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Helicobacter pylori Infeksiyonu Tanisinda
Kiiltur, Hizli Ureaz Testi ve Histopatolojinin
Tani Degerlerinin ve Cesitli Antimikrobiyallerin
Helicobacter pylori’ye Karsi In Vitro Etkilerinin
Incelenmesi

Evaluation of Diagnostic Performance of Culture, Rapid Urease Test and
Histopathology in the Diagnosis of Helicobacter pylori Infection, and In
Vitro Activity of Various Antimicrobials Against Helicobacter pylori
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OZET

Amag: Calismada, dispeptik sikayetlerle bagvuran hastalardan alinan mide antrum biyopsi 6rneklerinde, hizli iireaz testi
(HUT), kiiltiir ve histoloji yéntemleriyle Helicobacter pylori infeksiyonu varhiginin aragtirilmast; izolatlarin amoksisilin,
Kklaritromisin, levofloksasin ve metronidazole kars1 direnglerinin antibiyotik gradyan yontemiyle belirlenmesi amaglandi.
Yontemler: Antrum ve korpus bélgelerinden alinan 278 biyopsi 6rneginin mikrobiyolojik ve histopatolojik incelemeleri
yapilds. Biyopsi 6rneklerinde H. pylori varligy; kiiltiir, histoloji ve HUT testleri ile aragtirilds. izolatlarin; amoksisilin, kla-
ritromisin, levofloksasin ve metronidazole kars1 antimikrobiyal direngleri antibiyotik gradyan yontemiyle tespit edildi.
Kiiltiir altin standard yéntem olarak belirlendi ve histoloji ve HUT i¢in duyarhlik ve 6zgiillitk hesaplandu. Ayrica histoloji
ve HUT {in birlikte pozitifligi altin standard kriteri kabul edilerek kiiltiir i¢cin duyarlilik ve 6zgiilliik oranlar hesaplandi.
Bulgular: Caliymada, H. pylori pozitifligi; 278 hastanin 140'1nda kiiltiir, 174’tinde histoloji ve 191’nde HUT ile belir-
lendi. Kiltiir, histoloji ve HUT yéntemlerinin duyarhlik oranlar1 %76.5 ve %88.3, %87.8 ve dzgiilliikleri %63, %94.2
ve %57.2 olarak tespit edildi. Kiiltiirden izole edilen 140 H. pylori susunda antibiyotik gradyan yontemiyle antibiyotik
direnci arastirildy; amoksisilin, klaritromisin, levofloksasin ve metronidazole kars1 direng oranlar sirasiyla 9 (%6.4),
22 (%15.7), 17 (%12.1), 57 (%40.7) olarak tespit edildi.

Sonuclar: Calismada; kiiltiir, HUT ve histoloji yontemleri arasinda en duyarli testin HUT oldugu gériildii. Kiiltiir
yonteminin 6zgilligiini yiiksek olarak tespit etmemize ragmen, duyarliligi diger yontemlere gore oldukea diigiiktii.
H. pylori kiiltiiriintin duyarhiliginin diisiik olmasy; bakterinin nazl, gii¢ tireyen bir mikroorganizma olmasi, klinik
ornegin alinmast ve transport kosullarinin izolasyon sansini dogrudan etkilemesi gibi faktorlerden kaynaklanabilir.
Anahtar Kelimeler: H. pylori, histopatoloji, hizli tireaz testi, kiiltiir, antimikrobiyal direng

ABSTRACT

Objective: The aim of this study, is to investigate the presence of Helicobacter pylori (H. pylori) infection by culture,
histology and rapid urease test (RUT) in gastric antrum biopsy samples taken from patients presenting with dyspeptic
complaints and to determine the resistance of the isolates to amoxicillin, clarithromycin, levofloxacin and metronida-
zole by antibiotic gradient method (E-test).

Methods: Microbiological and histopathological examinations of 278 biopsy specimens taken from antrum and corpus
regions were performed. The presence of H. pylori in biopsy samples was investigated by culture, histology and RUT.
Antimicrobial resistance of the isolates against amoxicillin, clarithromycin, levofloxacin and metronidazole was de-
termined by antibiotic gradient method. Sensitivity and specificity of histology and RUT were calculated by accepting
culture as the gold standard. Sensitivity and specificity for culture was also calculated by taking the co-positivity of
both histology and RUT as the gold standard.

Results: H. pylori positivity was detected in 140 of 278 patients with culture, 174 with histology, and 191 with RUT.
Sensitivity and specificity of the culture, histology and RUT methods of the patients were 76.5% and 88.3%, 87.8% and
63%, 94.2% and 57.2%, respectively. Antibiotic resistance was investigated by antibiotic gradient method in 140 H.
pylori strains isolated from culture. The resistance rates of H. pylori strains to the amoxillin, clarithromycin, levoflox-
acin and metronidazole were detected as 9 (%6.4), 22 (%15.7), 17 (%12.1), 57 (%40.7), respectively.

Conclusions: In the study, RUT was found to be the most sensitive test among culture, histology and RUT methods.
Although the specificity of the culture method was high, its sensitivity was found to be quite low compared to other
methods. The low sensitivity of H. pylori culture may be caused by factors that affect the chances of direct isolation
such as dealing with a fastidious microorganism, clinical sample retrieval and transport conditions.
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Helicobacter pylori (H. pylori), ilk kez 1983 yilinda Warren ve Marshall
tarafindan insan midesinde gosterilmis, ozellikle peptik tilser hastalig
ile birlikteligi bildirilmistir (1). H. pylori infeksiyonu diinyada olduk-
¢a yaygin olup gelismis iilkelerde %20-50; gelismekte olan iilkelerde ise
%50-90 oraninda goriillmektedir (2). H. pylori gesitli mide hastaliklarina
neden olan bir bakteri olup infeksiyon sonucunda gastrit, peptik iilser,
mide mukozasi ile iligkili lenfoid doku lenfomasi ve mide kanseri gelis-
mesi giiniimiizde 6nemini artirmaktadir (3, 4).

H. pylori infeksiyonunun tanisinda, invazif ve invazif olmayan ¢esitli testler
kullanilmaktadir. Seroloji, iire nefes testi ve digkida antijen testleri invazif
olmayan tani yontemleridir. Invazif testler ise; hizli iireaz testi (HUT),
histoloji, kiiltiir ve molekiiler yontemlerdir. Bu testler igin endoskopi ile
alinan mide biyopsi 6rnegine gereksinim duyulur. Tanida endoskopi ile
alinan 6rneklerde, en az iki testin birlikte kullanilmas, yiiksek duyarlilik
ve ozgulligiinden dolay1 6nerilmektedir (5).

H. pylori infeksiyonu tedavisinde lansoprazol ile birlikte kombine anti-
biyotik kullanimi gerekmektedir. Amoksisilin, klaritromisin, levoflok-
sasin ve metronidazol, infeksiyonun tedavisinde segilen antibakteriyel
ajanlardir. Tedavi basarisizliklary; hastanin yasi, tedavi 6ncesi midedeki
bakteri yiikil, sigara kullanimi, hastanin ila¢ uyumu ve ila¢ direnci gibi
nedenlere baglanmaktadir.

Bu ¢aligmada, dispeptik sikayetlerle bagvuran hastalardan alinan mide
biyopsi érneklerinde kiiltiir, histoloji ve HUT yontemleriyle H. pylori
infeksiyonu varliginin arastirilmasi ve izolatlarin amoksisilin, klaritro-
misin, levofloksasin ve metronidazole karsi direnglerinin antibiyotik
gradyan yontemi (Etest® bioMérieux, Marcy-I'Etoile, Fransa) ile belir-
lenmesi amaglandu.

Caligmaya, alarm semptomlari (kilo kaybi, bulant, kusma, disfaji, hema-
temez, melena, vb.) olmayan ancak dispeptik sikayetleri olan ve gastro-
enteroloji bilim dalina bagvurarak, endoskopik incelemeleri yapilan 278
hasta dahil edildi. Antrum ve korpus bolgelerinden alinan biyopsi 6rnek-
lerinin mikrobiyolojik ve histopatolojik incelemesi yapildi. Her hastadan
histopatolojik inceleme i¢in 2 antrum, 1 korpus; hizli tireaz testi igin 1
antrum, 1 korpus; kiiltiir i¢in 1 antrum, 1 korpus olmak tizere toplam 4
antrum ve 3 korpus biyopsi 6rnegi alindi.

Eradikasyon tedavisi almis, son iki hafta i¢inde proton pompa inhibito-
rit kullanmus, son iki ay i¢cinde antibiyotik veya bismut igeren bilegikler
almis ve endoskopi i¢in kontrendikasyon kriterlerinden birisi pozitif olan
hastalar calisma dis1 birakildi.

Selguk Universitesi Meram Tip Fakiiltesi Etik Kurulu’ndan 27.02.2009 tarih
ve 2009/065 karar numarasiyla onay alindi. Ayrica, hastalarin hepsine ¢a-
lisma hakkinda ayrintil bilgi verildi ve aydinlatilmis onam formu alindu.

Gastrik biyopsi dokusu, iire igeren bir ortamda tutulacak olursa H. pylori
tarafindan tretilen iireaz {ireyi kisa zamanda amonyak ve bikarbonata
pargalar. Amonyak iiretiminin sonucu pH yiikselir ve ortamdaki renk
pembeye doniisiir. Bu sonug biyopsi materyalinde bakterinin bulundu-
gunu gosterir (6). Caliymamizda, biyopsi 6rneklerinde iireaz aktivitesini
aragtirmak amaciyla CLO test (Kimberly-Clark Ballard Medical Products,
Roswell, GA, ABD) kullanildi. Bir antrum 6rnegi ve bir korpus biyopsi
ornegi CLO testine alindi; oda sicakliginda bekletilen test 1 saat ve 24
saat sonra degerlendirilerek sonuglar not edildi.
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Hastalarin antrum ve korpus biyopsi preparatlari, histopatolojik tan1 ve
organizmanin direkt taranmasi i¢in sirasiyla; formalinde fiksasyon, rutin
hematoksilen-eosin (HE) boyamas ve 6zel boyama (Giemsa boyamasi)
islemlerine tabi tutularak 151tk mikroskobunda birbirinden habersiz (kor)
iki farkli patolog tarafindan incelendi. Sonuglar preparatlardaki bakteri
yogunluguna gore; hafif (+), orta (++), siddetli (+++) pozitiflik olarak
raporlandi.

Endoskopi iinitesinden alinan mide biyopsi 6rnekleri, Portagerm pylori
(PORT-PYL, bioMérieux, Marcy-I'Etoile, Fransa) transport medyumu ige-
risinde hizlica laboratuvara ulastirildiktan sonra, at serumu ilave edilmis
pylori besiyerine (PYL, bioMérieux, Marcy-I'Etoile, Fransa) ekim yapild1.
Ekimleri yapilan érnekler hemen jara (bioMérieux, Marcy-I'Etoile, Fransa)
yerlestirilip H. pylorinin tireyebilecegi mikroaerofilik atmosfer (1 saat
sonraki ortalama O, konsantrasyonu %7.5 ve 24 saat sonraki ortalama
CO, konsantrasyonu %8) “GENbox microaer” (bioMérieux, Marcy-TE-
toile, Fransa) ile saglanarak 37°Cde 72 saat inkiibe edildi. Besiyerinde
tireyen koloniler Gram boyama yapilarak incelendi. Mikroskopta, Gram
negatif boyanmus, kivrik goriiniimde, bazen de tipik goriiniimlerinin yani
sira diiz basiller goriilmesi, tireaz (Urea-indole medium, bioMérieux,
Marcy—l’Etoile, Fransa), katalaz (ID color Catalase, bio-Mérieux, Mar-
cy-I'Etoile, Fransa) ve oksidaz (Oxidase Reagent, bioMérieux, Fransa)
pozitifligi saptanan kolonilerin varliginda H. pylori yoniinden anlamli
olarak degerlendirildi.

[zolatlarin; amoksisilin, klaritromisin, levofloksasin ve metronidazol du-
yarlilig1 antibiyotik gradyan yontemiyle (Etest’, bioMérieux, Marcy-I'E-
toile, Fransa) arastirildi. Saf olarak elde edilen H. pylori kiiltiirlerinden
alinan kolonilerle, siv1 besiyeri i¢cinde McFarland 3 bulanikligina gore
hazirlanan bakteri sispansiyonundan, %5 koyun kanli Mueller-Hinton
besiyeri (bioMérieux, Marcy-I'Etoile, Fransa) yiizeyine ekim yapildi. Plak-
lar mikroaerofilik ortamda 37 °Cde 3 ile 5 giin arasinda inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonunda, elips seklindeki inhibisyon zonunun Etest® seridi
ile kesistigi noktaya karsilik gelen antibiyotik konsantrasyonu minimum
inhibitér konsantrasyon (MIK) degeri olarak kabul edildi. Kontrol susu
olarak besiyerlerinin denetimi i¢in H. pylori NCTC 11637 ve antibiyotik
duyarlilik testleri i¢in H. pylori ATCC 43504 kullanildi. Sonuglar Klinik
ve Laboratuvar Standardlar1 Enstitiisii (“Clinical and Laboratory Standar-
ds Institute”, CLSI) standardlarina gére degerlendirildi (7). Bu ¢alisma-
da kullanilan antibiyotiklere ait MiK degerleri Tablo 2'de gosterilmistir.

Hastalarda altin standard olarak; tek basina kiiltiir yontemi ya da histoloji
ve HUT ikilisinin birlikte pozitif olmasi kabul edildi. Kiiltiir, altin standard
kriteri alinarak histoloji ve HUT igin duyarlilik ve 6zgiilliik hesaplandi.
Ayrica histoloji ve HUT iin ikisinin birlikte pozitifligi altin standard kri-
teri alinarak kiltiir i¢in duyarlilik ve 6zgtllitk hesaplandi.

Verilerin istatistiksel analizi “IBM SPSS Statistics for Windows. Version
22.0” (IBM Corp., Armonk, NY, ABD)” programi kullanilarak yapildu. p
degerinin < 0.05 olmasu istatistiksel olarak anlaml kabul edildi.

Caligmaya; 16-83 yaslar1 arasinda, yas ortalamas1 40.8 olan 156 (%56.1)’s1
kadin, 122 (%43.9)’si erkek 278 hasta alind1. Endoskopi islemi sonrasin-
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da; 174 hastada gastrit ve/veya duodenit, 37 hastada duodenal iilser, 14
hastada 6zofajit, 35 hastada gastrik iilser, 9 hastada gastrik kanser ve 9
hastada normal endoskopik bulgular saptandi.

Calismaya alinan 278 hastanin 140’1nin kiltiiriinde tireme saptandy;
174’iinde histoloji ile pozitiflik tespit edildi. Ayrica HUT ile 191 has-
tada H. pylori pozitifligi gorildii. Altin standard kriterine gore kiiltiir
yontemiyle 39, histoloji ile 17 ve HUT ile 8 olguda yalanci negatif sonug
saptand1. Hastalarin kiiltiir, histoloji ve HUT ydntemleri iin duyarlilik
oranlari sirasiyla %76.5 ve %88.3, %87.8 ve ozgiilliikleri %63, %94.2 ve
%57.2 olarak tespit edildi (Tablo 1).

Kiiltiirden izole edilen 140 H. pylori susunda, antibiyotik gradyan yontemiyle
(Etest®) antibiyotik direnci aragtirildi. H. pylori suslarinin 9 (%6.4)’unda
amoksisiline, 22 (%15.7) sinde klaritromisine, 17 (%12.1)’sinde levofloksa-
sine ve 57 (%40.7)’sinde metronidazole kargi direng saptandi. izole edilen
140 H. pylori susu i¢in antibiyotik gradyan yontemiyle (Etest®) elde edilen
MIK50 ve MIK90 degerleri Tablo 2de gésterilmistir.

H. pylori, insan ve diger primatlarin midesine yerlesen spiral seklinde,
mikroaerofilik, Gram negatif bir bakteridir. Viicuda bir defa girdiginde,
tedavi edilmedigi takdirde yagsam boyu varligini devam ettirmektedir.
Ulkemiz gibi gelismekte olan iilkelerde, H. pylori infeksiyonu, gelismis
iilkelere gore daha sik ve daha erken yaslarda saptanmaktadir. Calisma-
muzda dispeptik sikayetleri olan hastalarda kiiltiir ile H. pylori pozitifligi
%50.3 (140/278) oraninda saptandi.

H. pylori infeksiyonunun sik goriilmesi ve 6nemli mide hastaliklarina yol
agmasy, tani testlerinin hizla gelismesine neden olmustur. Kiiltiir, histoloji,
HUT ve molekiiler testler gibi invazif; seroloji, iire nefes testi ve digki-
da antijen testleri gibi noninvazif testler tan1 amaciyla kullanilmaktadir.

H.pylori(+)  H.pylori(-)  Duyarhhk  Ozgillik
(n) (n) (%) (%)
Kaltur 140 138 %76.5 %88.3
Hizli Ureaz Testi 191 87 %9.2 %57.2
Histoloji 174 104 %87.8 %63
L Antibiyotik MiK MiK
S L Kisaltmasi (pg/rrslol) (pg/rrglol)
Amoksisilin AC 0.023 0.032
Klaritromisin CH 0.064 0.094
Levofloksasin LE 0.125 0.38
Metronidazol Mz 1.5 2

Caligmamizda; kiiltiir, histoloji ve HUT yontemleri kargilagtirildi. Bakte-
rinin oksijene olan duyarlilig, 6rnegin alindig: yer, tasinma kosullar1 ve
¢alisanin tecriibesi gibi nedenlerden dolayy, kiiltiirtiin duyarlilig: oldukga
distiktiir. Bakterinin mide mukozasinda yamali boh¢a bi¢iminde dagilim
gdstermesi, histoloji ve HUT ile yalanci negatif sonuglara yol agmaktadr.
Bununla beraber oral kavitede bulunabilen ve iireaz pozitif 6zellik gosteren
diger bakterilerden veya HUT’iin 24 saatten sonra degerlendirilmesin-
den dolay1 yalanci pozitif sonuglar gorilebilmektedir (8, 9). H. pylorinin
saptanmasinin yani sira antibiyotik direncini de gosterebilen molekiiler
yontemler duyarlihgi ve 6zgulliigii yiiksek diger invazif testlerdir. Bu test-
ler, 6zel transport sartlar1 gerektirmeyen, diisiik sayidaki bakteriyi tespit
edebilen ve hizli sonug alinan tani yontemleridir.

Yapilan arastirmalarda, endoskopi ve biyopsi gerektiren invazif testler-
de, mide antrum ve korpus 6rneklerinin birlikte incelenmesinin taninin
dogrulugunu artirdig: bildirilmektedir (10). Caligmamizda endoskopi
sirasinda tiim hastalardan hem antrumdan hem de korpustan biyopsi
ornegi alindi.

Weiss ve arkadaslar1 (11) ¢aligmalarinda, kiiltiir ve HUT duyarlilig1 so-
nuglarin sirastyla %70 ve %88 olarak tespit etmistir. Khalifehgholi ve
arkadaglar1 (12), 91 hasta tizerinde yaptiklar1 ¢alismada, duyarlilik ve
ozgillukleri; histolojide %9.6, %77.8 ve HUT’te %95.6, %100 olarak
tespit etmistir. Ankarada 2016 yilinda 126 hasta tizerinde yapilan bir ¢a-
ligmada, duyarlilik ve 6zgiilliikler; kiiltiirde %68.1 ve %100; histolojide
9%94.8 ve %100; HUT te %87.9 ve %70 saptanmustir (13). Ulkemizde 102
gocuk hasta iizerinde yapilan bagka bir aragtirmada kiiltiiriin duyarlihig:
%54.9, HUT tin duyarlilif1 %89.2 olarak bildirilmistir (14). Kaklikkaya ve
arkadaglarinin (15), 200 antral mide biyopsi 6rneginde yaptiklar: ¢alig-
mada, duyarlilik ve 6zgilliikler; kiltiirde %87.1, %99 ve HUT’te %77.2,
%92 olarak saptanmuistir. Caliymamizda altin standard kriterine gore 278
mide biyopsi 6rnegi degerlendirildiginde duyarlilik ve 6zgiilliikler; kiil-
tiirde %76.5 ve %88; histolojide %87,8 ve %63; HUT te %94.2 ve %57.2
olarak tespit edilmistir.

Tedavi bagarisizhiginin biiyiik bir kismi, kullanilan antibiyotiklere karsi
diren¢ nedeniyle ortaya ¢cikmaktadir (16, 17). Diliisyon yontemlerine gore
daha kisa zamanda ve kolay uygulanabilir bir yontem olan antibiyotik
gradyan yontemi (Etest®) antibiyotik duyarlilik arastirmalarinda siklikla
kullanilmaktadir. 2007 yilinda Tayvanda yapilan bir ¢alismada amoksi-
silin direnci %36.1 oraninda gdrillmiistiir (18). Ulkemizde son yillarda
yapilan bir ¢aligmada amoksisilin direnci %3.2 olarak saptanmugtir (19).
Calismamizda antibiyotik gradyan yontemiyle (Etest”) %6.4 oraninda
amoksisilin direnci saptandi. Kanada, Iran, Peru ve Tiirkiyede yapilan
aragtirmalarda, klaritromisin direng oranlari, sirastyla %40, %21.7, %35.5
ve %28 olarak goriillmiistiir (20-23). Calismamizda ise %15.7 oraninda
Kklaritromisin direnci tespit edildi.

Sinir Degerler (pg/ml)
MiK Arahigi (CLSI)

S 1 R
0.016-0.125 pg/mL - - =1
0.016-0.125 pg/mL - - >1

0.064-0.5 pg/mL - - >1
64-256 pg/mL - - >8
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Amerikada yapilan bir ¢alismada levofloksasin direnci %31.3 olarak go-
riilmistiir (24). Kanadada 2015 yilinda 20 H. pylori izolatinda yapilan bir
caligmada levofloksasin direnci %30 olarak saptanmustir (20). Ulkemiz-
de 2015 yilinda yapilan bir ¢alismada levofloksasin direnci %29.5 olarak
saptanmustir (25). Caliymamizda antibiyotik gradyan yontemiyle (Etest®)
%12.1 oraninda levofloksasin direnci saptandi. Ulkemizde bélgeler arasin-
da farkliliklar olmakla birlikte H. pyloride metronidazol direnci %41.9-53
arasinda degismektedir (19, 26). Calismamizda antibiyotik gradyan yon-
temiyle (Etest®) metronidazol direnci %40.7 oraninda saptandi.

Sonug olarak, ¢alismamizda kiiltiir, HUT ve histoloji yontemleri arasinda
en duyarl testin HUT oldugu tespit edildi. Ancak dzgiilliigi diisiik bu-
lundugu igin sonuglarin en az bir farkli yontemle desteklenmesi gerek-
mektedir. Kiltiir yonteminin 6zgilligiini yiiksek olarak tespit etmemize
ragmen, duyarliligs diger yontemlere gore oldukea diisiik olarak goriildii.
H. pylori kiiltiirtiniin duyarliiginin disiik olmasi; bakterinin nazli, giig
iireyen bir mikroorganizma olmasi, klinik 6rnegin alinmasi ve transport
kosullarinin izolasyon sansini dogrudan etkilemesi gibi faktorlerden
kaynaklanabilir. Geligen teknolojilerle birlikte; kiiltiir, histoloji ve HUT
yontemlerini, bir diger altin standard olabilecek molekiiler yontemlerle
birlikte inceleyen arastirmalara ihtiyag bulunmaktadur.

Hastalardan aydinlatilmig onam formu alinmigtir.

Calisma igin Selguk Universitesi Meram Tip Fakiiltesi Etik Kuru-
lw'ndan 27.02.2009 tarih ve 2009/065 karar numarasiyla onay alinmugtir.
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