle bir tedavi yoktur. H. pylori eradikasyonunda kullanilan tedavi ile
en az % 80-85 olguda eradikasyon saglanmalidir. Bu kabul edilebilen bir
orandir. Arzu edilen eradikasyon orani ise % 90 ve Ustu olmalidir (19, 20).
Eradikasyon oranlarina goére basari durumunu Tablo-I" deki gibi
gOsterebiliriz (16).

Tablo I- Eradikasyon oranlarina gore degerlendirme

Grade Intention-to-treat cure orani (%) Sonuc
A =95 Mukemmel
B 90-94 lyi
C 85-89 Kabul edilebilir
D 81-84 Zayf
F <80 Kabul edilemez



Bu nedenle birinci basamakta etkinligi kanitlanmis tedavi protokollerinin
kullaniimasi 6nemlidir. CUnkU birinci basamak tedavisinde basarisizlik
gOzlenirse 2’ ci ve 3’ cu basamak tedavilerde basari orani daha da dusuk
olacaktir. Uygun ve etkili olmayan tedavi rejimleri H. pylori'nin direng
kazanmasina, sonugta toplumda direngli H. pylori suglarinin yayilmasina yol
acarlar.

H. pylori enfeksiyonunun tedavisinde ana problem, ilaglara uyumun kotu
olmasi ve H. pylori'ye karsi direng gelismesidir. H. pylori enfeksiyonunun
tedavisi igin ideal bir ilaca maalesef bugun icin sahip degiliz. Fakat
H. pylori'ye kargi elimizde etkili bircok ilag mevcuttur. Bu ilaglarla iyi bir
kombinasyon yapilip ve uygun sure kullanilirsa % 90'in Gzerinde bir
basariyla H. pylori’ yi eradike etmek mumkun olmaktadir (21).

Ancak maalesef birinci basamakta Turkiye’de %90 Ustinde basarili

eradikasyon saglayan protokol yoktur.

H. pylori icin ideal tedavide aranan 6zellikler

1. Ucuz olmali,

2. %90-95’in Uzerinde eradikasyon saglamali,

3. Kullanimi kolay olmali,

4. Kullanan kiside rahatsizlik olusturmamall ve ciddi yan etkisi

olmamalidir.

H. pylori’ye karsi etkili bir ilacin sahip olmasi gereken 6zellikler

sunlardir:

1. invitro H. pylori'ye karsi etkili olmall,

2. Invitro yavas cogalan-biiyliyen coccoid formdaki H. pylori'ye karsi
etkili olmali,

3. Edinilmis ( sekonder) dirence yol agmamali,

4. Minimal lokal ve sistemik yan etkiye sahip olmali,

5. intragastrik aktiviteye sahip olmal, hizl ¢éziiimeli ve midede
yayilmali,

6. Mide mukozasini lokal olarak gegebilmeli,



7. Mide limeninde ve mukus tabakasinda farkli pH’larda, hem stabil
hem de aktif olabilmeli,
8. Sistemik dolagimdan mide mukozasina ve mukusa gecebilmeli.

H. pylori enfeksiyonunun eradikasyon endikasyonlari ve bunun nasil
yapilacagi ile ilgili tartismalar; 6zellikle 1’ci basamak saglik hizmetlerinde
devam etmektedir.

Bu karisikliklari dnlemek igin, Avrupa Helicobakter Pylori Calisma
Grubu (EHPSG) tarafindan ilk kez 1997 yilinda, sonuncusu 2005’te yapilan
uzlasi toplantilart ile Maastrich 3-2005 Konsensus raporu adi ile

yayinlanmistir (Tablo—Il) (21).

Tablo-ll Maastrich3—-2005 Konsensus raporuna gore, H. pylori
eradikasyon endikasyonlari:

Kuvvetle tavsiye edilen endikasyonlar: Bilimsel Delil Seviyesi

1.DU veya GU (aktif veya komplikasyon icermeyen) 1
2.MALT-lenfoma (Midede) 2
3.Atrofik gastritis 2
4.Daha 6nce mide ameliyati olanlar 3
5.Birinci derecede ailesinde mide kanseri hikayesi olanlar 3

4

6.Hasta bizzat kendisi H. pylori igin tedavi arzu ediyorsa

Tavsiye edilen endikasyonlar ve ilgili durumlar Bilimsel Delil Seviyesi
1.Dispepsili hastalar 2
2.GORH 3
3.NSAIi 2-1
4.idiopatik trombositopeni (ITP) 3-4
5.Aciklanamayan Demir Eksikligi Anemisi (DEA) 3-4

6.Diger tartismali ekstra gastrik endikasyonlar. (IKH, Serebro Vaskiiler Aksedan, Kronik
Bronsit, Astim, KOAH, Kronik Idiopatik Nétropeni, Safra kesesinde kolesterol tasi olusumu,
iBH, Kolorektal Kanser, Kolonun Adenomattz Polipi, idiopatik Anterior Uveit, Blefaritis,
Otitis Media, Iidiopatik Urtiker, Cocuklarda otoimmiin tiroid hastaligi, Tekrarlayan aft6z
stomatit, Glossitis, Halitozis, Lingual hiperplazi, Plazma Gherelin dinamiklerini etkileyerek,

néroendokrin, noérotoksinleri ve dopaminerjik ndronlari etkileyerek parkinsonizmi

hizlandirma)(22).



H. pylori ile enfekte insanlarin %100’de histopatolojik olarak gastrit
oldugu halde ¢cogu asemptomatiktir. H. pylori ile enfekte olan yetiskinlerin
yaklasik %30’da dispeptik semptomlar vardir. Dispeptik yakinmalari
olanlarin da yaklasik %20’ de peptik Ulser, %1-2’de mide kanseri olma riski
vardir. Dispeptik semptomlarla basvuran tim hastalara H. pylori testi
yapiimalidir. Alarm semptomlari varsa veya yasi 40'Iin Uzerinde ise
endoskopi dahil tim inceleme yapiimahdir.

Hastaya endoskopi dusunulmuyorsa; H. pylori i¢in non-invaziv
testlerden Ure Nefes Testi veya H. pylori gaita antijen testi yapiimalidir. Her
ikisi de aktif enfeksiyonun varligini gosterir. Hasta daha énce H. pylori'ye
yonelik tedavi gormemigse Anti-Hp-IgG serolojik testi de yapilabilir. Bu test
mevcut veya gecirilmis enfeksiyonu gosterir.

H. pylori testi pozitif ¢ikinca eradikasyon dusundliyorsa o zaman
H. pylori testi yapilmahdir. Cunklu H. pylori pozitif olgularda eradikasyon
tedavisi yapilmalidir. Asemptomatik olgularda H. pylori testi yapmak dogru

degildir. Test sonucu pozitif gikan hastalar tedavi etmemek etik degildir.

1. Dispepsili Hastalar ve H. pylori:

Dispepsi’li hastalarin tedavisi ile ilgili karar hastalarrt;

1. Alarm semptomu olanlar,

2. Arastinimis hastalar,

3.Arastinimamig hastalar olarak 3’e ayirmak, tedavide kolaylik
saglayacaktir.

Alarm semptomu olan hastalar kesin olarak tedavi edilmelidir.

Alarm semptomlari:

1. 45 yasin uzerinde olmak

2. Semptomlarin yakin zamanda ortaya ¢ikmasi

3. Semptomlarin ciddi-agir olmasi

4. Klinik olarak organik hastalik stphesi (llser, kanser, vs.) ates, anemi,
kilo kaybi, yutma guglugu, tekrarlayan kusma, karinda kitle tespiti

5. Ailesel kanser hikayesi

6. Tedavide cevapsizlik



7. Hastanin kanser endisesi tagsimasi
8. Hastanin daha d6nce tetkik edilmemis olmasi

9. Klaritromisin direncinin %15-20 ‘nin Uzerinde oldugu bolgelerde

Bu konuda Maastrich-3 ‘deki tavsiyeler soyledir:

1. Aragtirlmamis dispeptik hastalarda H. pylori'yi ‘test et tedavi et
yaklagimi uygundur.

2. Arastinimis ve H. pylori ile enfekte non-ulser dispeptik hastalarda H.
pylori eradikasyonu uygundur (23).

3. H. pylori'nin yuksek siklikla bulundugu, gelismekte olan toplumlarda,
batin 45 yas Ustlu fonksiyonel dispepsili hastalarda, H. pylori'yi ‘test et
tedavi et’ yontemi uygundur (24).

4. H. pylorinin dusik siklikla bulundugu, gelismis toplumlarda, H.
pylori'yi ‘test et tedavi et’ yontemi yapilabilir. Fakat ampirik olarak asit
supresyon tedavisi daha uygundur.

Bu konuda H. pylori pozitif fonksiyonel dispepsili hastalari iceren, 21
randomize plasebo kontrolli ¢alismanin meta analiz sonucunda, H. pylori
eradikasyonunun, istatistiksel olarak énemli yararh etkileri gérulmustur (25).

Di Mario ve arkadaglarinin yaptigi, 7 yillik uzun donem takibi sonucunda,
H. pylori eradikasyonundan sonra, uzun donem sonrasinda hastalarin %30-
50’de dispeptik semptomlarda dizelme gozlenmistir (26).

Bir bagka calismada, yuksek oranda H. pylori bulunan gelismekte olan
toplumlarda, eroziv gastritli hastalar hari¢ endoskopisi normal olanlarda H.

pylori eradikasyonunun Klinik bir yarari gosterilmemistir (27).

2. Gastroozofagial Reflii Hastaligi (GORH) Olanlar ve H. Pylori:

H. pylori enfeksiyonu ile GORH arasindaki iligki hala tartismalidir. Bazi
arastirmacilar GORH ve onun komplikasyonlari konusunda H. pylori'nin
koruyucu roli oldugunu ileri surmuslerdir. Fakat digerleri bu bulgulari
dogrulamamistir. GORH igin uzun sireli anti-sekretuvar tedavi gerekiyor ise
0 zaman, H. pylori eradikasyonu tavsiye edilmektedir. CUnku asit salgisinin
uzun sure baski altina alinmasinin, midenin fundus boluminde H. pylori

etkisiyle atrofik gastrit gelismesini hizlandirdigi distinulmektedir. Ne olursa



olsun H. pylori enfeksiyonunun mevcut olup olmadiginin arastiriimasi ve
mevcutsa, asit salgisinin uzun sureli olarak baski altina alinmasindan once,
H. pylorinin ortadan kaldiriimasi onerilmektedir. H. pylori'nin bilinen
herhangi bir faydasi olmadigindan bu bakterinin eradikasyonunu ile diger
gastroduodenal komplikasyonlara ait bir risk faktori de uzaklastiriimis
olacaktir (28).

H. pylori enfeksiyonu ve GORH arasindaki iligkiyi inceleyen yayinlara
bakildiginda, bu hala tartismalidir. Singapur'da yapilan 16.375 hastayi
iceren genis bir arastirmada H. pylori'nin duastk siklikla bulundugu
toplumlarda reflli 6zefajitinin daha sik bulundugu gézlenmistir (29).

Japonya’da vyapilan, H. pylori ile refli Ozefajiti arasindaki iligkiyi
inceleyen 6 yillik takibi iceren baska bir arastirmada; reflu sikligi, H. pylori’si
tedavi edilmis hastalarda, H. pylori pozitif hastalardan daha yuksek tespit
edilmistir (30).

Bagka plasebo kontrollii iki arastirmada, GORH'da H. pylori pozitif ve
H. pylori negatif hastalar arasinda uzun dénemde bir fark olmadig! tespit
edilmistir (31).

3. H.pylori ve Non-Steroid Anti inflamatuar ilag (NSAIl) Kullananlar:

H. pylori ve NSAil'ler/aspirin, peptik Ulser gelismesi ve peptik Ulser
kanamasi konusunda bagimsiz risk faktorleridir.

H. pylori eradikasyonu NSAIii kullanimina baslanmadan o6nce
yapildiginda peptik ulser ve buna eslik eden semptomlarin sikhigini azaltir.
H. pylori eradikasyonu, antisekretuvar tedavi uygulanan, ancak NSAIi
kullanmaya da devam eden hastalarda mide veya duodenum Ulserinin
iyilesmesini hizlandirmaz. NSAIl kullanmalari nedeniyle yiksek risk altinda
olan hastalardaki H. pylori eradikasyonu, ulserlerin tekrar kanamasinin
onlenmesinde etkisizdir ve bu nedenle de s6z konusu hastalarda uzun
sureli proton pompasi inhibisyonuna ihtiyag vardir (33).

Peptik Ulser anamnezi veren ve dlsuk dozda aspirin tedavisi altinda olan
hastalarda, H. pylori testi yapilmal ve pozitif olanlarda eradikasyon

yapiimalidir (34).
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Clopidogrel GiS kanama riskini arttirmaktadir. Bu durumda H. pylori'nin
rolii degerlendirilmemistir. Ulseri iyilesmis ve aspirine bagli Ulser kanama
anamnezi olan hastalarda, tekrarlayan ulser kanamalarina 6nleyen, aspirin
ve PPI, clopidogrel’den daha ustindur. Bu gunki tavsiye, sadece aspirine
karsi GIS uyumsuzlugu olan hastalarda clopidogrel veriimelidir. Ancak bu

ispatlanmamistir (35,36).

4. idiopatik Trombositopenik Purpura (iTP):

Literatiirler incelendiginde ITP’li hastalarin %58’nin H. pylori ile infekte
oldugu gdriilmektedir. ITP’li hastalarda H. pylori eradikasyonu yapilinca
trombosit sayisinda onemli bir artis gozlenmistir. Eradikasyon tedavisi
vakalarin yaklasik yarisinda kismi veya tam olarak trombosit sayisinda artis
yapmistir. Bu trombosit ylzeyindeki antijenik ¢apraz reaksiyonu ile ilgilidir
(21, 37, 38).

5. Aciklanamayan Demir Eksikligi Anemisi (DEA):
H. pylori gastriti ile agiklanamayan demir eksikligi anemisi arasinda
iligkinin oldugu giderek artmaktadir. Fe eksikligi olanlarda H. pylori varsa

eradikasyon onerilmektedir (39).

6. Diger Tartismali Ekstra Gastrik Endikasyonlar:

H. pylori ile mide disindaki sistemlerle ilgisini arastirmak icin bircok
sistemde arastirma yapiimigtir.

iskemik kalp hastaligi, serebro vaskiler aksedan, kronik bronsit, astim,
KOAH, kronik idiopatik nétropeni, safra kesesinde kolesterol tasi olusumu,
inflamatuvar barsak hastali§i, kolorektal kanser, kolonun adenomatéz polibi,
idiopatik anterior Uveit, blefaritis, otitis media, idiopatik Urtiker, ¢ocuklarda
otoimman tiroid hastaligi, tekrarlayan aftéz stomatit, glossitis, halitosis,
lingual hiperplazi gibi. Bazi yayinlar lehte bazi yayinlar ise ilgisiz sonuglara
varmislardir. Bu konuda karsilastirmali ileri arastirmalara ihtiyag vardir (23,
40, 41) .
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F. H. PYLORI ENFEKSIYONUNUN TANISI
H. pylori tanisinda kullanabilecek, sensitivite ve spesifitesi oldukca
yuksek testler mevcuttur. Eradikasyon tedavisi yapilacaksa H. pylori igin test
yapilmalidir. H. pylori tanisinda kullanilan testler iki grupta ele alinir:
1. invaziv testler (direkt testler —endoskopi gerektirir)

2. Non invaziv testler

1- INVAZIV TESTLER

a- Histopatoloji: Endoskopi esnasinda alinan antrum ve korpus doku
ornekleri, formalinde fikse edilir. Hematoksilin-Eosin, Giminer, Warthin-
Starry veya Giemsa ile boyanir. Tecrubeli patologlarin elinde histopatoloji
altin standarttir. H. pylori’yi gostermede sensitivite ve spesivitesi %90’dan
fazladir. Histopatoloji ayni zamanda gastrit siddetini, metaplazi ve displaziyi

de ortaya koyar (42).

b-Sitoloji: Biyopsi 6rnedi lam Uzerine surllerek gram boyasi ile
boyanirsa gram negatif spiral basiller kolayca gérulur. Giemsa boyasi da

basarilidir. Sonuglar histoloji kadar guvenlidir (42).

c-Bakteri kulturii: H. pylori mikroaerofilik bir bakteridir. H. pylori
37°C’de, %10 CO02, %5 O, varlhiginda optimal Urer. Kanli zengin besiyerinde
dizgun, pigmentsiz, 0,5 mm ¢apinda koloniler olusturur. Kuiltirde basarih
olmak igin biyopsi materyalinin hemen kanli zengin besi yerine ekilmesi
gerekir. Sayet hemen ekim yapilamayacaksa brucella broth, nutrient broth,
beyin-kalp infuzyon broth gibi tasima besiyerlerinden birinde biyopsi
materyali tutulmahdir. Transport ortami olarak steril salin veya %10’luk
glukoz da kullanilabilir. Bdéylece oda isisinda veya +50°C‘de 5—6 saat
saklanabilir. Brucella broth/glycerol vasatinda 40°C de bir hafta, -20° C’ de
dort hafta, -70° C’ de sinirsiz sure saklanabilir.

H. pylori icin kullanilan birgok besiyeri vardir. Bunlar; brucella agar,
Mueller - Hinton ve Tripticase soya beyin-kalp infizyon bazal besiyerine
% 7-20 taze kan ilave edilerek hazirlanan vasatlardir. Besiyerinde diger

bakterilerin GUremesine mani olmak igin besiyeri hazirlanirken vankomisin,
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trimetoprim, kolistin, polimiksin B ilave edilir. Mantar Uremesini onlemek igin
de amfoterisin B eklenir. Besi yerinde 2—3 gunde H. pylori gérilmeye baslar,
bazen 6-7 hatta 10 gune kadar gorulmeyebilir. Koloniler genellikle kuguktur
ayrica transparant, grimsi renktedir. Kuiltirde Ureyen H. pylori basil
gériniminde ya da kivrik sirkiler sekildedir. Uretilen H. pylori (reaz,
katalaz, oksidaz pozitifti. Uzmanlasmis laboratuvarlarda uretilebilme
basarisi %90’nin Uzerindedir. H. pylori Uretilirse, kdltur tani igin altin
standarttir. H. pylori invivo ve invitro oldukga yavas ureyen bir bakteridir
(43).

d-Biyopsi lireaz testi: Bu testin sensitivitesi %90, spesivitesi %100’dur.
H. pylori agin miktarda Ureaz salgiladigi i¢in Ureyi amonyuma gevirir ve
ortamin pH’ ini yukseltir. Bu nedenle endoskopide alinan biyopsi 6rnegi Ure
sIvi besiyerine veya agar jeline yerlestirilir. Bu besi yerlerinde pH endikatori
olarak genellikle fenol kirmizisi kullanilir. Testin esasi biyopsi 6rneginde
daha oOnceden olugmus Uureaz aktivitesinin varligina dayalidir. Biyopsi
materyalinde Ureaz varsa Ureyi pargalar. A¢ida ¢ikan amonyak, pH’ 1 7’nin
Uzerine c¢ikarir ve renk sari kahverengiden pembeye donusur. Yanhs
pozitiflik nadirdir. Bu durum, midede Ureaz Ureten (streptokok, stafilokok)

bakteri varsa ortaya ¢ikar (44).

e-H. pylori polimeraz zincir reaksiyonu: H. pylori’'nin farkli suslarini
belirlemede yararli oldugu gibi, H. pylori tedavisinde kullanilan ilaglara
direng olup olmadi§i konusunda da katkisi vardir. Ozellikle farkli suslarla
ayni zamanda enfekte oldugunu saptamada 6nemlidir. Ol bakteri,
polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)da pozitif sonu¢ verebilir. Biyopsi
forsepsleri iyi temizlenmezse daha dnce muayene olan hastaya ait Kirlilik
yanhglhida yol acgabilir. Standart endoskopik biyopsi forsepsi temizliklerinin
bile kontaminasyonu 6nlemedigi ifade edilmektedir. PCR halen aragtirma
amacli kullaniimaktadir (45).
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2- NON-INVAZiV TESTLER

a-Seroloji: Serum drneklerinde veya tam kanda H. pylori’'ye karsi olusan
spesifik IgG naturiindeki antikorlarin saptanmasi esasina dayanir. Toplum
taramalarinda kullanilan standart testtir. Serolojik testlerin sensitivite ve
spesifitesi %85-90°dir. Serolojik testler hastanin H. pylori ile karsilastigini
gosterir. Aktif enfeksiyonu gosterdidi gibi, gecirilmis enfeksiyonu da goésterir.
Cunku basarli eradikasyondan aylar hatta bazen birkag yil sonra dahi
serolojik testler pozitif olabilir. Eradikasyonu gostermezler. Serolojik testler
Ozellikle daha o©6nce eradikasyon tedavisi gormeyen hastalara
uygulanmalidir. Serolojik testlerde yanhs negatif sonuglar; cocuklarda,
yashlarda ve immun yetmezligi olanlarda gorulur. Serolojik testler tukruk,
tam kan, kapiller kan ve idrardan Ornek alinarak yapilmakta ise de

duyarhliklari konusunda saglikli sonuglar yoktur (46).

b-Ure nefes testi: Sensitivitesi %95, spesivitesi ise % 100°dir. Ure
nefes testinde "*C veya 'C ile isaretlenmis ire soliisyonu icilmeden énce
ve 30 dakika sonra nefes drnekleri alinir. Midede Ureaz varsa isaretli uUre
pargalanir ve nefesle isaretli >CO, veya *CO; atilir.

Ure nefes testi aktif enfeksiyonu gdsterir. H. pylori tedavisinden sonra,
eradikasyonun gerceklesip gerceklesmedigini kontrol etmek igin, kontrolin
tedavinin bitiminden dért hafta sonra yapiimasi gerekir. Ure nefes testi,
eradikasyon tedavisi sonrasi en uygun tani testi olarak kabul edilmektedir.
“C, radyoaktif izotop oldugundan cocuklarda ve gebelerde

kullaniimamahdir (47).

c-Gaita antijen testi: Gaitada H. pylori antijenin varligini gostermeye
dayanir. Aktif enfeksiyonu gostermesi, sensitivite ve spesivitesinin %90’in
uzerinde  bildirilmis  olmasi  nedenleriyle  ginumuzde  oldukc¢a
onemsenmektedir. Bu testin digerlerinden farki, coccoid forma geg¢mis
H. pylori’nin varligini ortaya koymasidir (47).

Serolojik test harig, Proton Pompa Inhibitérii (PPI) kullanilmasi tim
testler icin yalanci negatifligin bir kaynagidir. Testten iki hafta 6nce PPI

kesilmelidir.
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G. TEDAVI SECENEKLERI:

H. pylori enfeksiyonun tedavisindeki amag¢ mikroorganizmay1 tamamen
elimine etmektir. Bu nedenle gunumuzde H. pylori'ye etkili antibiyotiklerin
yanisira mide asit sekresyonunu inhibe eden ajanlar da kullaniimaktadir.
Maalesef ginimuzde H. pylori’yi eradike edecek tek antibiyotik yoktur. Yan
etkiye sahip olmayan, rezistans gelistirmeyen ideal antibakteriyel ajana
bugun sahip degiliz.

H. pylori enfeksiyon eradikasyonunda ilk secenek tedavi (First-line
therapies) Maastrich3 2005 uzlasi raporundaki tavsiye; hala PPl +
klaritromisin + amoksisilin ya da Metranidazol ile kombinasyonunu iceren
uclu tedavidir. Bununla birlikte H.pyloriye karsi dunyanin her yerinde
rezistans artmakta ve standart Gglu tedavi ile eradikasyon oranlari %44’ e
kadar diusmektedir (48, 49).

Birinci basamak tedavide bu rejimin bir-iki hafta sureyle kullaniimasinin
efektif oldugu ve eradikasyon oranlarinin %75-90 arasinda degistigi
bildirilmektedir. Ulkemizde, maalesef ayni kombinasyon kullanilarak degisik
bdlgelerde yapilan g¢aligmalarda, eradikasyon orani yaklasik olarak %45—
60 arasinda bulunmustur. Tedavi basarisizligindaki ana neden antibiyotik
direncidir. Rezistans oranlari bolgelere gore ¢ok farkhlik gostermektedir.

Bugln i¢cin H. pylori suslarinin ABD’'de %12’si, Almanya’da %39,8'i,
italyada %26,7’si klaritromisine rezistandir.

Turkiye'de direng %25-40 seviyesindedir. 2001 yilinda Engin D. ve ark.
larinin yaptigr galismada klaritromisin direnci %11,4, 2003 yilinda Igiksal F
ve ark. larinin yaptigi ¢alismada %24,5, 2004 yilinda Cirak MY ve ark.
larinin PCR ile yapti§i ¢alismada %16,9, 2004 yilinda Ozden A ve ark.
larinin E-test ile yaptiklari ¢alismada %5, 2005 yilinda Aydin A ve ark.
larinin PCR ile yaptiklari calismada %38.8, 2006 yilinda Baglan P. ve ark.
larinin FISH testi ile yaptiklar calismada %35 saptanmistir (50).

Ozgay F ve ark. larinin 2004 yilinda yaptigi 102 gocudu kapsayan
calismada klaritromisin rezistansini %18,2 bulmuslar ve birinci basamak
tedavi sonrasi eradikasyon orani % 75,5 bulunmustur (51)

Gelismis bati Ulkelerinde metranidazole karsi H. pylori'deki mevcut

rezistans %10-50 sikliktadir. Gelismekte olan Ulkelerde ise H. pylori
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suslarinda metranidazole rezistans %80-90’lara ulasmaktadir. H. pylori’nin
amoksisiline ve tetrasikline karsi nadir de olsa rezistans gelistirdigi
bilinmektedir (52,53).

Eradikasyon oranlari %80’nin altina digen bolgelerde alternatif tedavi
yaklasimlari énerilmektedir (53).

Bunlar;

1. Tedavi suresinin uzatiimasi

2. Dortlh tedaviler

3. Ardisik tedaviler

4. Adjuvant tedavi

5. Farkh antibiyotiklerin (furazolidon, tinidazol, levofloksasin) bulundugu
protokolleri iceren tedavi semalari (54)

Uclii tedavinin siresi konusunda tartisma halen devam etmektedir. Bazi
arastiricilar 7-10 gunlik bir sUreyi uygun gorurken digerleri en uygun
surenin 14 gin oldugunu kabul etmektedir. Ucli tedavi 2 hafta yapilirsa
eradikasyon orani 7 gunluk tedaviden %7-9 daha iyidir (52, 54).

Dortlh tedaviler (PPI, bizmut, tetrasiklin ve metranidazol) ile 6zellikle
yaslilarda memnuniyet verici oranlar elde edilmistir (55).

Ardigik tedavi semalarn ile (14 gun PPI, ilk 7 gun amoksisilin, 8-14
gunler metronidazol, tetrasiklin) %90’In Ustunde eradikasyon oranlari
gézlenmistir. Klaritromisine resistan hastalarda, italyan grubu ardisik
(sequential) tedavi ile 7 gun PPI, amoksisilini takiben 7 gin PPI, tetrasiklin,
metranidazole ile %90’in Ustunde bir eradikasyon saglamislardir (56).

Ulkemizde Klinigimizce yapilan arastirmada ayni protokolle, eradikasyon
orani ancak %80,1 bulunmustur (57).

Adjuvan tedavi ve farkli antibiyotikler ile eradikasyon oranlari arttirlimaya
calisilmig, ancak umulan sonug alinamamigtir. Bovine lactoferrin ile yapilan
adjuvan tedavide H. pylori koloni oranini azaltmakta, fakat tam eradikasyon
saglamamaktadir. Farkl antibiyotiklerin (furozolidon, tinidazol, levofloksasin)
bulundugu protokoller genelde 2’ci basamakta kullaniimakta fakat
eradikasyon orani dustuk¢ce bu antibiyotikler 1'ci basamak tedavide
kullaniimaktadir (58, 59).
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Ayrica antibiyotik kombinasyonunda su noktalar dikkate alinmahdir;

Kullanilan rejimlerde amoksisilin - ampisilin ile, tetrasiklin
doksisiklin ile ve klaritromisin eritromisin ile degistiriimemelidir.
Bakterinin DNA ve RNA yapisini etkileyip, nukleik asit sentezini
bozarak etkili olan kinolonlar  (ciproxin, levofloxacin,
moxifloksasin), nitroimidazoller (metronidazol), rifampisin ayni
grupta yer almamalhdir.

Bakterinin ribozom fonksiyonunu bozarak etkili olan tetrasiklinler
ile makrolid grubu (Kklaritromicin, eritromicin, azitromicin)
antibiyotikler ayni grupta yer almamalidir.

Hlcre duvar sentezini bozan penisilinler ile ribozomal fonsiyonu
bozan tetrasiklinler mumkunse bir arada kullaniimamahdir.
Cunku tetrasiklin protein sentezini inhibe ettigi icin penisilinlerin
antibakteriyel etkinligini antagonize etmektedir. H. pylori
eradikasyonunda yapilan calismalarda invitro olarak
antibakteriyel etkide azalma olmadigi, fakat invivo olarak bu iki
ilag kombinasyonunun eradikasyonda dusuk oranda tespit
edilmesi nedeniyle H. pylori tedavisinde kullaniimamasi

onerilmektedir.

H. Pylori tedavisi igin Maastrich—-3 2005 uzlagi raporundaki tavsiye:

Proton pompa inhibitérleri:

Uclii

tedavide birbirlerinden etkinlik yoénunden farklihgi yoktur.

Omeprazole 20 mg, lansoprazole 30 mg, rabeprazole 20 mg,

esomeprozole 40 mg, pantoprazole 40 mg gunde iki kez kullaniimalidir.
Antibiyotikler:

Betalaktamlar: Amoksisilin 1 gram ginde iki kez,

Makrolidler: Klaritromisine 500 mg gunde iki kez,

Nitroimidazoller: Metranidazole 500 mg gunde u¢ kez, tinidazol gunde 2

kez, tetrasikline 500 mg gunde dort kez

Bizmut tuzlari: bismuth citrate 120 mgr gtinde doért kez kullaniimalidir

(60) .
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Bazi arastirmacilar Uclu tedavilerde proton pompa inhibitorlerini ya da
bizmut tuzlarini Ugli tedavi tamamlandiktan sonra 2 hafta daha devam
etmeyi Onermektedir.

Ranitidine bizmuth sitrate ile yapilan Ggli tedavilerde antibiyotik
rezistansi daha az gelisir. PPI'l UglU tedavilerde eradikasyon sonuglarinin
klaritromisin rezistansi nedeniyle dusUk olmasi sebebiyle ulkemizde ilk
segenek tedavinin ranitidine bizmuth citrat’li Gglu tedavi olmasi ya da PPI,
bismuth subsitrate, tetrasikline, metranidazole 4’l0 kombinasyonu
Onerilmektedir.

Graham ve ark. larinin derledigi ve Gastroentero-Hepatoloji 2008 ‘ de
yayinlanan yazida, Uglu tedavi ile sekilde belirtilen sonuglar bulunmustur
(16) . ( Sekil-1)
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H. ANTIMIKROBIYAL REZISTANS

H. pyloriye kargi antimikrobiyal diren¢ prevalansi; bolgeler arasinda ve
ulkeler arasinda degisiklik gosterir. Bolgesel dirence dayali alternatif
antibiyotiklerin  kullanimi, eradikasyon oranini artirabilir. Klaritromisin
direnci, nitroimidazol direncinden sonra tedavi etkinligini en ¢ok etkileyen
Ozelliktir (3,61) . Gelismekte olan Ulkelerde yaygin ve bazen de gelisigluzel
antibiyotik kullanimi endustriyel Ulkelerden daha fazla direng prevalansi ile
sonuglanir (4).

Avrupa’da Kuzey, Dogu ve Guney Avrupa arasinda belirgin farklihklar
vardir ve sirasi ile %4,2, %9,3 ve %18dir.

Perri ve ark. larinin italya’da 2001 yilinda yaptiklari galismada %8,3
oraninda primer klaritromisin direnci tespit etmisler ve klasik Uglu tedavi ile
%63 eradikasyon saglamislar (62).

Polonya’da Dzieniszewski ve ark. larinin yaptigi ve 2005 te yayinlanan
calismada populasyonun klaritromisine kargi %28’ inde primer rezistans
saptanmigtir (61).

Kore’de Sung ve ark. larinin 2005 yilinda 93 hastay igeren, disk
difizyon yontemi ile yaptiklari ¢alismada klaritromisine direng orani % 17,2
bulunmus. Metranidazole ise %33,3 oraninda diren¢ saptanmisti. Duyarli
oldugu tespit edilen ilaglarla yapilan Ggli tedavi sonucu 36 hastanin
32’sinde eradikasyon saglanmis. Tedavi vyetersizligine Kklaritromisin
direncinin yol acmis olabilece@i disunuimustir (63).

Vakil ve ark. larinin 1993-1996 yillari arasinda ABD’lerinde yaptiklari
calismada; 1993-94 arasinda hastalarin %4’Unde Klaritromisin direncli
H. pylori susu saptamisken, 1995-96 arasinda %12,6 hastada klaritromisin
direncli H. Pylori susu saptamiglar. Direngli olan hastalarin % 25° inin daha
once klaritromisin ile tedavi olduklari gorulmustur (64) .

Sekonder klaritromisin direnci, bu ilaci iceren tedavinin yetersizliginden
sonra oldukc¢a yuksektir ve % 60’lara kadar ulagir (6) .

Brian ve ark. larinin Alaska’da 2003 yilinda yaptiklari 125 hastayi iceren
calismada hastalarin 37’si (%30) klaritromisine direngli, 83’0 (%66)
metranidazole direngli bulunmus. Klaritromisine direncin daha o6nce

makrolid kullanimi ile iligkili oldugu ve rezistansin daha énce kullanilan
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klaritromisin dozu ile arttigi belirtiliyordu. Klaritromisin esasli tedavi edilen
53 hastadan, klaritromisin direnci olan 13 hastanin 10’ u (%77) tedavi
olmadigi, klaritromisin duyarli H. pylori sugu barindiran 40 hastadan S’inde
(%13) tedavinin yetersiz kaldigi saptanmigsti (65) .

Toracchio ve ark. larinin italya’da yaptigi calismada ise H. pyloriye karsi
primer klaritromisin direnci %23,4 bulunmus iken sekonder direng %82,3
bulunmustu (66).

italya’da yapilan son galismada oldukga ylksek bir antibiyotik direnci
gOsterilmigtir. H.pyloriye direng orani klaritromisinde %16,9, metranidazolde
%29,4, levofloksasinda %19,1 bulunmustur. Klaritromisin direnci nonulser
dispepsi hastalarinda peptik Ulser olanlardan oldukg¢a yuksek bulunmus.
(%19,1’e karsi %0, p=0.02) Levofloksasine direng Kklaritromisin ve
metranidazol direnci olan suslarda daha fazla siklikta bulunmustur.

Vincenzo ve ark. larinin italya’da yaptiklari bagka bir calismada 1989-
90 yillar1 arasinda 147 hastanin 15’'inde (%10,2) klaritromisin direnci
bulmus iken 2004-2005 vyillari arasinda 178 hastanin 38'inde (%21,3)
diren¢ bulmuslardir (67).

Boyanova ve ark. larinin yaptigi son calismada klaritromisinle tedavi
edilmemis eriskinlerde %17,8, tedavi edilmiglerde %45,1 ve tedavi
edilmemis  ¢ocuklarda %18,7 oraninda klaritromisine  rezistans
saptamiglardir. Klaritromisine primer rezistans orani 1996-1999 yillar
arasinda %10 civarinda iken 2005-2007 arasinda %17,9’a yukselmigtir
(68) .

Belcika'da florokinolonlara karsi diren¢ %17 bulunmustu.

Hollanda’da 1997-2002 vyillari arasinda yapilan c¢alismada ortalama
metranidazol direnci %14,4 bulunmus iken klaritromisin direnci % 1,0
bulunmus. Primer metranidazol direnci 6 yil boyunca sabit seyrederken
klaritromisin direncinde bir azalma edgilimi gozlenmisti. Hollanda’da
antibiyotik satigI diger Avrupa Birligi Ulkelerinden daha az oldugundan bazi
Akdeniz Ulkelerine gore direng 4 kat daha duguktur. Bu yuzden eradikasyon

oranini artirmak i¢in bolgelere gore 6zel tedavi rejimleri geligtiriimelidir (8).
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Kuzey ve Gulney Avrupa arasinda diren¢ bakimindan dénemli ayrim
vardir. Klaritromisine H. pylori rezistansi Kuzey Avrupa’da %5’ten az iken,
Guney Avrupada %20’ler dolayindadir.

H. pylorinin klaritromisin direncinde yetigkin ve c¢ocuk direnci ayri
degerlendiriimelidir. Klaritromisin direncinin sebebi, daha énceden makrolid
kullanimidir. Cocuklarda daha siktir, ¢lnki son zamanlarda makrolid
kullanimi artmigtir. Avrupa’da g¢ocuklarda diren¢ %12,5- % 23,5 arasinda
bulunmustur (69).

Diren¢ olan hastada yeni tedavi protokoll; ©énceden kullanilan
antibiyotikleri icermemelidir. H. pylori basarili tedavi edilirse, yetigkinlerde
reenfeksiyon orani yillik %1’den az olmaktadir (70).

1998’de 17 Ulkeyi kapsayan, 22 ayri merkezde ¢ok merkezli prospektif
bir calisma yapilmigti. Klaritromisin i¢in primer diren¢ orani %9,9
bulunmus.(%8,3 - %11,7). ilging olarak; Orta, Kuzey ve Giiney Avrupa’'da
farklh oranlar mevcuttur.

Benzer bir cgalisma yakin zamanda Avrupa’da c¢ocuklar Uzerinde
yapilmisti. 14 ulkeden 16 pediatri merkezinde 4 yillik periyodu kapsayan
calismada %24’lUk rezistans orani tespit edilmigtir. (1999-2002) (70).

Boyanova ve ark. tarafindan Dogu Avrupa’da prospektif yapilan
calismada; 1998-2000 yillar arasindaki direng arastiriimisti. Klaritromisin
direnci 1996 vyilinda %8,9 iken 1998 vyilinda %10,6'ya yukseldigi
g6zlenmis.(Ortalama %9,5) Ulkeler arasinda belirgin fark yoktu. Dig
Avrupa’da klaritromisin direnci daha dusuk olma egilimindedir (71).

Orta Dogu’da; direng prevalansi israilde %5,4, iran’da %17, Uzak
Dogu’'da; Japonya’da %11-12, Hong Kong'da %4,5, Kore’de % 5-6
bulunmustu.

Rafeey ve ark. larinin iran’ da 2003-2005 vyillari arasinda yaptiklari; 1,5
ile 16 yas arasindaki 100 c¢ocugu kapsayan calismada %16 oraninda
klaritromisin direnci saptamiglar (72).

Huang J-Q ve ark. larinin 2004 yilinda yaptiklar bir ¢calismada; 22
calismanin metaanalizinde 7 gunluk PPl + Kklaritromisin+ amoksisilin

kullanimi sonrasi peptik Ulser hastalarinda %82,1, nonulser dispepsili
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hastalarda ise %72,6 oraninda H. pylori eradikasyonu saglandigi
gOsterilmistir (73).

Ndip ve ark. larinin Kamerun’da yaptiklari 77 hastayr kapsayan
calismada; 71 hastada (%92,2) H. pylori pozitif bulunmus. Antibiyotik
duyarhihg: tetrasiklin igin %56, klaritromisin icin % 55,3, amoksisilin icin
%14,4 ve metranidazol i¢in %6,8 saptanmis. Klaritromisin resistansi
erkeklerde %42,1, kadinlarda %46,7, metranidazol rezistansi ise %89,5e
karsilik %94,7 (P > 0.05) bulunmustu (74).

Aldana Perez ve ark. larinin Japonya’da yaptiklari ¢alismada; 1995—
2000 tarihleri arasinda 593 Japon hastadan elde ettigi H.pylori izolatlarinin
primer rezistansi klaritromisin, metranidazol ve amoksisilin i¢in sirasiyla
%11, %9 ve % 0,3 bulunmus. Klaritromisin rezistansi 1997-1998'de %7
iken, 1999-2000’de %15.22’ye belirgin sekilde yukseldigi gozlenmigsti (75).

Marais A. ve ark. larinin antimikrobiyal diren¢ konusunda yaptigi
calismada; nonulser dispepsili olgularda rezistan sug¢ barindirma orani 1
iken; peptik Ulserli olgularda bu oran 0,08 saptanmisti. (%95 Cl 0,011-
0,66). Fransiz ¢alismasinda; H. pylori tedavisi igin risk faktorleri agisindan
sonuglar benzer bulunmustu. Peptik Ulserlilerde suslarin  %5,6’sinda,
nonpeptik Ulserlilerde %16,7’sinde rezistans tespit edilmistir.Rezistans olan
az vakada mutasyon tespit edilmisti (76).

H. pyloride tedavi yetersizliginin en blyuk sebebi, tedavide kullanilan
antibiyotiklere karsi bakteriyel direng ve ilag alimina duasuk uyum
problemidir. H. pyloriye karsi klaritromisin rezistansi 23S rRNA
noktasindaki mutasyondan kaynaklanir ve makrolidlerin ribozoma
baglanmasi engellenir. Nokta mutasyonlari A2142G, A2143G ve A2144G
pozisyonundaki adeninin guanine gegisinde veya A2142C ve A2143C
pozisyonundaki adeninin citozine donusumunde olur. A2142G, A2143G
mutasyonlart en sik gorulurken A2142C daha az gorulur. Diger nokta
mutasyonlari A2115G, G2141A ve T2717 daha az goérulur (61) .

H. pylori rezistansi, kromozomal mutasyonlara baglidir. Rezistansin
iletimi vertikaldir, rezistanstaki artis seleksiyonun ciddiyetine gore artar.

H. pylorinin farkl suslarindaki genetik degisiklikler farklh meydana gelir (76).
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Klaritromisin rezistansi ile ilgili nokta mutasyonlari PCR ile ortaya
konmustur. Mutasyonlarda etkilenen genler yapilan c¢alismalarla
belirlenmistir. Birgok vakada kisith sayida nokta mutasyonu mevcuttur
(76,77).

Avrupa’da ve Amerika’da en sik goérulen nokta mutasyonu A2143G ve
A2142G olup (%69,8), prevalansi %53 ile %95 arasinda degisir (78,79).

Asya’da ise en sik gorilen mutasyon A2144G’ dir. Digerleri
A2142G(%11,7) ve A2142C(%2,6)dir. Bu mutasyonlar arasinda Klinik
farkhliklar minimaldir. Genetik mutasyonlar olmakla birlikte antibakteriyel
tedaviye karsi in vitro ortamda bakteriyel rezistanslar farkli oranlarda ortaya
cikmaktadir (80,81).

Kore’de Lee ve ark. larinin 2004 yihinda 114 hastayi iceren yaptiklari
calismada 23 (%20,2) hastada H. pylorinin 23S rRNA yapisinda A2142G ve
A2143G mutasyonlarindan kaynaklanan klaritromisin rezistansini tespit
etmiglerdi (82).

Thomas K.W. Ling ve ark. larinin Hong Kong, Prince of Wales
Hastanesinde H. pylori duyarlih@ igin yaptiklari ¢alismada; 1997-2001
arasindaki 1118 mide biyopsi orneklerinden elde edilen nonduplike H.
pylori izolatinda disk difuzyon yontemiyle klaritromisin ve metranidazole
kargl test yapilmigti. Klaritromisine direngli 23 H. pylori sugu mutasyon
bdlgelerine gore PCR’la randomize segilmigti.

Klaritromisin rezistansinin 1997°de %4,7 iken, 2000’de %10,3’ e ciktidi
gorulmustu. Bu oran 2001'de % 8,3° e gerilemigti. 23 klaritromisin rezistan
izolat test edildiginde; 22 izolatin A2144G nokta mutasyonuna badgli
oldugunu tespit etmiglerdi. Bir izolat A2143G nokta mutasyonuna bagli
imig. Klaritromisin direnci tedavi sonrasinda da bulunmustu.

Hong Kong'da saptanan klaritromisin direncinin gogunun 23S rRNA’daki
A2144G’deki nokta mutasyonu nedeni ile oldugu ve direncin; klaritromisin
duyarl suglardan degil, farkh suglar nedenli oldugunu belirtmiglerdir (83).

Yilmaz O. ve ark. larinin 54 hastay! iceren yaptiklari calismada
histopatoloji ile 45 hastada H. pylori pozitif bulunmus. FiSH testi ile 43
hastanin biyopsi 6rneginde H. pylori saptanmig. Bu hastalarin 14’0

klaritromisin duyarli, 4’G klaritromisin direngli ve 27 tanesi klaritromisin
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duyarli ve direngli karigik suslardan olugsuyormus. Bu hastalarin gaita
orneklerinden real-time PCR ile yapilan incelemede A2142G, A2143G,
A2142C, A2142G mutasyonlari tespit edilmis. Ayrica gaita PCR incelemesi
ile FISH metodunda negatif olan bazi érneklerde ilave pozitif 6rnekler
saptanmis (84).

Can F ve ark. larinin yaptigi calismada; 117 biyopsi 6rneginin 70’'inde
histopatolojik inceleme ve FISH testi ile H. pylori pozitifligi saptanmis.
Kultar ile ise 47 tanesinde saptanabilmis. Kultirde saptananlardan bir
tanesi histopatoloji ve FiISH testi ile saptanmamisti. E test ile H. pylori
izolatlarinin 46 tanesinin 11’ inde klaritromisin rezistansi bulunmus. Bunlar
FISH testinde de saptanmisti (85).

Simsek H ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada; Haziran 1999-2001
arasinda tedavi edilmis nonulser dispepsili 66 hastadan elde edilmis
H. pylori izolatlari ¢ahsilimis. Ve Klaritromisin rezistans orani % 24,2
bulunmus. Rezistans oranlarinin Ocak 2001’den sonra %16,7 (7/42)'den
%37,5 (9/24) e yukseldigi saptanmistir (p=0.035) (86).
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I-HASTALAR VE YONTEM

Bu calisma; GATA Gastroenteroloji Poliklinigine kronik dispeptik
yakinmalarla Mart 2006 ile Ocak 2008 tarihleri arasinda muracaat eden
hastalar arasinda yapildi. Epigastrik agri, retrosternal yanma, bulanti,
siskinlik, gaz ve gegirme semptomlarinin en az lUg¢unun 4 haftadan az
olmamak kosulu ile var olmasi ¢alismaya alinma kriteri olarak belirlenmistir.
Daha onceden H. pylori igin tedavi almis, kolelitiazisli ve endoskopiden Ug
ay oncesine kadar olan dénemde nonsteroidal antiinflamatuar ilag kullanmis
olan (dispeptik yakinmalara neden olabileceginden), kanama diyatezi,
kronik (kardiyak, pulmoner, hepatik, renal) hastaliklari bulunan, 18 yasindan
kiguk, 65 yasindan buyuk olan ve daha once mide-duodenuma iligkin
ameliyat gegirmis olan ve bagka hastaliklar nedeni ile daha Once
klaritromisin kullanmis olan hastalar ¢aligmaya alinmadilar.

Calismaya 56 hasta alindi. Yapilan ilk endoskopide histopatolojik olarak
ve hizli Ureaz testi ile H. pylori pozitif gcikan 51 hasta ¢alismaya danhil edildi.
Hastalara lansoprazol 30 mgr 2x1, amoksisilin 1000 mgr 2x1, klaritromisin
500 mgr 2x1, 14 gun sure ile verildi.

Tedavi verilen hastalardan 46 tanesine ilk endoskopiden 8 hafta sonra
kontrol endoskopi yapilabildi. Ayni sekilde biyopsiler alindi.

Caligsmaya 14 erkek, 32 kadin olmak Uzere 46 hasta alindi. Ortalama
yaslar 37,05 11,571 idi. Hastalarin 15’ i sigara igiyor, 31’i icmiyordu.

Hastalarin 6zellikleri Tablo—III' te gosterilmigtir.

TABLO-IIl Hastalarin ozellikleri

Ozellikler hasta sayisi %
Cinsiyet
Erkek 14 30,4
Kadin 32 69,6
Histopatoloji Tedavi Oncesi pozitif 46 100
Tedavi sonrasi pozitif 18 39,1
PCR Tedavi Oncesi pozitif 46 100
Tedavi sonrasi pozitif 26 56,5
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Hastalara yapilan endoskopide histopatolojik inceleme igin antrum,
blyuk ve kiglk kurvaturdan 2’ser adet toplam 6 adet, hizli Greaz testi (Clo
test) icin antrumdan 1 adet, klaritromisin rezistans c¢alismasi i¢in antrum
blayuk kurvaturdan 2 adet biyopsi alindi.

Histopatolojik inceleme icgin alinan biyopsi érnekleri formol sollsyonlu
tuplere konulup patoloji laboratuvarina gonderildi.

Klaritromisin rezistans ¢alismasi icin alinan biyopsiler, iginde 1 cc Serum
Fizyolojik bulunan ependorf tlplerine konulup calisma igin -20°C’ lik

dondurucuya konuldu.
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IV- MATERYAL VE METOD

A-HISTOPATOLOJIK INCELEME

Histopatolojik inceleme igin alinan ornekler % 10’luk formolde tespit
edilip takip islemine alindiktan sonra parafin bloklar igine gomuldiu. Parafin
bloklardan 4 pym kalinliginda bir adet Hematoksilen Eozin (HE) ve bir adet
Toluidine Blue boyamalari icin kesitler hazirlandi. Toluidine Blue boyama
sonucunda mide mukozasindaki H. pyloriler koyu mavi boyanmig basiller

olarak izlendi. HE boyama ile de diger morfolojik bulgular degerlendirildi.

B-DNA ELDE EDILMESi

Endoskopi ile alinan mide biyopsi ornekleri ¢alisilincaya kadar -20°C’de
saklandi. Butin calisma icin drnekler tamamlandiktan sonra, érneklerden
DNA ekstraksiyon islemine gegcildi. Bu amagla dokular 10 mikrolitre pronaz
E (68 mg/ml) ve 500 mikrolitre K buffer uygulanarak 42°C’'de 3—4 saat
bekletildi. Bu sekilde dokunun pargalanmasi saglandi. Daha sonra
parcalanmis dokulardan DNA’'nin proteinlerden temizlenmesi amaciyla
alkali fenol-kloroform ekstraksiyon metodu uygulandi. Bu ¢alisma igin 1,7
ml’lik ependorf tip igine 400 mikrolitre bir énceki basamakta pargalanmis
olan doku ornegi ile 500 mikrolitre alkali fenol-kloroform karigtiridi ve
vortekslendi. Bu karisim 12000 rpm’de +4°C’ de 5 dk santrifj edildi. Daha
sonra iki faz olan tup’den ust temiz, seffaf olan faz yeni bir ependorf tlip’e
aktarildi. Eger Ust faz bulanik ise yeniden 500 mikrolitre alkali fenol-
kloroform ilave edilerek iglem tekrarlandi. Bu yeni tup’in Uzerine 600
mikrolitre isopropil alkol eklenerek tlp vortekslendi ve karisim 12000 rpm’de
+4°C’de 10 dk santrifij edildi. Santrifijden alinan tiplerin sivi kismi
dokulerek pellet'in Gzerine 500 mikrolitre %75 etil alkol ilave edildi ve hafifce
vortekslendi. Daha sonra tupler 12000 rpm’de +4°C’de 10 dk santrifuj edildi
ve pellet'e dikkat edilerek tuplerin sivi kismi dokuldl. Tupler oda isisinda
ters gevrilerek 15-25 dk sure ile kurumaya birakildi. Kuruyan tlplerin igine
400 mikrolitre distile su ilave edildi ve calisiincaya kadar -80°C’ de

saklandi.
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TagMAN PCR
DNA ekstraksiyonu yapilmis olan batin ornekler iCycler quromo4 (Bio-
Rad, ABD) cihazi kullanilarak TagMAN real time PCR ile analiz edildi. Bu

amagla her bir ornek igin asagidaki Master Miks ve oligonukleotidler

kullanildi.
10X reaksiyon Buffer 2,5l
MgClI2 (25 mM) 6,0 pl
dNTP (2,5 mM) 2,0 ul
PrimerSense ve Antisense (10 pmol) 1 ul
TaqMAN Prop (5 pmol) 0,5 ul
Hotstart Tag DNA polimeraz (5 U/ pl) 0,2 ul
Distile Su 7,8 ul
Ornek DNA’sI 5,0 ul

H.Pylori igin kullanilan OLIGONUKLEOTIDLER

Sense HelP1 ggttaaataccgacctgcatgaat

Antisense HelP2 agcattgtcctgcctgtggataa

TagMAN Prop HelProp FAM acctttactacaacttagcactgctaat BHQ

Yukarida agiklandigi gibi hazirlanan 6rnekler optik tiplere dagitildiktan
sonra TagMAN real time PCR testinin gerceklesecedi cihaza yerlestirildi.
Daha sonra asagidaki program ile 40 siklus yapilarak PCR iglemi
gerceklestirildi.

On denatiirasyon ve Taq DNA aktivasyonu 5 dk
Denaturasyon 15 saniye

} 40 Cycles
DNA sentezi ve prop okuma 1 dk

PCR sonrasi cihaz programi sayesinde degerlendirmeler yaparak ilgili
grafikleri olusturdu.

SYBR Green | ile Melting Curve Analizi

DNA ekstraksiyonu yapilmis olan butlin érnekler iCycler quromo4 (Bio-
Rad, ABD) cihazi kullanilarak pratik mutasyon taramasi amaciyla SYBR
Green | ile Melting Curve Analizi ile test edildi. Bu amacla herbir 6rnek icin

asagidaki Master Miks ve oligonukleotidler kullanildi.
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10X reaksiyon Buffer 2,5 ul

MgCI2 (25 mM) 6,0 ul
dNTP (2,5 mM) 2,0 ul
PrimerSense ve Antisense (10 pmol) 1 pl
SYBR Green | (50X) 0,5 pl
Hotstart Taq DNA polimeraz (5 U/ pl) 0,2 ul
Distile Su 7,8 pl
Ornek DNA’sI 5,0 ul

H.Pylori SYBR Green | Melting Curve analizi i¢in kullanilan
OLIGONUKLEOTIDLER

Sense HelP1 ggttaaataccgacctgcatgaat

Antisense HelP2 agcattgtcctgcectgtggataa

Yukarida agiklandigi gibi hazirlanan ornekler optik tuplere dagitildiktan
sonra SYBR Green | ile Melting Curve Analizi i¢in ayni cihaza yerlestirildi.
Daha sonra asagidaki program ile 40 siklus yapilarak PCR iglemi
gerceklestirildi ve program sonuna eklenen melting curve analizi ile test

tamamlandi.

On denatiirasyon ve Taq DNA aktivasyonu 5 dk

Denatirasyon 15 saniye

} 40 Cycles
DNA sentezi 1 dk
Melting Curve Analizi 4 saniye 55 C—95°C

C- DNA Dizi ANALIZ GALISMALARI:
Tedavi Oncesi ve tedavi sonrasi bakteri varhgi tespit edilen biyopsi
orneklerinden Sense ve Antisense primerler kullanilarak laboratuvarimizda
elde edilen amplikonlar DNA dizi analizi amaciyla MWG (Almanya)

firmasina gonderildi ve dizi analizleri yaptirildi.
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V-BULGULAR:

Hastalara ait bulgular Tablo IV’te gosterilmistir.

TABLO- IV

Hasta Tani T.0.PCR SYBR DNA Sek. T.S.PCR SYBR DNA Sek. Histop.
1 Gastrit 5.0x10° - ? - - -
2 Gastrit 7.1x10* - ? - - -
3 Gastrit 3.6x10°__ (87.1°C) - - ? -
4 Gastrit 5.0x10* - ? - - -
5 Mide iilseri  6.3x10” _ (87.1°C) - 3.6x10* - -
6 Gastrit 8.3x10% _ (87.1°C) - 2.3x10* ? +
7 Gastrit 8.3x10° - - - ? -
8 Gastrit 6.5x10° - ? - ? -
9 Gastrit 9.1x10° - + 2.0x10* - -
10 Gastrit 8.8x10° _ (87.1°C) ++ 2.1x10° - +
11 Gastrit 7.6x10* - - (80.3°C) ? +
12 Gastrit 8.0x10° - - - - -
13 Gastrit 6.6x10° - - 3.2x10* ? +
14 Gastrit 6.0x10* - - - ? -
15 Gastrit 6.6x10° - - 5.0x10° + -
16 Gastrit 5.1x10° - + - - -
17 Gastrit 1.0x10° - - 7.6x10* + -
18 Gastrit 4.2x10" - - - ? -
19 Gastrit 6.6x10° - ? 3.1x10* ? +
20 Gastrit 7.1x10° - - 2.6x10° ? +
21 Mide dilseri  4.3x10" - - - ? +
22 Duo.illser  2.1x10" - - 2.2x10° ? -
23 Gastrit 7.7x10° - ; 6.6x10° - +
24 Duo.illser  8.1x10° - + 2.8x10" ? -
25 Gastrit 6.3x10* - - - ? -
26 Gastrit 4.2x10* - + - ? -
27 coliak 7.6x10° - - - ? -
28 Gastrit 5.2x10* - - - ? -
29 Gastrit 3.3x10° - - - ? -
30 Gastrit 7.1x10* - + 3.3x10° - +
31 Gastrit 8.6x10° - - 2.6x10° + +
32 Gastrit 8.8x10’ - - 3.2x10* - -
33 Gastrit 8.0x10° - - 5.5x10° + +
34 Gastrit 9.4x10° - - - ? -
35 coliak 3.6x10° - - 8.2x10° (87.1°C) ? +
36 Gastrit 7.4x10° - ? - ? -
37 Gastrit 6.7x10° - ? 6.6x10° ? +
38 Gastrit 9.2x10° - + 1.2x10° ? -
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39 Gastrit 6.2x10° - + 2.6x10° ? +

40 Mide iilseri  7.1x70% - - 3.2x10° (87.1°C) + +
41 Gastrit 7.7x10° - + 6.6x10° ? -
42 Gastrit 9.1x10° - - 4.6x10° - -
43  Gastrit 2.3x10° - - 7.6x10° (87.9°C) - +
44 Gastrit 6.3x10° - - - ? -
45 Gastrit 7.3x10° - - 3.1x10* ? +
46 Gastrit 6.4x10° - - 2.6x10° + +

T.0. PCR = Tedavi Oncesi PCR ile saptanan

T.S.= Tedavi Sonrasi PCR ile saptanan

SBYR= Melting Curve Analizi ile rezistan saptanan
DNA Sek.= DNA Sekans Analizi ile mutasyon saptanan

? = Degerlendirme yapilamayan Ornek

istatistiksel analizler; SPSS-15 paket program kullanilarak hesaplamalar

yapilmis ve Chi-Square Testi ile karsilastirmalar yapilmistir.

Tedavi Oncesi ve sonrasinda hastalar karsilastirdigimizda; cinsiyet, yas,
endoskopik bulgular ile tedaviye cevap verip vermeme, sigara i¢iminin olup
olmamasi, mutant gen olmasi ile cevap orani arasinda istatistiki olarak fark
olmadigini gorduk. Tedavi 6ncesi PCR ile mutant bulunan H. Pylori ile
tedavi sonrasinda histopatolojik olarak pozitif bulunan biyopsi 6rneklerinin

kargilastiriimasi Tablo V’ te gosterilmistir.

|
Tablo- V Tedavi oncesi PCR ile mutant bulunan H. Pylori ile
Tedavi sonrasi H. Pylori karsilagtirma
I Tedavi Sonrasi
Histopatoloji ile Toplam
H. Pylori
I Negatif | Pozitif
Sayi 26 16 42
' negatif . . .
Tedavi 6ncesi PCR ile | 61.9% | 38.1% 100,0%
Tedavi 6ncesi PCR mutant bulunan H. Pylori
ile mutant bulunan Sayi 2 2 4
( H. pylori
«#:ic | Tedavi oncesi PCR ile
tif
pozit mutant bulunan H. pylori 50,0% | 50,0% 100,0%
Tedavi Sonrasi H. pylori 7,1% 11,1% 8,7%
Toplam Say! 28 18 46
60,9% | 39,1% 100,0%
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TagMAN PCR testi kullanilarak yaptidimiz analizler sonucu tedavi
Oncesi alinan biyopsi o6rneklerinin 46 adedinde (6rneklerin tamami)
H.pylori pozitifligi saptadik. Bu orneklerin bir bolumund gosteren grafik;
Sekil-2 olarak sunulmustur. Ayni testi kullanarak yaptigimiz tedavi
sonras! biyopsi Orneklerinin analizinde ise 26 Ornegin hala pozitif

oldugunu tespit ettik.

Fluorescence
=} o
: = ‘

M . (5]
wn (] (0]
il

x4 — el e -
"-8s :’_ __‘—"- .-"—/ _..____F —
‘-‘:"‘-ﬁ?.i'-x:d = - e e —— —
il = —— e ——— —e e
£ 10 1E z0 Zk 20 25 40
Cycle

Sekil 2; Pozitif ve negatif 6rneklere ait TagMAN real time PCR pikleri.

Kesikli ¢izginin altindaki pikler negatif 6rneklere aittir.

SYBR Green | ile Melting Curve Analizi ;
Pratik uygulanabilir bir test gelistrmek amaciyla yaptigimiz SYBR

Green | ile Melting Curve Analizi ¢alismasinda tedavi dncesi 4 biyopsi
orneginin primer direng tasidigi ve tedavi sonrasi ise 4 biyopsi orneginin
sekonder dirence sahip oldugunu tespit ettik. Melting Curve Analizine ait
grafik; Sekil-3a ve Sekil-3b 'de agiklanmistir.
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Sekil 3a; H.Pylori pozitif ve direng tagimayan orneklere ait
86,2—-86,9°C araliginda bulunan melting curve grafigi

Temperature

Sekil 3b; H.Pylori pozitif ve direng tasiyan-tagimayan 6rneklere ait
86,5 ve 87,1 C olan melting curve grafigi.
Mavi pik 87,1°C ve normalden farkli olarak izlenmektedir.

DNA dizi analiz calismalari ;

Sense oligonukleotidler kullanarak yaptirdigimiz DNA dizi analiz
c¢alismalari sonucunda tedavi oncesi grupta 39, tedavi sonrasi grupta ise 19
H. pylori 6rneginin dizi analizleri yapildi. Diger ornekler dizi analizi igin

uygun bulunmadi.
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Tedavi oncesi grupta DNA dizi analizi sonucu 6 hastada A2142-
2143G(T) ve 5 hastada T2182C primer direnci tespit edildi. (Tablo-VI) Bu
primer direnclerin her ikisini birlikte igeren hasta sayisi ise 2 idi.

Tedavi sonrasi grupta ise DNA dizi analizi sonucu 4 hastada A2142-
2143G ve 2 hastada T2182C mutasyonlari saptadik (Tablo-VII) .

Bu mutasyonlarin tedavi oncesi primer dirence ait olmadigi ve tedavi
esnasinda gelistigi tespit edilmigtir (Sekil 4a ve 4b). Tedavi sonrasi direngli
bakterilerin A2142-2143G ve T2182C nokta mutasyonlarini ayni anda
tasimadig tespit edildi.

Tablo-VI Tedavi Oncesi Klaritromisin Rezistan H. Pylori Suslari
Bulunduran Hastalar

Mutant suslar Hasta Sayisi %
A2142-2143G(T) 6 % 15,3
Iki mutasyon birlikte  olan

} 2
hasta
T2182C 5 % 12,8
Toplam mutant hasta sayisi 9 % 28,2

Tablo-VIl Tedavi Sonrasi Klaritromisin Rezistan H. Pylori Suslari
Bulunduran Hastalar

Mutant suslar Hasta Sayisi %
A2142-2143G 4 % 21.0
T2182C 2 % 10.5
Toplam mutant hasta sayisi 6 %31,5
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15H-HELKOP1 TEDAVI ONCESI
CGGAAAAATCCTGGGAGCTGTCTCAACCAAAGATTCAGTGAAATTGTAGT
GGAGGTGAAAATTCCTCCTACCCCCGGCAAGACGGAAAGACCCCGTGGA
CCTTTACTACAACTTAGCACTGCTAATGGGAATATCATGCGCAGGATAGGT
GGGAGGCTTTGAAGTAAGGGCTTTGGCTCTTATGGAGCCATCCTTGAAAT
ACCACCCTTGATGTTTCTGTTACCTAACTGGCCTGTGTTATCCACAGGCAG
AAAAATGATTAAAAAAACTTTGGGGGGGGTTTTTCGGGGGGGGCTCCATG
GGGGCAAAGGCCTTTCCTTAAAGGCCCCCCACCTTTCGGGGGCTTGATTT
TCCCTTAACCGGGGCTAGGTTGTGGCAAGGGTCCAGGGGGTCTTCCGGT
TTGGGGGGGGGTGGGGGGAATTTTCCCCCCCACAAAATTTTAACGGAATC
TGGGGTTGAAACGGCCCCCATCGGGTTCGGCCTTTACCGCAGGGGGGTT
TTTCACCAAAT

15K HELKOP1 TEDAViI SONRASI
CACCAGAGATTCAGTGAAATTGTAGTGGAGGTGAAAATTCCTCCTACCCG
CGGCAAGACGGAAAGACCCCGTGGACCTTTACTACAACTTAGCACTGCTA
ACGGGAATATCATGCGCAGGATAGGTGGGAGGCTTTGAAGTAAGGGCTTT
GGCTCTTATGGAGCCATCCTTGAGATACCACCCTTGATGTTTCTGTTAGCT
AACTGGCCTGTGTTATCCACAGGCAGGACAATGCA

Sekil 4a; Tedavi 6ncesi 2182. pozisyondaki T yerine tedavi sonrasi nokta

mutasyon ile C niikleotidi ge¢gmigtir.

17H-HELKOP1 TEDAVi ONCESI
GGGCTGAGAGGGAGCTGTCTCACCAGAGATTCAGTGAAATTGTAGTGGA
GGTGAAAATTCCTCCTACCCGCGGCAAGACGGAAAGACCCCGTGGACCT
TTACTACAACTTAGCACTGCTAATGGGAATATCATGCGCAGGATAGGTGG
GAGGCTTTGAAATAAGGGCTTTGGCTCTTATGGAGCCATCCTTGAAATACC
ACCCTTGATGTTTCTGTTAGCTAACTGGCCTGTGTTATCCACAGGCAGAAC
AATGCTAAAACAAACATAAGGGGGGGGGTTTCTGGGGGGGGGCTATAAG
AGCCAAAGCCTTTTTTTAAAGGCCCCCCACCTATCCGGGGCATGATATTC
CCATTAGCAGTGCTAGGTTGAGGTAAGGGTCCAC

17K-HELKOP1 TEDAVi SONRASI

CCAGAGATTCAGTGAAATTGTAGTGGAGGTGAAAATTCCTCCTACCCGCG
GCAAGACGGAGAGACCCCGTGGACCTTTACTACAACTTAGCACTGCTAA
GGGAATATCATGCGCAGGATAGGTGGGAGGCTTTGAAGTAAGGGCTTTG
GCTCTTATGGAGTCATCCTTGAGATACCACCCTTGATGTTTCTGTTAGCTA
ACTGGCCTGTGTTATCCACAGGCAGGACAATGCAAA

Sekil 4b; Tedavi 6ncesi 2142. pozisyondaki A yerine tedavi sonrasi nokta

mutasyon ile G niikleotidi ge¢mistir.
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Hastalari;

ayirdigimizda tedavi oncesi ve sonrasi mutant H. pylori ile tani arasindaki
iliski Tablo-VIIl ve Tablo-IX" da gosterilmistir. Gastritli vakalarda mutant

H. pylori fazla gibi gorulse de digerleri ile aralarindaki fark istatistiki olarak

endoskopi

anlamh degildi (p=0.542).

ile gastrit

saptananlar

ve digerleri

Tablo- VIIl Tedavi dncesi sekans ile mutant H. Pylori (+) ile tani
arasindaki iligki

gastrit diger Toplam
Sayi 24 6 30
Saptanmayan
Tedavi 6ncesi sekans % 75,0% 85,7% 76,9%
ile mutant H. Pylori (+) Sayi 8 1 9
Saptanan
% 25,0% 14,3% 23,1%
Chi-Square Tests
Value df Asymp. Sig. (2-sided)
Pearson Chi-Square 371 1 542
Continuity Correction ,013 1 ,909
Likelihood Ratio ,405 1 525

Tablo- IX Tedavi sonrasi sekans ile mutant H. Pylori (+) ile tani
arasindaki iligki

gastrit diger Toplam
Sayi 13 0 13
Saptanmayan
Tedavi sonrasi sekans % 70,6% ,0% 63,2%
ile mutant H. Pylori (+) Sayi 4 2 6
Saptanan
% 29,4% 100,0% 36,8%
Sayi 17 2 19
Toplam
% 100,0% 100,0% 100,0%

Chi-Square Tests

Value df Asymp. Sig. (2-sided)
Pearson Chi-Square 3,832 1 ,050
Continuity Correction(a) 1,399 1 ,237
Likelihood Ratio 4,411 1 ,036
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VI-TARTISMA

H. pylori eradikasyon tedavisinin birinci basamaginda PPi, amoksisilin ve
klaritromisinden olusan Uglu tedavi kullanilir. Maastricht 3—2005 konsensus
raporunda onerildigi sekilde H. pylori enfeksiyonu i¢in en son dnerilen tedavi
metodunda klaritromisin anahtar rol oynamaktadir. Ancak bu ilaca olan
rezistanstan dolayi basarili bir eradikasyon tam olarak yapilamamaktadir.

Her toplumun klaritromisine kargi H. pylori rezistansini bilmek tedavide
secilecek ilaglar agisindan c¢ok onemlidir. Bazi hastalar tedavi dncesinde
klaritromisin direngli suglara sahip iken bazi klaritromisin duyarl hastalarda
da tedavi sirasinda klaritromisin direngli suclar olusmaktadir (86).

Klaritromisin rezistansi ABD’ de %5-10, Avrupa’da %1-18 ve Turkiye'de
yapilan farkh galismalara gore %11,4 ile %56 arasinda bulunmustur (50,
86).

Klaritromisin rezistansinin bu kadar yuksek olmasi nedeni ile H. pylori
eradikasyonu yapilacagl zaman ilag seciminde dikkatli olunmalidir. Ozellikle
klaritromisin rezistansinin ylksek oldugu Uulkelerde H. pyloriye kargi
yapilacak antibiyotik duyarlilik testleri 6Gnem tagimaktadir.

Histopatoloji; H. pylori enfeksiyonu tanisi igin sensitif, hizl ve kolay
uygulanabilen bir yontemdir. Ancak tespit edilen patojenin rezistansi
hakkinda bilgi vermemektedir.

H. pylori kaltlrl; antimikrobiyal duyarlihdgini saptamak igin kullanilabilir,
ancak uygulama zorluklarindan dolay! rutin olarak Ilaboratuvarlarda
kullanilabilen bir yontem degildir.

FISH yoéntemi ise tasima sartlarindan etkilenmeyen, mikroorganizmanin
canhligina bagl olmayan daha sensitif olan bir ydontemdir. Rissman ve ark.
lari kltir ile %82,7 H. pylori saptadiklari hastalarda FISH metodu ile % 94,4
bulmuslardir (85).

Hu CT ve ark. larinin Tayvan’ da yaptiklari 133 hastayl kapsayan bir
calismada H. pyloriye karsi %51,9 metronidazol, %13,5 klaritromisin ve
%36,1 amoksisillin direnci bulmuslardir. Metranidazole direnci kadin
hastalarda (49/78) %62,8 iken erkeklerde (20/55) %36,4 imis. %33,8'de en
az iki antimikrobiyal ajana karsi rezistans bulunmustur. Ve en ¢ok rezistans

metranidazol ile amoksisilin arasinda tespit edilmis. (%18,1) (87).
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Aydin A. ve ark. larinin H. pylori pozitif dispeptik yakinmalari olan 80
hasta ile yaptiklari ¢calismada; PPI + Klaritromisin+Amoksisilin tedavisini bir
hafta alan 40 hastada klaritromisin rezistansi %44,1, iki hafta alan diger 40
hastada ise %58,8 olarak bulmuslardir. Bir hafta tedavi olan grupta 16
(%40) hastada, iki haftalik tedavi alan grupta ise 25 (%62.5) hastada
eradikasyon saglanmisti. Birinci grupta klaritromisin-rezistan hastalarin 15’in
4’unde (PP: 26,7%, ITT: 26,7%) H. pylori eradike edilirken, ikinci grupta ise
klaritromisin-rezistan 20 hastanin 12’sinde (PP:60%, ITT:60%) eradikasyon
saglanmisti. Birinci grupta klaritromisin-sensitif olan 19 hastanin 12’sinde
(PP: 63,2%, ITT: 57,1%), ikinci grupta ise 14 hastanin 13’Unde eradikasyon
saglanmisti. (PP: 92,8%, ITT: 76,5%) (p>0.05) (88).

Tdzun Y. ve ark. larinin Diyarbakir yoresinde yaptigi ¢calismada; daha
once hi¢ H. pylori icin tedavi almamis, H. pylori pozitif olan 142 hastanin
61'inde (% 43) kultirde H. pylori saptamiglar. E test ile hastalarin
%16,4’sinin klaritromisine kargi primer rezistan oldugu bulunmus. Ucli
tedavi verildikten 8 hafta sonra hastalarin %68,8’inde eradikasyon
saglanmis. Klaritromisin sensitif olanlarin %75,8’inde, rezistan olanlarin ise
%10’unda eradikasyon gozlenmis. H. pylori pozitif olan grupta sekonder

rezistans orani ise %27,2 bulmusglar (89).

Thai'de Mahachai ve ark. larinin 470 hastayi kapsayan calismalarinda
Ure Nefes Testi ile H. pylori pozitif saptanan 282 (%69,0) hastanin 113’ine
(%54,6) H.pylori kualtird yapilmig. Bu hastalarin 69'una klaritromisin
duyarlih@ icin E test yapilmis ve H. pyloriye primer klaritromisin rezistansi
16 hastada (%23,2) saptanmis. H. pyloriye klaritromisin sensitif hastalarda
eradikasyon orani %90,6 (48/53) bulunurken klaritromisin rezistan olanlarda
%56,3 (9/16) bulunmus (p = 0.002) (90).

Gu Q, Xia HH ve ark. larinin Hong Kong'da yaptiklar ¢aligmada
dispeptik yakinmalari olan 234 hasta calismaya alinmis. 124 hastada
H. pylori pozitif saptanmis ve bunlarin 102’sine kultar yapilmis ve kultlr
sonucunda klaritromisin, amoksisillin ve metronidazole resistans oranlari

sirasl ile %7,8, %0 and %39,2 bulunmus. Gunde 2 kez rabeprazole 20 mg,
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klaritromisin 500 mg ve amoksisillin 1000 mg, bir hafta boyunca verilen 81
hasta takibi tamamlamig ve yeniden kontrol testleri yapilmis. Eradikasyon
oranlar1 per-protocol ve intention-to-treat analysise gore %92,6 ve %87,2
bulunmus. Eradikasyon orani klaritromisin-duyarli susu olan hastalarda
rezistan olanlara gore oldukga yuksek bulunmus (%98,6’e karsilik %28,6,
p<0.001) (91).

Klaritromisin rezistansi, H. pylorinin bakteriyel 23S rRNA gen
bolgesindeki nokta mutasyonlari ile ilgilidir. En sik gortlen mutasyonlar
A2142G, A2143G, A2144G, C2182T ve az miktarda A2143C
mutasyonlaridir (92). Diger nadir gorilen mutasyonlar ise G2141A,
A2143T, T2183C, T2245C, A2144T ve T2717C’ dir. Mutasyonlarin dagilimi
bolgesel farkhliklar gosterir.

Chen S ve ark. larinin yaptigi calismada; tedavi éncesi PCR teknigi ile
54 hastanin %11.11'inde A2143G mutasyonu, %12.96'sinda C2182T
mutasyonu bulunmustu ve bu mutasyonlar DNA sekans analizi ile de
dogrulanmisti (92).

Baglan ve ark. larinin; 65 fonksiyonel dispepsili, 22 duodenal ulserli
toplam 87 hastay! iceren yaptiklari galismada, hastalarin 24 (%27,6) unde
A2143G ve A2144G nokta mutasyonunu iceren Kklaritromisin rezistansi
bulmuslar (93).

Vincenzo ve ark. larinin italya’da yaptiklari ¢alismada 1989-90 yillari
arasinda klaritromisin direnci olan 15 hastanin 11’ inde (%73,3), 2004—
2005 yillar arasinda ise 38 hastanin 27’sinde (%71)'inde A2143G nokta
mutasyonu saptamiglar (67).

Vincenzo ve ark. larinin yaptigi baska bir calismada H. pylori pozitif olan
75 hastaya 7 gunluk PPI, amoksisilin ve klaritromisin tedavisi verilmis.
Daha sonra yapilan incelemede klaritromisin direncine neden olan A2143G
mutasyonu olan 23 hastanin 11’ inde (%48) ve A2142G veya A2142C
mutasyonu olan 15 hastanin 14’ande (%93) eradikasyon saglanmistir (94) .

Hao Q ve ark. larinin 30 hastada yaptiklari H. pylori rezistans
calismasinda 7 hastada (% 23,3) klaritromisin rezistansi saptanmisti.

Klaritromisine rezistan olan H. pylori izolatlarinda PCR ile yapilan sekans
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analizleri sonucunda G2224A, C2245T ve T2289C nokta mutasyonlari
bulunmus (95).

Sil’de Garrido L. ve ark. larinin yaptigi, daha 6nce hig klaritromisin
kullanmamis 50 hastayr kapsayan calismada, agar antibiyotik dilusyon
metodu ile 10 hastada (%20) primer rezistans saptamiglar. 10 hastanin
dordu tek nokta mutasyonu diger alti hastada ise iki veya daha fazla
mutasyona sahip imis. 9 hastada A2142G mutasyonu, 1 hastada ise
A2143G mutasyonu saptanmis. Saptanan diger mutasyonlar C2147G,
G1939A, T1942C ve A2142G imis. Nukleotid sekanslarinda simultane
olarak ayni mutasyonlar saptanmamis. Bu yuzden klaritromisin rezistan
H. pyloriyi PCR ile belirleyebilmek icin daha fazla enzimle calisiimasi

gerektigini bildirmisler (96).

Alfaresi MS ve ark. larinin Birlesik Arap Emirliklerinde yaptiklari
calismada 91 dispepsili hastadan alinan biyopsi érneklerinin 55’ inde real-
time PCR ile H. pylori varhgini gostermigler. 36 Ornekten 26 tanesinde
A2142/43G mutasyonu, bir tanesinde A2142G mutasyonu, dokuzunda ise

her iki mutasyonu birlikte saptamislar (97).

Chisholm ve ark. larinin yaptigi calismada dispeptik yakinmalari olan
171 hastadan alinan gastrik biyopsi 6rneklerinde kultur ile 71’inde H. pylori
tespit edilmisti. Bu hastalarin 70’'inde PCR ile H. pylori pozitif bulunmus.
Kaltur ile negatif olan 100 hastanin 29’unda daha PCR ile H. pylori pozitif
bulunmus. Kultdr ile H. pylori pozitif bulunan 71 hastanin 51’inde (%71,8)
klaritromisin rezistansi saptanmis. Kilturde pozitif saptanan hastalardan 32
tanesi PCR ile yeniden deg@erlendirildiginde bunlarin da %72’si klaritromisin
rezistan bulunmustu ve Klaritromisin rezistansi saptanan 28 hastanin
21’inde (%75) 23S rRNA geninde mutasyon bulunmus (98).

Francesco ve ark. larinin yaptidi ¢galismada ise H. pylori pozitif saptanan

ve A2143G mutasyonu olan 75 hastanin % 48’inde eradikasyon saglanmis.

Bizim yaptigimiz ¢alismada; tedavi dncesi DNA dizi analizi yapilabilen
39 hastadan; 6 hastada A2142-2143G(T) (%15,3) ve 5 hastada T2182C
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(%12,8) primer direng tespit ettik. Bu primer direnglerin her ikisini birlikte
iceren hasta sayisi ise 2 idi (%5.12). Toplam mutant gen oranini % 28,2
olarak bulduk. Bu oran Sil’de Garrido ve ark. larinin buldugu rezistans
oranina (%20) yakindi. Tedavi Oncesi primer diren¢g oldugunu tespit
ettigimiz 9 hastanin tedavi sonrasi 3’Unde H. pylorinin eradike olmadigini,
6'sinda ise eradike oldugunu saptadik. Bizim hastalarimizda primer direng

oranini %33,34 olarak tespit ettik.

Tedavi sonrasi DNA dizi analizi yapilabilen 19 hastadan ise 4 hastada
(%8.69) A2142-2143G ve 2 hastada (%4,3) T2182C mutasyonlari saptadik.
Bu mutasyonlarin tedavi oncesi primer dirence ait olmadigi ve tedavi
esnasinda geligtigi tespit edildi. Tedavi sonrasi direngli bakterilerin A2142-
2143G ve T2182C nokta mutasyonlarini ayni anda tasimadigi tespit edildi.
Bizim buldugumuz mutant gen oranlari; Chen ve ark. larinin Cin’'de
yaptiklari galigmanin sonuglarina yakin idi (92).

Sekonder direng tespit ettigimiz 6 hastanin tedavi sonrasinda 4’Unde
histopatolojik olarak H. pylori eradikasyonunun olmadigi, 2 tanesinde
eradike oldugunu tespit ettik. Sekonder direngli hastalarda %33,34
eradikasyon tespit ettik.

Mahachai ve ark. larinin 470 hastayr kapsayan c¢alismalarinda
H. pylorinin klaritromisin sensitif hastalarda eradikasyon orani %90,6
bulunurken klaritromisin rezistan olanlarda %56,3 bulunmus (90).

Vincenzo ve ark. larinin yaptigi calismada klaritromisin direncine neden
olan A2143G mutasyonu olan 23 hastanin 11’ inde (%48) ve A2142G veya
A2142C mutasyonu olan 15 hastanin 14’Unde (%93) eradikasyon
saglanmisti (94).

Calismamizdaki 46 hastanin tedavi sonrasi kontrollerinde histopatolojik
olarak 18 hastada (%39,1) H. pylori enfeksiyonunun devam ettigi
gozlenirken PCR ile yapilan kontrollerde ise 26 hastada (%56,5) H. pylori
varhigini saptadik. Bu hastalarin 6’'sinda DNA Sekans Analizi ile klaritromisin
rezistan H. pyloride nokta mutasyonlari saptandi.

Tedavi sonrasi yapilan testlerde cevap oranlarinin farkli olmasi;

H. pylorinin midede yama tarzinda yerlesmis olmasindan dolayi alinan
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biyopsi orneklerinin farkliliklarindan kaynaklanmis olabilir. Optimal sartlar
altinda histopatolojik incelemenin sensitivitesi % 95’ tir ve alinan biyopsi
orneginin kalitesine ve patologun tecrubesine baglidir (3).

Chen S ve ark. larinin yaptigi ¢calismada 54 hastanin hepsinde PCR ile
H. pylori pozitif saptanmisken histopatolojik incelemede 2/3’GUnde pozitif
bulunmus. Sonuglarin  farkli olmasi biyopsi 6rneklerinin  pozisyon
degisikliginden kaynaklanabilecegdi seklinde vurgulanmistir (91).

Versalovic ve ark. larinin yaptigi ¢alismada klaritromisin rezistan 59
H. pylori izolatinin 54’Unde PCR ile A2143G ve A2144G mutasyonu tespit
etmisler. PCR ile A2143G mutant gen saptanan 31 hastanin 26’sinda E test
ile yapilan antibiyotik duyarlilik testinde MIC degeri belirlenen degerin
uzerinde ¢ikmis iken sinirin altinda kaldigindan dolayi rezistans olmayacag
dusundlen 5 hastada PCR ile mutasyon saptanmamis (80).

Melting Curve Analizine goére tedavi 6ncesi PCR ile rezistans oldugu
bulunan 4 hastanin 2’sinde tedavi sonrasi histopatoloji ile H. pylori (+)
bulunmus iken, tedavi sonrasi PCR ile rezistans oldugu bulunan 4 hastanin
4’ande de histopatoloji ile H. pylori (+) idi.

DNA sekans analiz ¢alismalari ile tedavi oncesi mutant oldugu saptanan
9 hastanin 3’Unde tedavi sonrasi histopatolojik olarak H. pylori (+) devam
ederken, tedavi sonrasi mutant gen tespit edilen 6 hastanin 4’inde tedavi
sonrasi H. pylori (+) devam ediyordu.

Bu sonuglara gore klaritromisin bazli tedaviye cevap vermeyen
hastalarda; tedavi oncesi PCR ile rezistans tespit edilen 4 hastanin 2’si
histopatolojiye gore tedaviye cevap vermemis iken, DNA sekans analizi ile
9 hastanin 3’U cevap vermemisti. Aralarindaki fark istatistiki olarak anlamli
degildi. (p=0,50)

Ancak tedavi oncesi grupta her iki yontem ile iki mutant gen saptanan bir
hasta tespit edilmis iken tedavi sonrasi grupta ise bir hasta tespit edilmigtir.

Masaoka ve ark. larinin klaritromisin direnci ve mutant gen analizi igin
yaptiklari ¢alismada; agar dilusyon metodu ile rezistans saptanmayan bir
hastada PCR ile A2144G nokta mutasyonu bulmusglar. Ayrica agar dilisyon
metodu ile 2 hastada rezistans saptanmis iken PCR’da bunlari

saptamamiglar. Yine Masaoka ve ark. larinin mutasyon saptadiklari 29
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hastanin 28I A2144G, birisi A2143G mutasyonu iceriyordu. Mutant
olmayan iki hasta LAC rejimine ragmen eradikasyon saglanmamisti. Bizim
hastalardan da PCR ve DNA sekans analizi ile mutasyon saptanmadigi
histopatolojik olarak yapilan degerlendirmede tedaviden yanit alamadigimiz
7 hasta vardi.

Butun bu g¢aligsmalarin sonucuna baktigimizda; klaritromisin rezistansini
ve duyarliligint hangi yontemle belirlemeye calisirsak galisalim, H. pylori
pozitif tespit edilen hastalara birinci basamak tedavi olarak klaritromisin
bazli Ggll tedavi verildiginde, rezistan olabilecegdi disunulen hastalarin bir
kismi eradike olurken, duyarli olacagi dusunulen hastalarin bir kisminda ise
eradikasyon saglanamamaktadir.(85, 88, 89, 90, 91, 94, 96 )

Bu da gostermektedir ki klaritromisin diren¢ belirleme yodntemlerinde
hala bazi sorunlar bulunmaktadir.

Sonu¢ olarak biz de klaritromisin rezistansini, tedavi Oncesi
belirleyebilmek icin tek basina PCR temelli Melting Curve Analizi ile
¢alismanin dogru sonug¢ vermeyebilecegini gosterdik. Bu nedenle su anda
klaritromisin direncinin molekuler yontemlerle belirlenmesinde; tek basina
Melting Curve Analiz testlerinin kullanimi yerine DNA dizi analizi gibi bir
yontemle kombinasyona ihtiya¢ oldugunu tespit ettik.

Mevcut calismalar 1siginda mikrobiyoloji laboratuvarinda klaritromisin
direnci i¢in Melting Curve Analiz metodu biraz daha gelistirilir ise klinik
pratikte hasta tedavi ve takibinde buyluk vyarar saglayacagini

dugsunmekteyiz.
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