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Comparision of the E-Test and the Agar Dilution Method to detect clarithromycin resistant

Helicobacter pylori

Peren H. BAGLAN', Giilendam BOZDAYF, Muhip OZKAN?, Ali OZDEN*

Ankara Universitesi Hepatoloji Enstitiisi, Ziraat Fakiiltesi Biyometri ve Genetik Anabilim Dali®, Tip Fakiiltesi Gastroenteroloji Anabilim Dali*, Ankara

Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dal?, Ankara

Giris ve amag: H. pylori, diinyada en sik rastlanan kronik bakteriyel en-
feksiyondur. H. pylori’nin antimikrobiyal ajanlara diren¢ kazanmasin-
dan dolay1 tedavide basarisizliklar meydana gelmektedir. Calismamizin
amaci Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Gastroenteroloji Bilim Dali’na,
dispeptik yakinmalarla gelen H. pylori pozitif hastalarda, klaritromisine
direng sikligini, agar diliisyon ve E-Test yontemleri gibi 2 ayr1 yontem-
le belirlemek ve 2 yontemi karsilastirmaktir. Gere¢ ve yontem: Calig-
maya dispeptik yakinmalar nedeniyle endoskopik incelemeleri yapilan,
22-76 yaslar arasinda (yas ortalamasi: 51+13), 43’ti kadim, 34’1 erkek
toplam 77 hasta dahil edilmistir. Endoskopik incelemesi yapilan 77 has-
tanin, 41°1 gastrit, 13’ii gastrik ya da duodenal iilser, 3’li normal, 20’si
ise gastroduodenit, hiatus hernisi, alt 6zofagus sfinkter gevsekligi, 6zo-
fajit veya bulbutis tanilarindan birini almistir. H. pylori, at kani iceren
BHI agarda 37°C’de 72 saat inkiibe edilmistir. Klaritromisin direncinin
belirlenmesi i¢in ise, NCCLS standartlaria uygun agar diliisyon ve E-
test yontemleri yapilmistir. MIC degeri =1 pg/ml olan suslar klaritromi-
sine direngli kabul edilmistir. Bulgular: Calismaya alman 77 hastanin,
agar diliisyon yontemi ile 43’iinde (%55.8), E-Test yontemi ile de
42’sinde (%54.5) klaritromisine diren¢ saptanmistir. E-Test yontemi ile
yapilan MIC degerleri ile agar diliisyon yontemi ile yapilan MIC deger-
leri arasindaki uyumluluk istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (r=
0,864, p<0,01). Sonuc: Calismamizda saptanan %54.5 ve %55.8 direng
oranlar1 iilkemizde yapilan diger calismalarla karsilastirildiginda, bazi
caligmalarla benzerlik gosterirken bazilarina gore oldukca yiiksek oran-
lar bulunmustur. Sonuglar, tilkemizde H. pylori’nin klaritromisine diren-
cinin arttigini gostermistir. Ayrica ayn1 H. pylori suslarina uygulanan 2
farkli yontem arasinda istatistiksel olarak anlamli uyumluluk goriilmiis-
tiir. Bu sonug ise bize her iki yonteminde klaritromisin direncini belirle-
mede kullanabilecegini gostermistir. H. pylori’nin klaritromisin direnci-
ni tedavi oncesi belirlenmesi, diren¢ oraninin yiikselmesinin engellen-
mesi ac¢isindan 6nemlidir.

Anahtar sozciikler: H. pylori, klaritromisin, direnc, agar diliisyon,
E-test

GIRiS VE AMAC

Diinya nifusunun %60'1n1 enfekte eden Helico-
bacter pylori (H. pylori), diinyada en sik rastlanan
kronik bakteriyel enfeksiyondur (1, 2). Bati’da ge-
lismis tilkelerde enfeksiyon orani biraz daha dis-
mekte, fakat yine prevelans %25-50 civarinda go-

Background/aim: H. pylori is the most common chronic bacterial infec-
tion in the world. Because of H. pylori’s acquired resistance to antimic-
robial agents, treatment failure occurs. The aim of our study was to de-
termine the prevalence of clarithromycin resistance in dyspeptic H. pylo-
ri-positive patients who applied to Ankara University School of Medici-
ne, Department of Gastroenterology, by two methods - agar dilution and
E-test - and to compare these two methods. Materials and methods: Se-
venty-seven H. pylori-positive patients (43 female, 34 male) were inclu-
ded in the study, aged between 22-76 (mean age: 51+13). Forty-one of
the patients were diagnosed with gastritis, 13 were peptic or duodenal ul-
cer, 3 were normal gastrointestinal system, and 20 were diagnosed with
one of the following diseases: gastroduodenitis, hiatal hernia, bulbitis or
esophageal reflux. H. pylori culture was made with BHI agar and horse
blood medium and incubated at 37°C for 72 hours. To determine the cla-
rithromycin resistance, agar dilution and E-test methods were applied in
accordance with NCCLS standards. Strains with MIC =1 pg/ml were ac-
cepted as resistant. Results: In 77 patients, 43 (55.8%) patients were re-
sistant with agar dilution method and 42 (54.5%) were determined as re-
sistant using the E-test method. There was a significant correlation bet-
ween the MICs using the E-test and agar dilution (r=0.0864, p>0.01).
Conclusion: A comparison of our results with other studies shows simi-
larities with some and discrepancies with others, demonstrating an inc-
rease in clarithromycin resistance over time. Two different methods,
agar dilution and E-test, were applied to the same strains to determine the
resistance. Our results showed statistical significance with the two met-
hods, thus either can be used to determine resistance. It is important to
know the clarithromycin resistance of the patient, to prevent its increase.
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riilmektedir (3). Yiksek goriilme sikligina karsin,
H. pylori ile enfekte olan hastalarin ¢cogu asemp-
tomatiktir (4). Ulkemiz, gelismekte olan bir tilke
olup, H. pylori toplumun biiyiik kismini enfekte
etme potansiyeline sahiptir.
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H. pylori enfeksiyonunun mide iilseri, duodenal
ulser, kronik atrofik gastrit, mide lenfomasi ve mi-
de kanseri ile iliskisi bilinmektedir (5, 6). Duode-
nal ulserli ve mide lenfomal hastalarin %95’'inde
H. pylori pozitif iken, gastrik tilserde bu oran %65-
75, mide kanserinde ise %60-80'dir (7, 8). H. pylo-
ri eradikasyonunun yapilmasindan sonra komp-
likasyonlarin azalmas1 H. pylori'nin hastaliklar-
daki etyolojik roliinii destekleyen en belirgin ka-
nittir (7). Bu nedenlerden dolay: bakterinin eradi-
kasyonu onerilmektedir (9). Ancak H. pylori'nin
antimikrobiyal ajanlara diren¢ kazanmasindan
dolay1 tedavide basarisizliklar meydana gelmek-
tedir. Son yillarda ise bu diren¢ oraninin artmasi
H. pylori’de antimikrobiyal ajanlara direncin 6éne-
mini artirmistir. Glinlimiizde tiim diinyada geger-
liligi olan en uygun tedavi amoksisilin, klaritro-
misin ve ranitidin bizmut sitrat veya proton pom-
pa inhibitdrlerinden olusan tcli tedavidir (10).

Klaritromisin direncinin belirlenmesinde fenoti-
pik ve genotipik olarak bircok yontem vardir. Mo-
lekiiler olarak A2143G, A2144G gibi mutasyonla-
ra diren¢ tespiti yapilmasina karsin, fenotipik
olarak da klaritromisin direncinin belirlenmesi
onemlidir (11). Fenotipik yontemlerden agar di-
liisyon ile MIC (‘Minimal Inhibitory Concentrati-
on’) degerinin belirlenmesi diger yontemler ara-
sinda altin standarttir (12). Ayrica daha pratik ve
ticari olarak da bulunan E-Test (Epsilometer Agar
Difflizyon Testi) ve disk difflizyon yontemleri de
bulunmaktadir (13).

Calismamizin amaca Ankara Universitesi Tip Fa-
kiiltesi Gastroenteroloji Bilim Dali'na, dispeptik
yakinmalarla gelen H. pylori pozitif hastalarda,
klaritromisine direnc sikligini, agar diltiisyon ve E-
Test yontemleri gibi 2 ayr yontemle belirlemek ve
2 yontemi karsilastirmaktir.

GEREC VE YONTEM
Hastalar:

Calismaya dispeptik yakinmalar nedeniyle An-
kara Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Gastro-
enteroloji Bilim Dali'na, Ocak 2003 - Mayis 2004
tarihleri arasinda endoskopik incelemeleri yapi-
lan ve yaslar1 22-76 arasindaki (yas ortalamasi:
51+13), 43’0 kadin, 34'u erkek toplam 77 hasta
dahil edilmistir. Calismada hastalarin mide bi-
yopsi Ornekleri kullanilmigtir. Endoskopik incele-
mesi yapilan 77 hastanin, 41'i gastrit, 13’4 gas-
trik ya da duodenal ilser, 3'ti normal, 20'si ise
gastroduodenit, hiatus hernisi, alt 6zofagus sfink-

teri gevsekligi, 6zofajit veya bulbitis tanilarindan
birini almistir.

Bakteri Kiiltiiri:

Endoskopi Unitesinde alinan mide biyopsi 6rnek-
leri, steril serum fizyolojik icinde laboratuvara
ulastirildiktan sonra, %?7’lik taze, defibrine at ka-
n1 iceren Brain-Heart-Infusion Agar’a (Oxoid, In-
giltere) ekim yapilmistir. H. pylori'nin lireyebilece-
gi mikroaerofilik atmosfer (Gas Generating Kit,
Oxoid, Ingiltere) saglanip, 37°C’'de 72 saat inkii-
be edilmistir. Ureyen kolonilere tireaz, katalaz ve
oksidaz testleri uygulanmistir. Pozitif olarak belir-
lenen suslar %15'1ik gliserol iceren Brucella-broth
(Sigma, USA) siv1 besiyerine hizla aktarlip
-86°C’'de daha sonra kullanilmak tizere saklan-
mistir.

Direncin Belirlenmesi:

Agar Diliisyon: Inokulim yapmak igin 2.0 Mc
Farland hazirlanmistir. Klaritromisin, aseton ve
distile su ile ¢ozlilmistiir. Bir sus icin, %5 oranin-
da koyun kani iceren Mueller-Hinton agara, (Lab
M, UK) klaritromisin konsantrasyonlar1 0,032
ng/ml ile 16 pg/ml arasinda degisen oranlarda
antibiyotik konarak 10 ayrn plak hazirlanmistir
(14). Plaklar 72 saat stire ile 37°C’de mikroaerofi-
lik kosullarda inkiibe edilmistir.

E-Test: Yiizde 5 oraninda koyun kani iceren Muel-
ler-Hinton Agar hazirlanip 2.0 Mc Farland’a gére
ekim yapilmistir. Klaritromisin E-Test seritleri (AB
Biodisk, [sve¢) plaklara yerlestirilip plaklar 72 sa-
at stire ile 37°C’de mikroaerofilik kosullarda inkii-
be edilmistir.

Agar diliisyon ve E-test, firma Onerileri dogrultu-
sunda, plaklarinin 72 saatlik inkiibasyon stiresi
sonunda MIC degerleri ‘National Commitee for
Laboratory Standards (NCCLS)’'a gore belirlen-
mistir. MIC degeri >1 pg/ml olan suslar klaritro-
misine direncli olarak kabul edilmistir.

istatistiksel Analiz:

Agar dilisyon ve E-Test degiskenleri arasindaki
iliskinin incelenmesinde regresyon analizi kulla-
nilmistir.

BULGULAR

Calismaya alinan 77 hastanin, agar dillisyon
yontemi ile 43’tinde (%55.8), E-Test yontemi ile de
42'sinde (%54.5) klaritromisine diren¢ saptanmis-
tir. Yetmis yedi H. pylori pozitif hastanin, agar di-
lisyon yontemi ile elde edilen MIC degerlerinin
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ylzdeleri Sekil 1'de, E-Test yontemi ile elde edilen
MIC degerlerinin ytizdeleri Sekil 2’'de, agar diliis-
yon ve E-test sonuclarinin dagilimi ise Sekil 3’de
gosterilmistir.
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Agar Diliisyon (MIC mg/L)

Sekil 1. Yetmis yedi H. pylori pozitif hastanin, agar diliisyon
yontemi ile elde edilen MIC degerlerinin yiizdelerinin
gosterilmesi

Yetmis yedi susun, MIC90 degeri agar diliisyon
yonteminde >16 ng/ml, E-test yonteminde >256
ng/ml olarak hesaplanirken, MICso degeri ise
agar diliisyon yonteminde 4 ng/ml, E-test yonte-
minde 1.5 ng/ml olarak hesaplanmistir.

E-Test MIC (mg/L)

Sekil 2. Yetmis yedi H. pylori pozitif hastanin, E-Test yontemi
ile elde edilen MIC degerlerinin yiizdelerinin gosterilmesi

E-Test ile agar diliisyon degiskenleri arasindaki
iliskiyi dogrusallastirmak icin iki degiskene loga-
ritmik transformasyon uygulanmis ve degiskenler
arasindaki korelasyon katsayisi 0.864, modelden
yapilacak olan tahminlerin isabet derecesi de
r’=0.7472 bulunmustur. Her iki katsayida p<0.01
diizeyinde istatistik olarak 6nemlidir. E-Test yonte-
mi ile yapilan MIC degerleri ile agar diliisyon yon-
temi ile yapilan MIC degerleri arasindaki uyumlu-
luk istatistiksel olarak anlaml bulunmustur.
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Sekil 3. Agar diliisyon ve E-test sonuglarmin dagilimi. Bir
nokta, bir ya da bazen birden fazla hastanin agar diliisyon ve
E-test sonuglarina kargilik gelen degerlerin birlestirilmesi sonu-
cu elde edilen noktadir. Agar diliisyon ve E-test eksenlerindeki
cizgi, MIC=1 mg/L yani klaritromisin i¢in direnc¢li kabul edilen
degerden itibaren cizilmigtir

TARTISMA

Calismamizda klaritromisine diren¢ orani E-test
yontemi ile %54.5 (42/77), agar diliisyon yontemi
ile %55.8 (43/77) olarak saptanmustir. Ulkemizde
yapilan bir calismada, agar diliisyon yontemi ile
klaritromisin direnci %24 oraninda saptanmistir
(15). Ulkemizde molekiiler yontemlerle yapilan
klaritromisine diren¢ arastirmalarinda ise %21,
%48.2, %16.8 gibi oranlar bulunmustur (16-18).
Osato ve ark. tarafindan yapilan bir calismada,
klaritromisine direng, E-Test yontemi ile %12.5
oraninda, agar diliisyon yontemi ile de %10.6 ora-
ninda saptanmigtir. E-test sonucu, agar diliisyon
sonucuna gore daha yiiksek ¢cikmis ancak anlam-
11 bir farklihk bulunamamistir (p>0,5) ve bdylece,
klaritromisin direnci saptanmasinda her iki yon-
teminde kullanilabilecegi sonucuna varilmistir
(19). H. pylori’'nin farkl yontemlerle klaritromisine
direnci ile ilgili cesitli tilkelerde yapilan calismalar
Tablo 1'de verilmistir. Oranlarn farklilig: kullani-
lan ydntemlerin ve calisma yillarinin farklihgin-
dan kaynaklanmaktadir. Ayrica ilkemizde son
yilarda yapilan calismalarla karsilastirildiginda
direng sikliginin artmakta oldugunu gérmekteyiz.
Bunun nedeni de, klaritromisinin H. pylori tedavi-
si disinda diger enfeksiyon hastaliklarinda da sik
kullanilmasidir. Ayrica tilkenin sosyoekonomik
durumu H. pylori enfeksiyonunun goriilme sikligi
acisindan oldukca biiylik 6nem tasir. Gelismis til-
kelerde sosyoekonomik diizeyin ytiiksek olmasi en-
feksiyonun yeni kusaklarda azalmasina yol ag-
mustir. Bircok gelismis tlilkede, H. pylori enfeksiyo-
nu, son yillarda belirgin bir sekilde dismektedir.
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Tablo 1. H.pylorimin Kklaritromisin direnci ile ilgili
yapilan caligmalar

Kaynak Ulke % Yontem

10 Meksika 24 MIC

11 Japonya 129 MIC

12 Japonya 18 PCR-RFLP
13 Avrupa merkezleri 435 MIC

14 Fransa 10 MIC

15 Tiirkiye 14 MIC

16 Tiirkiye 21 MIC

17 Tiirkiye 24 MIC (Agar Diliisyon)
18 Tiirkiye 48.2 PCR

19 Tiirkiye 16.8 PCR

20 Tiirkiye 21 PCR

%: Klaritromisin direnci yiizdesi

Rehnberg ve ark.nin Finlandiya’da yaptigr bir
calismada, 1963-1973, 1983-1995 yillan arasinda
ki donemde H. pylori enfeksiyonunda, %38’den
%12'ye bir diisiis gdzlenmistir (20, 21).

Ayrica calismamizda, klaritromisin direncinin be-
lirlenmesinde E-Test yontemi ile yapilan MIC de-
gerleri ile agar diliisyon yontemi ile yapilan MIC
degerleri arasindaki uyumluluk istatistiksel ola-
rak anlamli bulunmustur. Bu yéntemler arasin-
daki uyumluluk, direncin belirlenmesinde, kosul-
lara gore her iki yonteminde kullanilabilecegini
gostermektedir. Uygun laboratuvar sartlar1 sag-
landiktan ve NCCLS standartlarn uygulandiktan
sonra agar dilisyon yontemi daha ucuz olmasi
bakimindan, E-test yontemi ise daha pratik ve ko-
lay uygulanabilir olmasi nedeni ile kullanilabilir.
Her laboratuvar kendi sartlarina uygun olan ter-
cih edebilir. Ancak H. pylori'nin antibiyotik duyar-
liligin1 belirlemede standardizasyonla ilgili bazi
sorunlar vardir. Antibiyotik duyarlhilik testinde
kullanilacak besiyeri, inkiibasyon siiresi ve anti-
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