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KLINiK ORNEKLERDE CESIiTLi YONTEMLERLE
CHLAMYDIA TRACHOMATIS ARASTIRILMASI

OZET
Chlamydia trachomatis, tim diinyada en yaygin seksiiel gecisli bakteriyel enfeksiyon ajani
olarak bilinir. Bu mikroorganizma zorunlu hiicre i¢i parazitidir. C.trachomatis, trahom gibi goz
enfeksiyonlarmna, yenidoganlarda pnomonilere, genitoiiriner sistem (GUS) enfeksiyonlarma ve
Lenfo Graniiloma Venorum (LGV) suglar1 tarafindan olusturulan ve 6zellikle genital bolgedeki
lenf diigiimlerinde patoloji olusturan LGV’a neden olmaktadir. Bu nedenle C. trachomatis
enfeksiyonlarmin hizli ve giivenilir laboratuvar tamsi erken tedavi agisindan Snemlidir. Bu
calismada klinik 6rneklerde Direk Floresan Antikor (DFA), Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)
ve hiicre kiiltiirii yontemleri ile C. trachomatis’in arastirilmasi amaclandi.
Subat 2010-Mart 2010 tarihleri arasinda, Erciyes Universitesi Gevher Nesibe Arastirma ve
Uygulama Hastanesi Kadin Hastaliklar1 ve Dogum poliklinikleri ile Uroloji polikliniklerine
genital akint1 6n tanisiyla bagvuran ve genital enfeksiyon diisiiniilen 50 hastadan alinan siiriintii
ornekleri calismaya dahil edildi. Siiriintii 6rneklerinden C. trachomatis antijeni DFA (PathoDx,
Remel, Amerika) yontemiyle arastirildi. C. trachomatis izolasyonunda McCoy hiicre kiiltiirii
kullanildi. Hiicre kiiltiirtinde C. trachomatis’in ireyip iiremedigi DFA (PathoDx, Remel,
Amerika) ve iyot boyama yontemleri ile dogrulandi. Biitiin 6rneklerden C. trachomatis-DNA
belirlenmesi icin PCR yontemi (Sacace, Italya) uygulandi. Hiicre kiiltiirii “altin standart” kabul
edilip DFA ve PCR yontemlerinin duyarlilik ve 6zgiilliikleri hesaplandi.
Calismaya alinan 50 siiriintii 6rneginin 4’tinde (%8) DFA ile C. trachomatis antijeni pozitif
bulundu. McCoy hiicre kiiltiiriine ekimi yapilan 50 siiriintii 6rnegin 1’inde (%2) DFA ve iyot
boyama yontemleriyle tireme oldugu gosterildi. 50 siiriintli 6rnegin 1’inde (%2) C. trachomatis-
DNA pozitif bulundu. Hiicre kiiltiiriinde tireme goriilen 6rnekte PCR ve DFA yontemleriyle de
C. trachomatis pozitif bulundu. Sadece DFA yo6ntemi ile pozitif bulunan 3 siiriintii 6rnegindeki
pozitiflik yalanci pozitiflik olarak yorumlandi. DFA yontemin duyarligi %100, 6zgiilliigii %94,
PCR yo6nteminin duyarliligr ve 6zgiilliigii %100 olarak bulundu.
DFA yontemi ve PCR yontemi hiicre kiiltiirii yontemine kiyasla cabuk sonug veren, hizli tani
metodlaridir. DFA yonteminde yalanci pozitiflikler goriilebilecegi igin, siiriintii 6rneklerinde C.
trachomatis daha duyarl bir metod olan PCR ile aragtirilabilir.

Anahtar kelimeler: C. trachomatis, DFA, PCR, hiicre kiiltiirii.
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THE INVESTIGATION OF CHLAMYDIA TRACHOMATIS IN
CLINICAL SAMPLES WITH VARIOUS METHODS
ABSTRACT
Chlamydia trachomatis is known as the most common bacterial infection agent that passes with
sexual transition. This microorganism is an obligatory intracellular parasite. C. trachomatis causes
eye infections such as trachoma, pneumonias in new born babies, genito urinary system
infections (GUS) and LGV (Lymphoid Granule Venorum) that is constituted by LGV strains
causes pathology in the lymph nodes in the genital region. For this reason; the fast and reliable
laboratory diagnosis of C. trachomatis infections is important in terms of early treatment. In this
study, it has been aimed to investigate the C. trachomatis by using Direct Fluorescent Antichor
(DFA), polymerase chain reaction (PCR) and cell culture methods.
The swab samples that have been taken from 50 patients, who have applied to Erciyes
University Gevher Nesibe Investigation and Application Hospital Obstetric and Gynecology
Policlinics and Urology Policlinics with genital flow pre-diagnosis between February 2010 and
March 2010 dates, have been included in this study. C. trachomatis antigens were investigated
by DFA (PathoDx, Remel, USA) method. McCoy cell culture was used for isolation of C.
trachomatis in there swab samples. Growing of C. trachomatis in the cell culture was confirmed
by DFA (PathoDx, Remel, USA) and lodine method. C. trachomatis DNA was investigated by
PCR (Sacace, Italy) in the samples. Specificitys and sensitivitys of PCR and DFA methods were
calculated considering cell culture as the gold standart.
C. trachomatis antigen was found positive by DFA in 4 (8%) of 50 swab samples that has been
included in the study. C. trachomatis isolation in McCoy cell culture was shown by DFA and
Iodine method in 1 (2%) of 50 samples. C. trachomatis DNA was found positive in 1 (2%)
sample of 50 samples. C. trachomatis DNA was found positive by PCR and DFA methods in the
samples that C. trachomatis was isolated in the cell culture. C. trachomatis was found positive
only by DFA method in 3 samples and this positivity was considered as false positivity of DFA
method. The sensitivity and specificity were found as %100 and %94 respectively for DFA and
%100, %100 respectively for PCR.
DFA and PCR methods are rapid diagnosis methods that result more quickly than cell culture
methods. As false positive results can be obtained by DFA in swab samples, C. trachomatis can

be investigated in these samples by PCR that is more sensitive than DFA.

Keywords: C. trachomatis, DFA, PCR, cell culture.
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1.GIRIS VE AMAC

Chlamydia trachomatis, tim diinyada en yaygin seksiiel gecisli bakteriyel enfeksiyon
ajam1 olarak bilinir (1). Bu mikroorganizma zorunlu hiicre ici parazitidir (2).
C.trachomatis, trahom gibi goz enfeksiyonlarina, yenidoganlarda pnomonilere,
genitoiiriner sistem (GUS) enfeksiyonlarina ve Lenfo Graniiloma Venerum (LGV)
suslar1 tarafindan olusturulan ve 6zellikle genital bolgedeki lenf diigiimlerinde patoloji
olusturan LGV’ a neden olmaktadir. Son yillarda C.trachomatis tarafindan olusturulan

enfeksiyonlara yenileri eklenmis olup bunlardan en 6nemlisi reaktif artrittir (3).

C.trachomatis enfeksiyonlar1 dikkate alindiginda 6zellikle gelismekte olan iilkeler basta
olmak iizere tiim diinyada ciddi bir saglik ve korunma sorunu olusturdugu ve bu
enfeksiyonlarin tanisinin zor olmasmin da tedavide gecikmeye neden oldugu, bununla
baglantili olarak da meydana gelen enfeksiyonlarin agir bir seyir izleyerek yiiksek

mortaliteye yol actig1 ortaya ¢ikmaktadir (4,5).

Chlamydia trachomatis 15 serotipe ayrilir; A, B, B, ve C tipleri, D’den K’ya kadar olan
tipleri, L;, L, ve L3 tipleridir (6). A, B, B, ve C tipleri; konjunktival ve korneal
skarlagmayla korliige yol acabilen kronik keratokonjunktivite (trahom) sebep olur,
genellikle ikinci bir bakteriyel enfeksiyonla birlikte bulunur, neonatal pnomoniye yol

acabilir. D’den K’ya kadar olan tipleri, erkeklerde gonokokal olmayan iiretrite;
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kadinlarda {iretrit, servisit, salpenjit ve pelvik enflamatuar hastaliga; enfekte dogum
kanalindan gegen bebeklerde kendiliginden gegen inkliizyon konjunktivitine ve neonatal
pnomoniye sebep olabilir. L;, L, ve Ls tipleri; siiptiratif inguinal adenitle karakterize

LGV adi verilen ve cinsel yolla bulasan bir hastaliga yol agar (7).

Chlamydia trachomatis’in kesin tanisi, kiiltiir ve izolasyon, antijen ve antikorlarin
arastirildigr yontemler (dogrudan floresans teknigi ve enzimli immiin deneyler),
hibridizasyonu veya polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) esasina dayanan testlerle
yapilmaktadir (6). Ayrica klinik 6rnek preparatlar1 %5’lik iyot eriyigiyle veya Giemsa

yontemiyle boyanarak hiicre ici inkliizyon cisimcikleri arastirilabilir (8).

C.trachomatis enfeksiyonlarinin hizli ve dogru laboratuvar tanisi; C.trachomatis
bakterisinin iirogenital sisteme yerlesen diger bakterilerden ayriminda ve C.trachomatis

enfeksiyonlarinin antibiyotiklerle tedaviye baslanmasinda 6nemlidir (8).

Bu ¢alismada mikrobiyoloji laboratuvarina gelen klinik 6rneklerden hiicre kiiltiirii, PCR
ve direk floresan antikor (DFA) yontemleri uygulanarak C.trachomatis’in arastirilmasi

amagclandu.



2. GENEL BILGILER

2.1.TARIHCE

Chlamydia’lara ait ilk veriler antik caglara kadar uzanmaktadir. Milattan Once
27.yiizyllda Cin’de, milattan ©Once 25.ylizyilda Siimer’de, 19.ylizyilda Misir’da
trahomdan bahseden (Ebers) yazitlara ulasilmistir. Orta Asya’dan Avrupa’ya savaslarla
yayilan hastalik antibiyotiklerin kullanimi arttik¢a diinyada giderek azalmustir (9,10).
Chlamydia’larm  20.ylizyilin  baglarina kadar genital enfeksiyonlardaki rolii
anlasilamamustir. ilk kez Halberstaedter ve Von Prowazek 1907 yilinda trahomlu
hastalarin konjunktival kazintilarindan elde ettikleri 6rnekleri Giemsa ile boyamislar ve
intrasitoplazmik inkliizyon cisimciklerini gostermisler, bunun bir protozoon oldugunu
diisinerek Chlamydiazoae adin1 vermislerdir. Bu isim Yunanca “chlamys” sozciigiinden
gelmekte olup cevreyi orten bir perdeyi tanimlamakta ve hiicre niikleusunun cevresini

kaplayan inkliizyonlar1 ifade etmektedir (11).

Lindner 1911°de iirogenital sisteminde Chlamydia enfeksiyonu olan anneden dogan
bebegin konjunktivasinda intrasitoplazmik inkliizyon cisimciklerini gostermesi ile
Chlamydia ve genitookiiler enfeksiyonlar arasinda iliski oldugu anlagilmistir (12,13).
LGV ilk kez 1913 yilinda Durand, Nicolas ve Favre tarafindan bildirilmistir. Frei 1925
yilinda gelistirdigi deri testi ile LGV yi sifilisden ayirt etmistir (11,14).
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Ritter 1879 yilinda Isvigre’de cikan bir salgm iizerinde ¢alisirken bu enfeksiyona
pnomotifiis adin1 vermistir. Morange 1892 yilinda hasta papaganlarla ilgili yaptigi
caligmadan sonra psittakoz terimini kullanmistir (Psittakoz Yunancada papagan
anlamina gelir). Ingiltere’de Bedson, ABD’de Kromwede ve Almanya’da Levinthal
tarafindan 1930 yilinda bu organizma tanimlanmistir. Meyer ve Eddie 1942’de ornitoz
(ornithosis) terimini giivercin ile temastan sonra gelisen enfeksiyon icin, psittakoz
(psittacosis) terimini de “psittacene” kuslarindan gelen enfeksiyonlar i¢cin kullanilmasini
onermislerdir. Psittakoz etkeni Burnet ve Rountree tarafindan 1935 yilinda doletli tavuk
yumurtasinda, Yanamura ve Meyer tarafindan 1941 yilinda hiicre kiiltiiriinde

tiretilmistir (11,14,15).

Chlamydia pneumoniae ilk defa, 1965 yilinda Tayvan’da trahom as1 calismasina katilan
bir c¢ocugun konjunktival siiriintiisiinden izole edilmis ve TW-183 olarak
isimlendirilmistir. Amerika’da 1983'de farenjitli cocuklarin bogaz kiiltiirlerinden izole
edilen bagka bir klamidya tiirii de AR-39 olarak adlandirilmistir. TWAR ismi (TW+AR)
ilk konjunktival sus ile solunum susundan gelmektedir. Hiicre kiiltiiriiniin 1970’11
yillarda yapilmaya baglamasi ile TW-183 olarak bilinen Tayvan izolatinin konak
hiicrelerinde inkliizyon cisimleri olusturdugu goriilmiistiir. Bu inkliizyonlar C. psittaci
ve C. trachomatis’e benzetilmisler, fakat C. trachomatis’in aksine iyot ile
boyanmadigindan bu izolatin C. psittaci’nin bir tiirii oldugu tahmin edilmistir. TWAR
susunun 1989 yilinda elektron mikroskobu ile yapilan morfolojik ¢aligmalar ve DNA

dizi analizinde farkli bir sus olan C.pneumoniae tanimlanmistir (11,16).
2.2.SINIFLANDIRMA

Enerji bagimlis1 olduklar1 i¢in hiicre i¢inde yasamak zorunda olan Chlamydiae’lerin,
yillarca viriis mii bakteri mi oldugu tartisma konusu olmustur (15). Mecburi hiicre i¢i
parazitleri olmalar1 sebebi ile uzun siire biiylik viriisler olarak kabul edilen
Chlamydia’lar Stainer ve Wolf'un 1917 yilinda viriisler ile bakteriler arasindaki
farkliliklar1 ortaya koymalarindan sonra, Chlamydia’larm hem DNA hem RNA’larinin
bulunmasi, ribozomlarmin olmasi, ortadan ikiye boliinerek cogalmalar1 ve
antibiyotiklere duyarhiliklar: dikkate alinarak bunlar Gram negatif bakterilere yakin bir
grup olarak bakteriler icerisinde siniflandirilmislardir (12,17).
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Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology nin birinci cildinde 1984 yilinda
Chlamydiales takimi olusturulmustur. Bu takimin tek ailesi olarak Chlamydiaceae’nin,
tek cins olarak Chlamydia’nin ve bu cins icerisinde de C. trachomatis ile C. psittaci
seklinde adlandirilan iki tiiriin varligi kabul edilmistir (15,18). TWAR susunun 1989
yilinda elektron mikroskobu ile yapilan morfolojik calismalar1 ve DNA diziliminin
analizi ile klamidyanin farkli bir susu olan C. pneumoniae tanimlanmistir. Sonraki
calismalarda Chlamydiae smifina bagh Chlamydiales takiminda dort farkli ailenin
bulundugu, bunlarin da degisik cins ve tiirlerden olustugu ileri siiriilmiistiir. Giiniimiizde
16S ve 23S rRNA dizi analizleri sonucunda yeni bir smiflandirma ortaya atilmistir. Bu
smiflandirma ile Chlamydiales takimi, Chlamydia ve Chlamydiophila olarak 2 ayri
cinse ayrilmistir. Klamidyalar antijenik yapilarma, intraselliiler inkliizyonlarina,
sulfonamidlere duyarliliklarina ve yaptiklar1 hastaliklara gore Chlamydia trachomatis,
Chlamydia psittaci ve Chlamydia pneumoniae olmak iizere ii¢c patojen tiir altinda
toplanmaktadir. Ayrica patojen olmayan dordiincii tiir Chlamydia pecorum vardir (Sekil

2.1) (9,14).

Chlamydiales
Chlamydiaceae =~ Parachlamydiaceae Simkaniaceae Waddliaceae

' )b

Chlamydia  Chlamydiophila  P. acanthamoebae S. negevensis W. chondrophila

'

C. trachomatis  C. pneumoniae

C. suis C.pecorum
C. muridarum C. psittaci
C. caviae
C. felis
Sekil 2.1. Klamidyalarin siniflandirilmasi

C.trachomatis cinsel yolla bulasan bir patojen ve okiiler trahomun sebebi olarak

bilinmektedir. C.trachomatis’in insan i¢in patojen olan ii¢ biyovar1 vardir. Bunlar;
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C.trachomatis biyovar trachoma, C.trachomatis biyovar lymphogranuloma venereum
(LGV) ve C.trachomatis biyovar mouse pneumonitis’dir. C.trachomatis’in
C.trachomatis biyovar trachoma, C.trachomatis biyovar lymphogranuloma venereum
biyovarlarmin 18 tane serovari vardir. Bu smiflandirma mikroimmiinofluoresan yontemi
ile antijenik ¢apraz reaksiyona gore yapilmaktadir. Bu 18 serovarim, 4 serovar1t LGV ile
ilgili olan L1, L2, L2a ve L3’diir. Trahom biyovarinin 14 serovart vardir ve
okiilogenital hastaliklardan sorumludur. A, B, Ba ve C trahom, D-K, Da ve Ia ise
inkliizyonlu konjunktivit ve genital enfeksiyon etkenidir. Bazen B ve Ba serovarlar1 da
genital sistemden izole edilirken, A ve C serovarlar1 izole edilmemistir (Tablo 2.1
Klamidya tiirlerinin 6zellikleri). Bu biyovarlar monoklonal antikorlarin tiplendirilmesi
ve genomik DNA dizi analizine gore tanimlanmustir. Daha sonra antijenik olarak farkh
dis membran proteini (MOMP) kodlayan OMP1 geninin niikleotid dizilimi ve PCR ile
minor varyantlar tanimlanmistir. Biyovar ve serovarlarin yaptiklar1 hastaliklar da

farklidir (Tablo 2.2) (19).



Tablo 2.1. Chlamydia tiirlerinin 6zellikleri (14).

Ozellikler C.trachomatis C.psittaci C.pneumoniae
Dogal konakg1 Insanlar Kuslar,asagi memeliler Insanlar
Bulasma yolu Insandan-insana (seksiiel) Hava yoluyla Hava yoluyla
Hedef hiicreler Konjunktival ve genital Solunum yolu Solunum yolu
epiteller, makrofajlar Epitelleri epitelleri
G+G % 42-45 39-43 40
Lipolisakkarit + + +
Peptidoglikan - - -
Antijenik proteinler, kD 40, 60, 68 40, 60, 68 40, 60, 68, 98
Inkliizyonda glikojen + - -
Plazmid + + -
Serovar -LGV ? TWAR
-Trachoma
-Fare pnémonisi
EB morfolojisi Yuvarlak Yuvarlak Armut seklinde
Sulfonamid duyarlilig + - -
Onemli klinik patolojiler |Trahom, LGV, okiilogenital Pn6moni, nedeni bilinmeyen | Pnémoni,
hastaliklar ates Bronsit
Tablo 2.2. C.trachomatis biyovar ve serovarlarin yaptiklar1 hastaliklar (10).
Biyovar Serovar Hastalik
C.trachomatis biyovar trachoma | A, B, Ba, C Trahom

D-K, B, Ba, Da ve Ia

hastaliklar ve
pnémonisi

Yetiskin ve ¢ocukta okiilogenital

yenidogan

C.trachomatis

lymphogranuloma venereum

biyovar | L1, L2, L2a, L3

LGV
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2.3.GENEL OZELLIKLER VE MORFOLOJiK YAPI

Klamidyalar; iireme evrimi diger bakterilerden farkli olan zorunlu hiicre ici
parazitidirler. Onceleri Bedsonia olarak da amlan Klamidyalar Hem DNA ve hem de
RNA icermeleri, boliinerek ¢ogalmalari, Gram negatif bakterilere benzer sert bir hiicre
duvarma sahip olmalari, ribozom ve metabolitik aktivite saglayan cesitli enzimlerinin
bulunmas: ve antibiyotiklere duyarli olmalar1 nedeniyle bakteriler arasinda yer
almaktadir. Klamidyalar, enfekte ettikleri hiicrelerde interferon olustururlar (14).
Klamidyalar, kendi metabolik yetileri ile enerji olusturamazlar, bu nedenle konak
hiicrenin enerji kaynaklarindan yararlanan enerji paraziti bakterilerdir (15). Yasam

sikluslar1 dimorfik olmasi nedeniyle ii¢ sekilde bulunabilirler.
2.3.1.Elementer Cisimcik (EC)

Chlamydia cinsi bakteriler, enfekte ettikleri hiicrelerin sitoplazmalarinda inkliizyon
olusturarak iirerler. Hiicre dis1 enfekte form olan EC duyarli konak hiicreye yapisir. Bu
yapismadan reseptorlerin mi yoksa bakteri yiizey proteinlerinin mi sorumlu oldugu tam
olarak aciklanamamaktadir (20). Klamidyalarin enfeksiyondan sorumlu formu
elementer cisimciktir. Hiicre disinda bir siire canli kalabilmelerine ragmen replike
olamazlar. Kiiciik, yuvarlak, 150-350nm capinda, elektron yogun cisimcikler olup
ortalarinda bir ¢ekirdekleri vardir. Ribozomlar1 ve cevresi ii¢ tabakali bir ceperle
cevrilmis sitoplazmali yapilardir. Morfolojik olarak C.trachomatis ve C.psittaci’nin
EC’leri yuvarlak, C.pneumoniae’ninkiler ise armut seklindedir (21). EC’lerde, RNA ve
DNA oram birbirine esittir. Yiizeylerinde hemagliitinin vardir. Metabolik aktiviteleri
cok diistiktiir. Yalnmzca bazi kofaktorlerin yardimiyla sinirli enzimatik aktiviteleri ile
glikozu katabolize edebilirler ve son iiriin karbondioksit olana kadar ayristirabilirler.
Sadece bazi lipitleri sentezleyebilirler. EC, rolatif olarak sonikasyon ve tripsine direngli
olup gecirgen degildir. Peptidoglikan tabakas1 icermemesine ragmen, disiilfit baglar1 ile
birlesmis MOMP sayesinde dis etkilere kars1 direnclidir. Hiicre duvari, baslica bir cesit
proteinden olugmasi, peptidoglikan icermemesi ve periplazmik araliginin

bulunmamasiyla Gram negatif bakterilerden farklilik gosterir (11,15,22).



2.3.2.Retikiiler (inisiyal) Cisimcik (RC)

Klamidyalarin hiicre i¢ine girdikten sonra olusturduklar1 formdur. Bu cisimcikler ince
ceperli ve yuvarlaktirlar. Ortalama 800-1500nm ¢apinda, i¢cinde niikleer fibriller ve
ribozomlar bulunan cisimciklerdir. RNA igerigi DNA iceriginden 3-4 kat fazladir.
Bunlar elektronlara karsi daha az yogundur. Hemagliitinin icermezler. Hiicre duvari,
lipopolisakkarit (LPS) agirliklidir. Rolatif olarak sonikasyon ve tripsine duyarli ve
EC’den daha gecirgendir. Metabolik olarak c¢ok aktif olmalarma karsin ATP
sentezleyemezler, ATP/ADP transport sistemi ile konak¢1 hiicreden enerji gereksinimini
karsilarlar. Niikleik asit 6n maddelerini konakg¢1 hiicreden saglamak kosulu ile kendi

enzimlerini kullanarak DNA ve RNA molekiillerini sentezleyebilirler (11,15,16,22).
2.3.3.Ara (intermediate) Cisimcik (AC)

EC ve RC arasinda gelisme esnasinda olusan ara karakterdeki cisimciklerdir.

2.4. CHLAMYDIA TRACHOMATIS’IN UREME SIKLUSU

Chlamydia cinsi bakteriler, enfekte ettikleri hiicrelerin sitoplazmalarinda inkliizyon
olusturarak iirerler (20). Klamidyal enfeksiyon dongiisii, elementer cisimin konak hiicre
yiizeyine yapismasi ile baslar (23). EC’ler konak hiicreye baglanirlar ve konak hiicre
tarafindan fagosite edilmeleriyle de (endositoz) iireme siklusu baslar. Konak hiicreye
baglanmada, konak¢1 hiicre reseptorleri, EC’nin hemagliitinin antijeni ve elektrostatik
giicler sorumlu tutulmaktadir. Prostoglandinlerin de hiicre i¢i guanozin diizeyini arttirip,

membran akigkanligini degistirerek, endositozu baslattiklar ileri siiriilmektedir (11).

EC’lerin fagositoz olayinda aktif olarak rol aldiklar1 diisiiniilmektedir. Fagositoz
yetenegi olmayan hiicrelerin de bunu gerceklestirmeleri buna delil olarak
gosterilmektedir. Is1 ve UV ile inaktive edilmis EC’ler de fagositozu bagslatabilirler (16).
EC fagosite edildikten sonra etrafinda, konak hiicre membranindan meydana gelen bir
sitoplazmik vakuol olusturulur. EC’ler, heniiz bilinmeyen bir mekanizma ile fagozom-
lizozom birlesmesini Onleyerek (inaktif veya antikorla kapli degillerse) lizozomal
hidrolazlarin etkisinden kurtulurlar. Bu sirada, enfektivitesini kaybeden EC, RC’ye
doniisiim ile ilgili morfolojik ve molekiiler degisimler yasar. Enfeksiyonun 6-8.
saatlerinde vakuol icerisinde EC’de RC’ye doniisiim tamamlanir ve daha sonra RC,
ikiye boliinerek cogalma asamasmi baglatir. Sekiz ile onikinci saatlerde vakuol

icerisinde yaklasik 4-16 adet RC bulunur. Boliinme enfeksiyonun 18-24. saatlerine
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kadar devam eder. Bu arada, cisimciklerin sayilarmin artmas: ve boyutlarinin
kiigiilmesine bagli olarak vakuol biiyiir inkliizyon cisimcigi olusur. Bu donemde,
cisimciklerde protein-karbonhidrat komplekslerinin senteziyle iligkili merkezi
yogunlagsma baslar. Glikojen birikmesine bagl olarak iyodin ile boyanabilme 6zelligi

kazanir (11).

Yogunlagma, 24-48. saatlerde devam ederek yeniden EC’ye doniisiim baglar. Bu olayda
temel etken, MOMP yapisindaki degisikliktir. RC’de ac¢ik halde bulunan disiilfit baglar1
birlesir ve sisteinden zengin proteinlere baglanarak yeniden EC’nin dayanikli yapisi
olusur. Bu sirada ara cisimcik denilen gecis formlar1 da goriilebilir (15). EC’ye
doniisiimiin  tamamlanmas1 enfeksiyonun 48-72. saatlerinde olur. Klamidyal
proteinazlarin da etkisiyle vezikiil yirtilarak 100 ya da daha fazla EC ekstraselliiler

ortama salmir (Sekil 2.2) (11).

C.pneumoniae ve C.trachomatis tiirlerinin EC olarak konak hiicreden salinimlari, ters
endositoz ile olmakta dolayisiyla konak hiicre hasar gormemektedir, C.psittaci tiiriinde

ise konak hiicre par¢alanmaktadir (24).

infeksiyiz EB'nin EB'nin hiicreye
salimmi yapigmasi ve girigi

l

Saatler

Olgun inkliizyon EB — HB

\ 20 18 ‘/
. g RB'nin
RB — EB | NSO Cogalmas

Sekil 2.2. Klamidyalarin tireme siklusu (14).
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2.5. ANTIJENIK YAPI

Klamidyalarin yiizey yapisiyla ilgili bircok proteinleri vardir. Gram negatif enterik
bakterilerinkine cok benzeyen, ancak ilave bir antijenik determinanti bulunan
lipopolisakkarit icerirler. Bunlardan biri olan MOMP, cinse, tiire, alt tiire ve serotiplere
0zgiil determinantlara sahiptir. C. trachomatis’in antijenlerinden MOMP’ye karsi
olusan antikorlar, C. trachomatis’in enfektivitesini in vitro olarak notralize ederler ve
mikro immiinoflouresan (MIF) testindeki reaksiyonlarin biiyilk cogunlugundan

sorumludurlar (11).

Son zamanlarda MOMP geninin (OMP1) niikleotid dizilimine gore serovarlar arasinda
farkliliklar oldugu tespit edilmistir. Bu trahomun genital enfeksiyonunun molekiiler
epidemiyolojisinin tanimlanmasinda énemlidir. Immiin dominant cins spesifik epitoplar
lipopolisakkaritlerde olmakla beraber, cins reaktif epitoplar MOMP’deki 60 kD
agirhigindaki C-Reaktif Protein ve 60 kD agirligindaki 1s1 sok proteininde (heat shock
protein, HSP60) gosterilmistir. Klamidyalardaki lipopolisakkaritler diger Gram negatif
mikroorganizmalarinkine ile benzerlik gosterir. Ozellikle Salmonella typhimurium ve
Salmonella Minnesota ile benzerdirler. Ancak 2.4 ve 2.8 baglarinda 3-deoksi-D-manno-

oktiilosonik asit trisakkarit icerir (11,16).

Klamidya tiirlerinde antibiyotik duyarliligi, inkliizyon morfolojisi, konak hiicre se¢imi
farklidir. Tiire 0zgii antijenler, MIF yontemiyle belirlenir. Antijenik yapilar
lipopolisakkarit ve bazi dis membran proteinlerine bagli olarak degismektedir. Dis
membran proteinleri Ozellikle alt tiirler arasinda farkliliklar gostermektedir. C.
trachomatis’in tiim suslar siilfonamitlere duyarh iken C. pneumoniae ve C. psittaci’nin
cogu susu direnclidir. Klamidya genomu 660x10° dalton agirhgindadir ve mikoplazma
hari¢ diger prokaryotlardan daha kiiciiktiir. C. psittaci ve C. trachomatis yaklasik 7.5 kb
agirhiginda plazmid icerirler (11).

2.6. BOYANMA OZELLIKLERIi

Klamidyalarin boyanmalar1 gelisme donemlerinin 6zelliklerine goére degisiklikler
gosterir. EC, Giemsa boyasi ile morumsu renge; Macchiavello boyasiyla, maviye
boyanan hiicre sitoplazmasi ile zit renk olusturacak bir sekilde kirmiziya boyanirlar.
Enfeksiydz olmayan biiyilkk RC’ler ise Giemsa ile mavi renkte goriiniirler. Lugol

soliisyonu ile biitiin inkliizyon cisimcikleri koyu kahverengi olarak goriilir. Gram
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boyasi bu etkenlerin tanimlanmasinda anlamli degildir. Klamidyalar immiinofluoresan

yontemiyle boyaninca parlak yesil renkte goriiniirler (10,15).
2.7. FiZIKSEL VE KIMYASAL ETKIiLERE DIRENC

Klamidyalarin direnci, i¢inde bulunduklar1 form ile yakindan iliskilidir. Hiicre disinda
cok dayaniksizdirlar ve 1s1 ile hizla inaktive olurlar; 60 °C’de 10 dakikada, 37 °C’de 48
saatte ve 0 °C’de birkag haftada canliliklarin1 kaybederler. Klamidyalar, -50 °C ve -70
°C’de saklama ile uzun yillar canli kalabilirler. Liyofilizasyon ile uzun siire
saklanabilseler de enfektivitelerinin cogunu kaybederler. Eter veya etanol ile 30
dakikada, %0,1’lik formalin veya %5’lik fenol ile 24 saatte inaktive olurlar. Havada
kurutulan klamidyalarin bir kism1 uzun siire enfektif kalabilir (11,25,26). C.trachomatis
suslar1, endojen folat sentezi yaptiklar1 i¢in sulfonamidlere duyarlidirlar. Protein sentezi
inhibitorlerinden, tetrasiklin ve eritromisin klinik enfeksiyonlarin cogunda etkili
olmaktadirlar. Ayrica flourokinolonlara, azitromisine ve sefalosporinlere de
duyarhdirlar. Bakterilerde oldugu gibi, hiicre zar1 mukopeptidlerinin sentezi, penisilin
ve sikloserin ile Onlenebilmektedir. Bununla birlikte, bu hiicre duvar1 inhibitorleri daha
cok morfolojik yonden defektif sekillerin olusmasina yol ag¢makta, hastaligin
tedavisinde etkisiz kalmaktadir. Aminoglikozidlerin klamidyalar iizerindeki inhibitor

etkisi ¢ok diisiiktiir. Klamidya hiicre duvarimna lizozim etkili olmamaktadir (22,26).
2.8. PATOLOJI VE PATOGENEZ

Klamidyalar, kadinlarda prepubertede ektoserviks, vulva ve vageni; pubertede ise
endoserviks, endometrium ve salpingleri doseyen skuaméz (tek kath silindirik) veya
pseudoskuamoz (yalanci ¢ok katli, silindirik) epitelyum hiicrelerini; erkeklerde ise distal
iretradan baglayarak epididimise kadar uzanan yolu orten benzer yapidaki hiicreleri
enfekte ederler. Enfeksiyon odaginda ve mukozada Chlamydia antijenine karsi olusan
selliller ve humoral immiin cevabin yol a¢tig1 iltihap, mukozal frajilite ve submukozada
yer yer mikroabseler ve lenf nodiillerinin hiperplazisi  karakteristiktir.
Reenfeksiyonlardan sonra siklikla 3.donem lenf follikiilleri goriiliir. Bunlarin

ilserasyonunu takiben gelisen graniilomatdz doku obstriiksiyona yol agabilir (27).
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2.9. KLiNiK OZELLIKLERIi

C. trachomatis enfeksiyonlar1 dort farkl alanda incelenir.
1. Klasik okiiler trahom
2. LGV

3. Yetiskinlerde diger okiilogenital hastaliklar

4

. Yenidogan enfeksiyonlar1 (11).
2.9.1. Klasik okiiler trahom

Endemik trahomun oldugu bolgelerde genellikle ilk enfeksiyon yasamin ilk yillarinda
ortaya cikmakta ve birkac yilda persistan hal almaktadir. Kulucka siiresi yaklagik 3-10
giindiir. Baslangi¢c enfeksiyonunun c¢ogunlukla kendiliginden iyilesmesine ragmen,
genellikle ya tekrar enfeksiyon olugmakta ya da bakteriyel konjunktivit ile
siiperenfeksiyon olmaktadir. Ilk dsnemde papiller hipertrofi ve inflamatuvar infiltrasyon
ile birlikte kronik follikiiler konjunktivit seklinde ortaya cikar. Hastalik ilerleyince
konjunktivada skar olusur ve skar korneaya yayilir. Ilave olarak goz kapaginm ic yiizeyi
skarlasir, kirpikler doner ve korneayr asindirir. Ulserasyon ve gorme kaybi bunun

sonucu olusur (28).
2.9.2. LGV

LGV C. trachomatis LGV serovarlarinin neden oldugu cinsel yolla bulasan bir
hastaliktir. Afrika, Hindistan, Giineydogu Asya, Giiney Amerika ve Karayip Adalarinda
endemiktir. Sporadik olarak baska yerlerde de ortaya cikabilmektedir (11). U¢ faz1

vardir.

Faz 1: Genellikle deri kivrimi ve genital mukozadaki primer lezyondur. C. trachomatis
skuamoz epiteli enfekte etmez. Organizma kiiciik catlaklar yoluyla dis genital sistemde
lezyon olusturur. Primer lezyon genellikle kiiciik papiil veya herpetiform iilserdir.
Semptom vermeyebilir veya cok az verebilir. Enfeksiyonun kazanilmasindan sonraki 3-

30. giin icerisinde goriiliir ve skarsiz olarak hizla iyilesir (29).

Faz 2: Primer lezyondan sonraki 1-2 haftada ortaya c¢ikar. Sistemik semptom ve
lenfoadenopati (LAP) ile karakterizedir. Hastalarin 2/3’tinde tek tarafli LAP vardir.
Inguinal LAP faz 2’deki en karakteristik bulgudur ve siklikla tanisaldir. Lenf nodu
baslangicta eritemli ve hassastir. Inflamatuar siirecteki asir1 periadenitin  doku

etrafindaki lenf noduna yayilmasi sonucu inflamatuar kitle olusur. Kitle apselesir,
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bubon olusur. Bu fazda sistemik bulgu, ates, bas agris1 ve kas agrisidir. Cogu vakada

onemli bir sekel birakmaz (29).

Faz 3: Faz 3’te dis genital bolgedeki iilserasyon ile hipertrofik kronik graniilomatoz
lezyon ortaya cikar. Lenfatik tikaniklik erkekte ve kadin genital sisteminde ayni

zamanda elefantiyaza neden olabilir (29).
2.9.3. Yetiskinlerde Diger Okiilogenital Hastalhlar

Inkliizyonlu konjunktivit: Yetiskinlerdeki akut folikiiler konjunktivit seklindeki goz
enfeksiyonlar1 siklikla gozde yabanci cisim hissi vermektedir. Semptomlar genellikte
tek taraflidir. i1k iki haftada piiriilan olan mukoid akint1 ve hiperemi baskindir. Bunu
lenfoid folikiil formasyonu (korneal lezyon ve epitelyal keratit ile beraber) kan damar1
ve kornea tutulumu takip eder. Okiiler trahomdan ayirt edilemez. Enfeksiyon genellikle
komplikasyonsuz olarak iyilesmesine ragmen, tedavi edilmezse veya uygun tedavi

edilmezse birkag¢ ayda persistan olabilir ve trahomdakine benzer skar olusabilir (11,16).

Urogenital enfeksiyonlar: Erkeklerde iiretrit, epididimit, prostatit, proktit ve
protokolite neden olurken, kadinlarda servisit, endometrit, salpenjit, ektopik gebelik,
infertilite ve dogum komplikasyonlarma neden olurlar. Asemptomatik enfeksiyon
erkeklerde yaygin olmasina ragmen, semptomatik gonokoksik olmayan iiretritlerin
9%30-50’sinin, gonokoksik iiretrit sonrasi gelisen iiretritlerin biiyiik bir boliimiiniin
sebebidir. C. trachomatis gonokoksik {retritli erkeklerin %?20’sinde izole
edilebilmektedir. Semptomatik klamidyal {iretritte inkiibasyon periyodu genellikle 7-14
giindiir. Gonokokal iiretritlerdeki daha piiriilan akintinin aksine beyaz, gri, bazen temiz
olan akint1 ve diziiri vardir. Bu akimnt1 sadece sabahlar1 olur ve ¢izgi seklindedir. Bazi

hastalar camasirda leke birakmadigi icin akintiy1 fark edemeyebilirler (30).

Enterobacteriaceae’ler (Ozellikle E.coli) 35 yasimndan biiyiikklerde en sik olarak
epididimite neden olurken, 35 yas alt1 erkeklerde epididimitin en 6nemli sebebi C.
trachomatis ve N. gonorrhoeae’dir. Klamidya epididimiti akut fazda siklikla
oligospermiyle birliktedir. Fakat uzun donem takip yapilmadigindan infertiliteye neden
olup olmadigi kesin degildir. Asemptomatik rektal tasiyicilik hem yenidoganda hem de
yetiskinde olabilmektedir. C. trachomatis heteroseksiiellerde prokrit ve proktokolitin en

onemli sebebidir. Proktokolitli hastalarda ates, rektal agr1 ve tenesmus vardir (11).
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Kadinlarda bu bakteriyle olusan genital enfeksiyonlar asemptomatik olarak
seyretmesine ragmen, sonug¢larindan dolayr cok ciddi problem olustururlar (11,16).
Endoservikal enfeksiyonlarin yaklasik %70’1 semptomsuzdur veya diziiri, hafif karin
agrisi, kanama, vajinal akinti gibi hafif semptomlar1 vardir (31). Endoservikal C.
trachomatis’li kadmlarin %8’inde tahmini olarak akut salpenjit gelismektedir.
Endometrit aynm1 zamanda mukopiiriilan servisitli kadinlarin %40’mda mevcuttur ve
tahminen tedavi edilmemis salpenjite bagl olarak gelismektedir. Pelvik inflamatuar
hastalik, akut formdan perihepatit veya asit ile siddetli hastaliga kadar giden klinik
durumda goziikebilir (32). Hem akut hem de sessiz subklinik hastaligin uzun donem
sonucu, tubal infertilite, ektopik gebelik ve kronik pelvik agri sendromudur. Vaka
kontrol caligmalarinda gecirilmis klamidyal enfeksiyon serolojisi ile ektopik gebelik
arasinda giiclii bir birliktelik oldugu goriilmiistiir (32,33). Bir ¢alismada ektopik
gebelikli kadinlarin %?22’sinde klamidyal HSP60’a kars1 spesifik antikor tespit
edilmistir (33). C. trachomatis’in etken olarak kabul edildigi spontan abortuslu
kadinlarda, endoservikal kiiltiir negatifken antiklamidyal IgG titresi bulunmustur. Bu da
daha Onceden gecirilmis veya persistan enfeksiyonun spontan abortus ile beraber

olabilecegini diisiindiirmektedir (11).
2.9.4. Yenidogan Enfeksiyonlari
Yenidogan Inkliizyonlu Konjunktiviti

Yenidogan enfeksiyonlar1 genellikle dogum esnasinda kazanirken, perinatal ve postnatal
temas ile de kazanabilirler. Enfekte anneden dogan ¢ocuklarin %22-44’{inde yenidogan
konjunktiviti gelisirken yaklasik bunlarin %60’inda da serolojik pozitiflik vardir.
Genelde inkiibasyon dogumdan sonraki 5-12. giindiir. Baslangic bazen 6. haftaya kadar
gecikebilir. Tipik sulu okiiler akint1 olusur. Progresif olarak daha piiriilan hal alir, goz
kapaklar1 siser, konjunktiva eritemli olur ve kalinlasir. Dogumda konjunktivada lenfoid

tabaka olmadigi i¢in follikiiller gelismez, 3-6 hafta sonra ortaya cikarlar (34).
Yenidogan Pnoémonisi

Enfekte anneden dogan ¢ocuklarn %11-20’sinde pnomoni gelisebilir. Yenidoganlarda
Oksiiriik, tasipne, nazal akint1 ve/veya tikanma gibi semptomlar 8 haftadan dnce ortaya
cikar. Bulgular genellikle orta derecededir ve ates yoktur. Periferal eozinofili, arteriyal
hipoksi ve serum immunglobilin seviyelerinde yiikseklik karekteristiktir. Genellikle

nazofaringeal siiriintli Orneklerinden antijenin gosterilmesi ve antiklamidyal IgM
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titresinin yiiksek olmasi ile tan1 konur. Hayatin ilk 6 ayinda klamidyal pndmoni gegiren
cocuklarda 8 yila kadar astim ve obstiiriktif akciger hastaliginin normalden daha yiiksek

oldugu gosterilmistir (35).
2.10. LABORATUVAR TANI
2.10.1. Orneklerin Toplanmasi ve Saklanmasi

Klamidyal enfeksiyonlarin laboratuvar tanisinda geleneksel Ornekler; konjunktival
kazintilar, iiretral, servikal veya rektal kazint1 6rnekleri, balgam, bogaz c¢alkant1 sivisi,
doku biyopsileridir. Ornek alirken epitel hiicrelerinin toplanmasina dzen gosterilmelidir.

Serolojik inceleme icin de kan kullanilmaktadir (21,22).

Klamidyalar, zorunlu hiicre i¢i patojenler olduklari i¢in, hasta 6rneginin alinmasinin
amaci; mikroorganizmalar1 iceren konak hiicrelerinin toplanmasi olmahdir. C.
trachomatis’in genital sistem enfeksiyonlarinda genellikle ©Ornek alinan yerler
kadinlarda endoserviks, erkeklerde iiretradir. Kadinlarda yeterli miktarda kolumnar ve
skuamokolumnar hiicre iceren uygun Ornegin alinmasi icin spekulumla jinekolojik
muayene yapilmalidir. Ekiivyon skuamokolumnar bileskenin 1-2 cm 6Gtesine serviks
icine sokulup iki kereden fazla cevrilmeden Once iltihapli bir akint1 varsa

temizlenmelidir, ekiivyon ¢ikartilirken vajen mukozasina dokunulmamalidir (36).

Erkeklerden ornek, iiretranin 3-4 cm icine kuru bir ekiivyonun sokulup birka¢ kez
cevrildikten sonra cekilmesi seklinde alinmaktadir. Ornek alinmadan once idrar
yapmak, testin duyarliligmi diisiirebilir, ¢iinkii enfekte kolumnar hiicreler idrarla
yikanabilir. C. trachomatis kadin iiretrasim da enfekte eder ve serviksin yanisira
iretradan da 6rnek alip her ikisinide ayr1 ayr1 laboratuvara gondererek daha iyi 6rnek
toplanmasi saglanabilir. Salpenjiti olan kadinlardan ©Ornek alimi, etkilenen fallop
tiiptinden igne aspirasyonu ile yapilabilir. Endometrium orneklerinden de klamidya
izole edilmistir. Diger uygun ornek alinacak bolgeler, klamidyal goz enfeksiyonunda
(trahom, inkliizyon konjunktiviti, yenidogan konjunktiviti) konjunktiva, yenidogan
pnomonisinde nazofarinks ve daha derin solunum yolunu igerirler. Escinsel erkeklerde
anal bolge ve farinksten alman 6rnekler uygundur. LGV siipheli olgularda, iilserlerden
stiriintiiler, bubon s1vis1 aspirasyonlari, rektal veya iiretral siiriintiiler, tasima besiyerinde

toplanmalidirlar (37).
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Toplanan Ornekler, ortamdaki diger bakteri ve mantarlarin tiremesini engellemek icin
gentamisin, vankomisin ve amfoterisin B gibi antibiyotik ve antifungal etkenleri iceren
“sucrose-phosphate buffer” (2SP) gibi bir tasiyic1 ortama konulur. Tasiyict medium asla
penisilin icermemelidir. Ciinkii penisilin in vifro inhibitdr etki gostermektedir.
Orneklerin toplandiktan hemen sonra veya kisa bir siire sonra inokiilasyonu iyi bir
kiiltiir icin tercih edilmektedir. Ancak tasima besiyeri icinde +4°C’de 24 saat
bekletilebilir. Daha uzun siire tutulmasi zorunlu ise hizla dondurulmal ve -70°C’de
saklanmalidir. Dondurulmus o6rnekler inokiilasyondan hemen once 37°C’lik su
banyosunda hizla c¢oziindiiriilmelidir. Bu tek dondurup c¢o6ziindiirme islemi dahi

enfektiviteyi azaltabilir (21).
2.10.2. Mikroskopi ile Direkt inceleme

Klamidyalar tarafindan olusturulan inkliizyon cisimciklerinin Giemsa veya iyod ile
boyanarak goriilmesine dayanan tarihi bir yontemdir. Bu yontem giiniimiizde bazen
neonatal inkliizyon konjunktiviti olgularinda kullamlmaktadir (38). iyot boyas1 ile C.
trachomatis inkliizyonlarinin goriilebilmesi olasi ise de; bu yontemle enfekte hiicrelerde
ancak gelisme doneminde glikojenin saptanabilmesi ve yine skuamoz hiicrelerin normal
kosullarda da glikojen icermelerinden dolayi, iyot boyasi Giemsa boyasindan daha az

duyarhidir (15).
2.10.3.Hiicre Kiiltiirii

Canli sistemlerden fare inokiilasyonu, rutin bir tan1 yontemi olarak kullanilmamaktadir.
Embriyonlu tavuk yumurtasi sar1 kesesine inokiilasyon yontemi ise tamisal degeri
yiiksek olmasina karsin, uygulamada karsilagilan giicliikler nedeniyle giiniimiizde ancak
antijen elde etmek amaci ile basvurulan bir tekniktir. Diger taraftan klamidyalarin
yaklasik 30 yildan beri ¢esitli doku kiiltiirlerinde iiretilmekte olmasi, bu etkenlere bagl
enfeksiyonlarin laboratuvar tanisinda ©Onemli atilimlarin gerceklesmesine olanak
saglamistir. Halen doku kiiltiiri, en duyarli yontem olarak klamidyal enfeksiyonlarin
tanisinda bir referans olarak kabul edilmekte ve “altin standart” olarak

nitelendirilmektedir (15).

C. trachomatis iiretilmesi i¢in basta McCoy olmak iizere Hep-2, Hela 229 ve BHK-21
gibi bir¢ok hiicre tipi 6nerilmektedir. Bunlar arasinda en ¢ok kullanilani insan sinoviyal
hiicrelerinden iiretilen, ancak daha sonralar1 fare fibroblastlar1 ile kontamine olmus ve

bugiinkii 6zelliklerini kazanmis bir doku kiiltiirii sistemi olan McCoy hiicreleridir. Bu
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hiicrelerin 1smlanmalar1 veya iiretildikleri ortama sikloheksimid gibi ¢ogalmalarini
durduran bir madde eklenmesi halinde, klamidyalarm izolasyon sans1 ¢ok artmaktadir.
Ayni sekilde hastadan alman 6rnegin doku kiiltiirii tizerine santrifiij edildikten sonra
ekilmesi, klamidyalarin daha yiiksek oranda iiretilebilmelerine yardimci olmaktadir
(15,25,39). Klamidyalar sozii edilen doku kiiltiirlerinde ortalama 48-72 saat i¢cinde
iiremektedirler. Inkiibasyon siiresinin sonunda, klamidyalarm iireyip iiremedikleri, iyot
veya Giemsa ile boyanmasi veya DFA yontemi ile arastirilir. Enfekte hiicrelerde
klamidyalarin iiremesine bagl olarak glikojen matriks liigol ile kirmizimsi kahverengi
goriinimde, EC’ler ise Giemsa ile mor renkte ve hiicre niikleusunu kenara itmis bir
sekilde saptanirlar. Lamellerin fluoressein izotiyosiyanat ile isaretlenmis monoklonal
antikorlar kullanilmak suretiyle incelenmeleri halinde ise inkliizyon cisimcikleri,
karakteristik yesil kitleler halinde goriiliirler (15). Doku kiiltiirii yonteminin duyarhligi,
teorik olarak %100 olmakla beraber, 6rnek alma, saklama, transport ve kullanilan

yontem gibi baz1 faktorlerin etkisiyle bu oran %70-80’e diisebilmektedir (15).
2.10.4. Antijen Tayini

Antijen arama tekniklerinde kullanilan antikorlar, MOMP veya LPS antijenlerini
tanimaktadirlar. Bunlardan biri, DFA teknigidir. Bu teknigin temeli hastalardan alinan
klinik 6rneklerden hazirlanan preparatlarin fluoressein izotiyosiyanat ile isaretlenmis C.
trachomatis monoklonal antikorlar1 ile karsilastirilarak Ornekte bulunan antijenlerin

saptanmasidir (40).

Kullanilan diger bir antijen arama teknigi ise EIA’dir (41). EIA, DFA gibi tecriibeli bir
goze ve immun floresan mikroskobu gibi ek donanima gerek gostermez. Antijen antikor
reaksiyonlar1 spektrofotometrede okutularak saptandigindan DFA’a gore daha nesneldir
(41). Optik immunoassay (OIA) adi verilen bir hizli teknik ile ince film yiizeyinde
olusan antijen antikor etkilesimi antikoru tantyan konjugat araciligi ile gozle goriilebilir

hale getirilmektedir (42).

Son yillarda klamidyal hastaliklarin tanisi amaci ile gelistirilen c¢esitli Enzyme Linked
Immunosorbent Assay (ELISA) yontemleri, bu alanda ¢alisan pek cok kisi tarafindan
biiylik bir cosku ve yine asir1 bir iyimserlikle karsilanmistir. Gergcekten de ELISA
yontemi, DFA testinin aksine objektif dlciitlere gore degerlendirildigi gibi, testi yapan
icin de daha uygulanabilirdir. Diger taraftan ELISA yonteminde alinan 6rneklerin DFA
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testinde oldugu gibi uygun olup olmadigini saptamaya olanak yoktur. Dolayisiyla

saptanan yalanci negatif sonuglarin da degerlendirilmesi miimkiin olmamaktadir (43).
2.10.5. Serolojik yontemler

Kompleman birlesme deneyi klamidyal antikorlarin gosterildigi ilk serolojik yontemdir.
Kompleman birlesmesinde kullanilan antijen, embriyonlu yumurtanin sar1 kesesinde
tiretilen C. trachomatis’in kaynatilmasi ve fenolle karistirilmas ile elde edilir. Bu test
psittakoz ve LGV icin siklikla kullanilmakla birlikte okiiler ve genital enfeksiyonlar i¢cin

duyarsizdir. Daha sonra MIF yontemi gelistirilmistir (44).

MIF kompleman fiksasyon deneyine gore daha duyarli ve 6zgiil bir yontemdir. Bu
yontemle IgA, IgM, IgG antikorlar1 6l¢iilebilmektedir. Ancak gecirilmis enfeksiyonlara
bagl serokonversiyon bu yontemin tanmida kullanilabilirligini sinirlamaktadir. Bu
antikorlar kiiltir olumsuz hastalarda da bulunabilmektedir. Serolojik testler,
epidemiyolojik degerlendirmelerde, 6zellikle populasyondaki klamidya ile karsilasma

oraninin saptanmasini amaglayan genel taramalarda kullanilmistir (45).

Frei deri testi, duyarlilig1 ve ozgiilliigii yiiksek tanisal testlerin olmadigi, uzun bir zaman
sirecinde, C. trachomatis’in olusturdugu LGV tanisinda kullanilmistir. Ancak Frei testi
diger klamidyalarla olusan enfeksiyonlarda da olumlu sonug¢ verdiginden giiniimiizde

kullanilmamaktadir (45).
2.10.6. Molekiiler Tam Yontemleri
2.10.6.1. Niikleik Asit Hibridizasyonu (NAH)

Gen-Probe PACE 2 (Gen-Probe, Amerika) testiyle replike olan klamidyalarda cok
sayida kopyasi olan ve tiire spesifik olan klamidyal 16S rRNA geninin hibridizasyonu
yapilir. Mevcut verilere gore bu test, antijen tespiti ve hiicre kiiltiirii yontemleri kadar

duyarl1 ve nispeten biraz daha 6zgiildiir (46).
2.10.6.2. Niikleik Asit Amplifikasyon Teknikleri (NAAT)
2.10.6.2.1. Polymerase Chain Reaction (PCR)

PCR yontemi klamidyal enfeksiyonlarin tanisinda son yillarda gittikge artan oranlarda
kullanilmaktadir. PCR testinde klamidyal 6zgiil DNA parcasi olarak 16S rRNA, ortak
plazmid (kriptik plazmid) veya MOMP gen dizilimleri secilir. PCR yontemini doku

kiiltiirii ile karsilastirmak amaciyla yapilan calismalarda elde edilen sonuglara gore her
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iki yontem arasinda %100 oraninda bir uyum oldugu, bir baska deyisle PCR
duyarliligmmin %100 oldugu saptanmistir. Hatta doku Kkiiltiiriinde {ireme olmayan

olgularda da, PCR yontemi ile daha fazla pozitiflik saptanabilmektedir (15).
2.10.6.2.2. Ligase Chain Reaction (LCR)

Sistem DNA cogaltilmas: amaci ile gelistirilmis bir prob hibridizasyon-ligasyon
yontemidir. Bu sistem; primerlerden amplikonlar iiretmek yerine, problarin
amplifikasyonunu saglar. PCR gibi termal dongii cihazina ihtiya¢ duyulur. Termostabil
ligaz enziminin kullamildigt LCR ile sadece iki primer boyu kadar uzunlukta
amplikonlar elde edilir. Denatiirasyon isleminden sonra, kalip tek zincirli DNA
izerindeki hedef dizilere pes pese yerlesen oligoniikleotid problar, termostabil ligaz
enzimi yardimu ile birlestirilirler (ligasyon). Ligasyona ugramis oligoniikleotid c¢iftleri
ve orijinal diziler bir sonraki siklusta kalip olarak kullanilir. Boylece birinci siklusta iki
adet kalip DNA olusur. Tekrarlayan denatiirasyon, baglanma ve ligasyon sikluslari
sonunda reaksiyon {iiriinlerinde ekspotansiyel bir birikim gerceklesir ve milyarlarca

hedef dizi tiretilir (47).
2.10.6.2.3. Transcription Mediated Amplification (TMA)

TMA; transkripsiyon bazli, otokatalitik bir diger izotermal RNA amplifikasyon
yontemidir. Sistem, RNA polimeraz ve reverz transkriptaz enzimleri yardimi ile RNA
cogaltilmasi esasina dayanir. Amplifikasyon islemi sonunda ortaya ¢ikan amplikonlar
RNA’dir. TMA ile her siklusta iiretilen amplikonlarin sayis1 100-1000 arasinda
degismektedir. Son derece hizli ve duyarli olan TMA yontemi, RNA’nin DNA’ya gore
daha labil olmasi nedeniyle, kontaminasyon riskini azaltarak ozgiilliikte artis

saglamaktadir (47).
2.10.6.2.4. Strand Displacement Amplification (SDA)

PCR’a benzeyen bu yontem, E. coli DNA polimerazi Klenow pargasinin cift zincirli
DNA iizerinde kesimli tek zincir varliginda, bu noktadan baglanarak, bir zinciri ayirip
digeri iizerinde DNA sentezi yapabilme yetenegine dayanir. Biitiin tepkime 37°C’de
yiiriitiilir ve primer baglanmasi, kesilme, zincir ayrilmasi ve DNA sentezi PCR’da
oldugu gibi 6zgiil bir bolge geometrik olarak cogaltilir. Yontemin ozgiilliigii yine
sadece aranan etkene 6zgii DNA dizilerini taniyacak primerlerin kullanilmasima baghdir

7).
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2.10.6.2.5. Real-Time Polymerase Chain Reaction (RT-PCR)

Klasik PCR’dan farki amplifikasyonun ger¢ek zamanl (real time) olarak izlenmesidir.
Avantaj1 ekstra goriintiilemeye gerek duyulmamas: ve kantitasyona olanak vermesidir.
Ayrica, dizilemeye gerek olmaksizin tek niikleotid farkliliklar1 saptanabilmekte ve
genotiplendirme yapilabilmektedir. Degisik formatlarda tasarlanabilir. Ozel bir saptama
sistemine sahip PCR cihaz1 gerektirir. En ¢ok viral yiikiin Onem tasidigi viriis
hastaliklarinda, ¢evre ve besin mikrobiyolojisinde (mikrop yiikiiniin belirlenmesinde)

kullanilmaktadir (47).
2.11. EPIDEMIYOLOJi

C. trachomatis’in A, B, Ba ve C serovarlar1 6zellikle az gelismis ve gelismekte olan
ilkelerdeki kirsal bolgelerde trahom (inkliizyonlu konjunktivit) etkeni olarak
enfeksiyon olusturur. Kuru ve sicak iklim ile hijyen kosullarinin saglanamadigi
durumlar bu enfeksiyonun riskini arttirmaktadir. Onlenebilir korliik olarak bilinen
trahom, genellikle kirli eller, ortak kullanilan kirli esyalar ve karasineklerle yayilan bir

enfeksiyondur (37).

C. trachomatis’in D-K, L1, L2, L3 serovarlar1 6zellikle sanayilesmis iilkelerde cinsel
yolla bulasan hastaliklar (CYBH) sorumlu tutulmaktadir. C. trachomatis’in bu
tirogenital kokenleri, erkeklerde siklikla iiretrit ve epididimit, kadinlarda ise servisit ve
pelvik inflamatuar hastalikk olusturmaktadir. Lenfograniiloma venerum ise
C.trachomatis’in etkeni oldugu diger bir veneryan hastaliktir (37). LGV diinyanin her
yerinde goriilen bir hastaliktir. Hastaligin baslica kaynagi erkek homoseksiieller olup,
Afrika ve Giiney Amerika’da yaygindir. Akut LGV erkelerde, asemptomatik LGV ise
kadinlarda daha sik goriilmektedir (48).

C. trachomatis Diinya Saghk Orgiitiine (DSO) gore tiim diinyada 1995 yilinda 89
milyon kiside, 2001°de 92 milyon kiside enfeksiyona neden olmustur (49,50). ABD’nde
her yil ortalama 4 milyon yeni vaka tespit edilmektedir. Ingiltere’de 16-34 yas grubu

bayanlarin %5-12’sinin bu etkenle enfekte oldugu bildirilmistir (51).

Genital klamidyal enfeksiyonlarinin morbidite ve kadm saglig1 tizerindeki dramatik
etkisi devam etmektedir. Ingiltere’de 2000 yilinda 60 000 den fazla vaka bildirimi
olmus ve ulusal takip rehberine gore 16 yasindan kiigiiklerde %13.8, 16-19 yas arasinda
%10.5 ve 20-24 yas arasmmda %7.2 oraminda enfeksiyon varligr bildirilmistir.
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Almanya’da %4.5 prevalansa karsilik olarak, %75’ini kadinlarin olusturdugu 13 000
hastada enfeksiyon tanimlanmistir. Yunanistan’da, 18-35 yas grubu kadinlarda yaklasik

prevalans %7-10.6 olarak tespit edilmistir (38).

DSO tarafindan, 1990’larda hamile bayanlarda prevalans; italya’da %2.7, Fransa’da
%3.9, Hollanda’da %4.9, Macaristan’da %5 .4, 1ngiltere’de %06.2, Danimarka’da %6.7
ve Izlanda’da %8 olarak bildirilmektedir (38).

ABD’nde, Chlamydia trachomatis’in cinsel bakimdan aktif yas grubundaki kadin
popiilasyonunda goriilme sikligi genellikle %10 dolayinda iken CYBH klinigine
basvuran kadinlarda bu oran %40’1n iizerine ¢ikmistir. Yenidoganda goriilen klamidya
enfeksiyonlari ise perinatal bulag sonucunda olusur. C. trachomatis ile enfekte annelerin
yaklasik %65’inin bebeklerinin vajinal kanaldan gecis sirasinda enfekte olduklari
bildirilmistir. C. trachomatis ile enfekte kadinlarin ise %50-70’1 asemptomatiktir. Bu
sonuclar biiyilk bir bilinmeyen tasiyic1 popiilasyonun varligmi gosterir ki, bu
popiilasyonun cinsel partnerlerine enfeksiyonu aktarirlar ve yenileyen enfeksiyonlari
siktir. Tekrarlayan enfeksiyonlar ektopik gebelik, infertilite gibi sekellerin olugma

riskini arttirir (16).

Tiirkiye’de C. trachomatis enfeksiyonlariin epidemiyolojisi tam olarak bilinmemekle
birlikte, ozellikle iirogenital C. trachomatis enfeksiyonlar1 konusunda yapilan bazi
calismalar iilkemizdeki genel duruma 151k tutmaktadir. Ornegin Izmir’de yapilan cesitli
caligmalarda C. trachomatis insidansi bulgusuz kadinlarda %?23-27.3, yakimmali
kadinlarda %32.4-42, infertil kadinlarda %38.5-11.5, genelevde calisan kadinlarda ise
9%?25.4 olarak bildirilmistir. Ayn1 bolgede etkeni C. trachomatis olarak bildirilen

konjunktivit olgularinin insidansi ise %26.5 olarak bulunmustur (52-56).

Istanbul’da yapilan bazi ¢alismalarda gebe kadinlarda %]1.1, hayat kadinlarinda %22,
hayat kadinlar1 ile iliski kuran erkelerde %14.7 oraninda C. trachomatis enfeksiyonu

saptanmustir (57,58).

Ege Bolgesi’ndeki semptomlu hastalarda C. trachomatis’in prevalansmi arastirmak
amaciyla yapilan bir ¢alismada, Ocak 2003-Mayis 2005 tarihleri arasinda toplam 333
hasta 6rnegi toplanmistir. Yapilan bu ¢alismada kadinlarda %20 (15/75), erkelerde %20
(10/50), cocuk hastalarda %7.7 (16/208) oraninda pozitiflik saptanmistir. Tiim 6rnekler
birlikte degerlendirildiginde, bolgedeki C. trachomatis’in prevalanst  %12.3
bulunmustur (59).
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2.12. KORUNMA

Hastaliktan korunmak i¢in bir as1 mevcut degildir. Chlamydia enfeksiyonlar1 bir
veneryal hastalik oldugundan bu hastaliktan korunmak c¢ok giictiir. Ciinkii bu
mikroorganizmalarin sebep oldugu enfeksiyon genellikle asemptomatiktir. Hastaligin
kontrolii i¢in vakalarin tespiti, tedavilerinin erken yapilmasi ve eslerin tedavilerinin de

takibi gerekir. Enfekte anneye ise sezeryan uygulanmasi onerilmektedir (17).

Enfeksiyonlu veya asemptomatik tasiyicilar tedavi edilerek, siipheli kisilerle cinsel
iliskide kondom ve germisidli vajinal kopiikler kullanilmasi ve cinsel es sayisinin
azaltilmas1 saglanarak korunmada basari elde edilir. Yiizme havuzlarinin klorlanmasi,
inklizyon  konjunktivit  enfeksiyonun  Onlenmesinde  6nemlidir. ~ Klamidya
enfeksiyonlarinin kontroliindeki basarisizlik; bircok olgunun asemptomatik olusuna,
tanida uygulanan testlerin pahali olmasina ve eslerin tedavi kurallarina uymamasina
dayanmakta ve bu nedenle enfeksiyonun insidansi artmaktadir. Korunma, cinsel yolla
bulasan diger hastaliklarda oldugu gibidir. C.trachomatis enfeksiyonlu kadin ve
erkeklerin cinsel esleri sagaltilmali ve toplum, cinsel iliskiyle bulasan hastaliklar1

azaltacak yonde egitilmelidir (14).
2.13. TEDAVI

Trahomda tropikal antibiyotiklerin pek az faydasi vardir. Sistemik antibiyotik tedavisi
etkilidir ve hastaligin insidansini diisiirmektedir. Eritromisin ile uyum diisiikken,
doksisiklin gen¢ cocuklarda kontrendikedir. Azitromisin tedavisinin 6 ile 12 ay sonra
enfeksiyonu azalttig1 goriilmiistiir. Ayrica goz kapagi deformitesine bagl olarak olusan

kornea hasarina baglh korliigii onlemek i¢in cerrahi tedavi onemlidir (28).

Siilfonamidler LGV’da in vitro aktif olmalarina ragmen tedavide giivenilir degildir.
LGV’un birinci ve ikinci fazlarinin tedavisinde tetrasiklin, doksisiklin, kloramfenikol,
eritromisin ve rifampisin etkili olmaktadir. Center Diseases Control (CDC) tarafindan
doksisiklin ile 21 giinliik tedavi 6nerilmektedir. Eritromisin ve siilfisoksazol alternatif
tedavi rejimidir. ilave olarak bubonlar siniis formasyonu ve riiptiirii engellemek igin
aspire edilmelidir. Antibiyotik tedavisi ile semptomlar siklikla azalir, fakat bubona

etkisi zayiftir (29).
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Komplike olmayan genital sistem enfeksiyonlarinin tedavisinde, tek doz (1 gr)
azitromisin tedavisinin yedi giinliik doksisiklin tedavisi kadar etkili oldugu bulunmustur
(11,16). Hamile kadimnlar standart dozda eritromisini tolere edemezler ve tedavide
amoksisilin  Onerilmektedir. Yetiskin inkliizyon konjunktivitinde tetrasiklin ve

doksisiklin 2 veya 3 hafta yeterlidir. Eritromisin etkili bir alternatiftir (11).

Inkliizyonlu konjunktivit tedavisinde topikal tedavi nazofarengeal tasiyicihigi tedavi
etmedigi ve uygulama giiclii§iinden dolay1 tavsiye edilmemektedir. Eritromisin ile
tedavisi 10 ile 14 giin olarak siirmektedir. Tedavi basaris1 %80°dir ve ikinci kiir

gerekebilir. C. trachomatis pnomonisinde tedavi konjunktivite benzer ve basar1 %80’ dir

(11).



3. GEREC VE YONTEM

Bu calisma Erciyes Universitesi T1ip Fakiiltesi Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji

Anabilim Dali Viroloji Laboratuvarinda yapildi.
3.1. ORNEKLER

Subat 2010-Mart 2010 tarihleri arasinda Erciyes Universitesi Gevher Nesibe Arastirma
ve Uygulama Hastanesi Kadin Hastaliklar1 ve Dogum poliklinikleri ile Uroloji
polikliniklerine genital akint1 6n tanisiyla bagvuran ve genital enfeksiyon diisiiniilen 50
hastadan alinan siiriintii 6rnegi ¢alismaya dahil edildi. Genital akint1 6n tanili hastalarin
herbirinden ikiser adet steril plastik sapli dakron ekiivyon ile iiretral veya servikal
stiriintii 6rnekleri alindi. Siiriintii orneklerinden birisi PCR ve DFA i¢in kullanilmak
izere, diger siiriintli Ornegi ise hiicre kiiltiiriinde kullanilmak iizere Chlamydia

trachomatis icin 6zel tasima besiyerine (Vircell, Spain) koyularak -70°C’de sakland.
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3.2. SURUNTU ORNEKLERINDE DIREKT CHLAMYDIA TRACHOMATIS
ANTIJENININ ARASTIRILMASI

Siirtintii 6rneklerinde Chlamydia trachomatis antijeni DFA (PathoDy, Remel, Amerika)

yontemiyle kit prosediiriine uygun olarak arastirildi.

Direkt Immunofloresan Antikor (DFA) Testi

Kit icerigi:

- Chlamydia reageni (fluoressein izotiyosiyanat ile isaretli MOMP antikoru )
- Chlamydia kontrol slaytlar1

- Mounting medium

Testin uygulanmasi

1.

Siirtintii 6rnekleri teflon kapli lam iizerindeki bir kuyucuga yayilarak kurumasi

icin beklenildi.
Kuruyan preparat 5 dakika metanol ile tespit edildi.
Preparat nemli ortam olusturulmus petri icine yerlestirildi.

Preparattaki 6rnegin bulundugu kuyucuga bir damla Chlamydia reageni

damlatild1.
Preparat oda 1si1sinda 15 dakika bekletildi.

Daha sonra deiyonize suyla hazirlanmig PBS ile 10-15 saniye sale iginde
calkalanarak yikandi, kurulandi ve mounting medium damlatilarak lamelle

kapatilda.

. Preparattaki kuyucuk floresan mikroskobunda x10 ve x40’lik objektif ile

incelendi.

. Teflon kapli lam {iizerindeki kuyucukta hiicre disinda floresan veren en az 10

tane elementer cisim goriildiigiinde test pozitif olarak degerlendirildi.
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3.3. CHLAMYDIA TRACHOMATIS DNA’NIN PCR iLE ARASTIRILMASI

Biitiin orneklerde niikleik asit izolasyonu QIAamp DNA Mini Kiti (Qiagen, Almanya)
kullanilarak test kitin prosediiriine uygun olarak ¢alisildi. Chlamydia trachomatis-DNA
amplifikasyonu icin Chlamydia Trachomatis 330/740 IC (Sacace, Italya) kiti ile PCR

islemi uygulandi. PCR iiriinleri jel elektroforezi ile degerlendirildi.
Niikleik asit izolasyonu
Ornekler calismadan 6nce 15-25°C oda sicakhigima getirildi.
Kit icerigi

- Proteinaz K

- Buffer AL

- Buffer AW1

- Buffer AW2

- Buffer AE

- QIAamp spin kolonu

- Toplama tiipleri (2 mL’lik)
Testte kullanilacak soliisyonlarin hazirlanisi

Buffer AWI1 soliisyonunun iizerine 25 mL %96’lik etil alkol, buffer AW2

soliisyonunun iizerine ise 30 mL %96’lik etil alkol eklendi.
Siiriintii 6rneklerine uygulanan niikleik asit izolasyon prosediirii

1. 2 mL’lik transport besiyeri i¢inde bulunan siiriintii 6rnekleri vortekslendi, 200’ er

uL alinip ependorf tiiplere konuldu.
2. Her tiipe 20 uL proteinaz K eklendi.
3. Tiiplere 200 uL Buffer AL eklenerek 15 saniye vortekslendi.
4.  Tiipler 56°C'de etiivde 10 dakika inkiibe edildi.
5. Tipler kapakta biriken damlaciklarin tabana inmesi i¢in kisa siireli santrifiij edildi.

6. Tiiplere 200 pL etil alkol ilave edildikten sonra 15 saniye vortekslendi. Tiipler

kapakta biriken damlaciklarin tabana inmesi i¢in kisa siireli santrifiij edildi.
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Tipler i¢indeki 620 pL’lik karisimin tamami toplama tiiplerine konulan kolonlara

alind1 ve 6000 x g’de (8000 rpm/dak.) 1 dakika santrifiij edildi.

Kolonlar santrifiijden alinip temiz toplama tiiplerine alindi. Kolonlarin kapaklar:
dikkatlice a¢ilip iizerine 500 uL buffer AWI1 eklendi ve 6000 x g’de (8000
rpm/dak.) 1 dakika santrifiij edildi.

Kolonlar santrifiijden alinip temiz toplama tiiplerine alindi. Kolonlarin kapaklar:
dikkatlice acilip iizerine 500 pL buffer AW2 eklendi ve 20.000 x g’de (14.000
rpm/dak.) 3 dakika santrifiij edildi.

Kolonlar santrifiijden almip temiz toplama tiiplerine konuldu. Higbirsey

eklenmeden 20.000 x g’de (14.000 rpm/dak.) 1 dakika santrifiij edildi.

Kolonlar santrifiijden alinip temiz 1,5 mL’lik ependorf tiiplerine alind1
Kolonlarin kapaklar1 dikkatlice agildi ve iizerine 100 uL buffer AE eklendi ve 1
dakika beklendikten sonra 6000 x g’de (8000 rpm/dak.) 1 dakika santrifiij edildi.

Kolonlar atilip ependorf tiiplerindeki niikleik asit PCR c¢aligmasi i¢in calismaya

almana kadar en fazla iki giin -20 °C’de sakland1.

C. trachomatis DNA Amplifikasyonu

Biitiin orneklerde C. trachomatis DNA belirlenmesi i¢cin termal cycler cihazinda

(GeneAmp PCR System 2700, Applied Biosystems) PCR islemi uygulandi.

Kit Icerigi (Chlamydia Trachomatis 330/740 IC,Sacace, italya)

PCR-miks-1 (55 adet test tiipiinde kullanima hazir halde)
PCR-miks-2, 0.6 ml

Pozitif kontrol C+, 0.2 ml

Negatif kontrol, 1.2 ml

Internal kontrol, 1.0 ml

DNA-buffer, 0.5 ml

e PCR kitinde hedef bolge “cryptic plasmid” tir.

Testin uygulanmasi

1. Amplifikasyon asamasi izolasyon odasindan farkli bir odada yapildi. Onceden

%10’lik hipokloridli su ile silinmis ve ultraviyole 15181 ile sterilize edilmis laminar
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akimli kabin icerisinde calisildi. Amplifikasyon i¢in kullanilacak kit +4 °C’den
cikarildr

PCR-miks-1 tiipleri soguk bloga dizildi.
10’ar ul PCR-miks-2’den PCR-mix-1 tiiplerine sirasiyla eklendi.

PCR karisimin bulundugu bu tiiplere sirayla 10’ar pl hasta orneklerinin DNA
izolatlar1 eklendi. Tiiplerden birine 10 pl pozitif kontrol, birine de 10 pl negatif
kontrol eklendi. Tiiplerin kapaklarina hasta numaralar1 ve kontrollerin isimleri

strastyla yazildi.

Tiipler, termal cycler cihazi 95 °C’ye 1sindig1 zaman dizildi ve PCR programi

baslatildi. PCR programi asagidaki gibidir;
95°C’de  bekleme
95°C’de 5 dakika 1 siklus
95°C’de 15 saniye
65°C’de 25 saniye 42 siklus
72°C’de 25 saniye
72°C’de 1 dakika 1 siklus

+4°C’de o

6. Reaksiyon sona erdikten sonra PCR iiriinleri cihazin i¢inden alindi ve +4°C’de

sakland:.

Jel Elektroforezi ile PCR Uriinlerinin Degerlendirilmesi

1.

100 mL TBE 1X tamponu igerisinde 1 gr agaroz isitilarak eritildi. E1 yakmayacak
kadar soguduktan sonra 3 puL ‘ethidium bromide’katilarak tarak yerlestirilmis olan
yatay jel elektroforez tankina dokiildii. Jel yarim saat i¢inde dondu ve kuyucuklarin

olusmasini saglayan tarak uzaklastirildi.

Cogaltilan orneklerden 10’ar L. alip lizerine 5’er pL yiikleme boyasi karistirilarak

donmus olan jeldeki kuyucuklara yerlestirildi.

3. Jel elektroforez tankindaki jelin i¢indeki 6rnekler 120 voltta 20 dakika yiiriitiildii.
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4. Jel transliiminatdrde ultraviyole 151k altinda incelendi. Ornekler 330 basepare (bp)
uzunlugunda olan pozitif kontrol ile aym bolgede bant verdiginde pozitif kabul

edildi.
3.4. CHLAMYDIA TRACHOMATIS’IN HUCRE KULTURUNDE iZOLASYONU

C.trachomatis izolasyonunda McCoy hiicre Kkiiltiirii kullanmildi. Hiicre kiiltiirii
caligmalarinin biitiin asamalar1 6nceden %70’lik alkolle ve ultraviyole 1sinlarla
temizlenmis laminar akimli kabinde yapildi.  Biitiin Orneklerden McCoy hiicre
kiiltiiriine ekim yapild1 ve 37°C'de % 5 CO,’li etiivde inkiibe edildi. Hiicreler invert

mikroskobuyla incelendi.

Kullanilan besiyerleri ve soliisyonlar:

1. Hiicre iiretim besiyeri
e MEM Eagle Besiyeri (Earles Salts without L-glutamin)(IX) 500 mL
e 200 mM L-glutamin 6 mL
e Fetal bovine serumu (560C’de 30 dakika inaktive edilmis) 55 mL

pH: 7.8 (pH ayarlamasi % 7.5’lik sodyum bikarbonat ile yapildi.)

2. Izolasyon besiyeri

Hazirlanmig hiicre iiretim besiyerine asagida oranlari belirtilen stok soliisyonlardan

ilave edilerek hazirlandi.

¢ Vankomisin stok soliisyonu 0.6 ml
e Gentamisin stok soliisyonu 0.1 ml
e Mikostatin stok soliisyonu 0.5 ml
¢ Gliikoz stok soliisyonu 6.0 ml
e Siklohekzimid 2.5ml

pH: 7.2-7.4 arasinda %7.5’lik sodyum bikarbonat ile ayarlandi.
3. Stok Soliisyonlarin Hazirlanisi

VANKOMISIN STOK SOLUSYONU: 1 sise vankomisin (500 mg) 10 ml deiyonize su

ile sulandirildi, gerekli oranlarda ependroflara boliinerek saklandi.
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GENTAMISIN STOK SOLUSYONU: Kullamma hazir 50 mg/ml’lik gentamisin

soliisyonundan gerekli oranlarda ependroflara boliinerek saklandi.

MIKOSTATIN STOK SOLUSYONU: icerisinde 500.000 Unit/ml mikostatin iceren
soliisyon 25 ml deiyonize suda ¢oziindii ve son konsantrasyon olarak 20.000 Unit/ml

elde edildi, gerekli oranlarda ependroflara boliinerek saklandi.

GLUKOZ STOK SOLUSYONU: 59.4 gram gliikoz 1000 ml deiyonize suda ¢oziindii

ve otoklavda steril edildikten sonra gerekli oranlarda falkon tiiplere boliinerek saklandi.
* Vankomisin, gentamsin ve mikostatin 0.22 pum filtreden gecirilerek steril edildi.

* Hazirlanan biitiin stok soliisyonlar, steril edilip gerekli oranlarda boliindiikten sonra

calisma yapilana kadar -20 °C’de saklandu.
4. Siklohekzimid Hazirlanisi

A COZELTISI: 4 gram siklohekzimid 20 ml metanol icinde ¢6ziindii ve son hacim steril
deiyonize su ile 100 ml’ye tamamlandi. Daha sonra 0.22 um filtreden siiziilerek steril

edildi.

B COZELTISI: Hazirlanmis olan A ¢ozeltisinden 25 ml alinip son hacim 75 ml’ye steril

deiyonize su ile tamamlandi.

C COZELTISI: Hazirlanmis olan B ¢ozeltisinden 1 ml alinip 100 ml steril deiyonize
suya tamamlandi (son konsantrasyon: 100 u/ml). Hazirlanan C c¢ozeltisi 5 ml

hacimlerde dondurularak saklandi.

5. Fosfat Tamponlu Su Hazirlams1 (PBS)

NaCl 8.0 gr

KCl 0.2 gr

Na,HPO4 1.15 gr

KH,PO, 0.2 gr

800 ml deiyonize su i¢cinde ¢oziindil ve otoklavda steril edildi.
6. Tripsin Hazirlanisi

e 1.25 gr tripsin 50 ml Hank’s soliisyonu i¢ine eklenip manyetik karistiricida 1

saat karistirildi.
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® Hazirlanan bu karigim iizerine PBS c¢ozeltisinden 450 ml eklenerek diliie edildi.
e pH 7.4 olacak sekilde sodyum bikarbonat ile ayarlandi.
e 0.22 um’lik filtreden gecirilerek steril edildi.
e 1 ml'lik esit hacimlerde ependrof tiiplere boliinerek -20 °C’de saklandu.
7. Sodyum Bikarbonat Hazirlanmasi

7.5 gr sodyum bikarbonat 100 ml deiyonize su i¢inde ¢oziinerek otoklavda steril edildi.

+4 °C’de sakland1.

8. Iyot Cozeltisi Hazirlamsi
- Iyot 1gr

- Potasyum iyodit 2 gr

- Distile su 300 ml

Manyetik karistirici ile 1 gece karistirilarak kristallerin erimesi saglandi. Daha sonra

kurutma kagidindan siiziilerek 151k gecirmeyen siselerde saklandi.
Hiicre Kiiltiirii
McCoy Hiicrelerinin Pasaj Edilmesi

1.  Tam tabaka teskil etmis olan hiicre kiiltiir sisesindeki (75 cm?) besiyeri alindi.

2. Hiicreler 5 ml PBS ¢ozeltisi ile yikand1 ve daha sonra PBS dokiildii.

3. Yikama sonucunda hazirlanan tripsinden 1 ml hiicreler {izerine ilave edildi. Daha
sonra hiicre kiiltiir sisesi 5-10 dakika 37 °C’de etiivde bekletilerek hiicrelerin
birbirinden ayrilmasi saglandi.

4.  Hiicreler birbirinden ayrildiktan sonra 10 ml hiicre iiretim besiyeri siseye ilave
edildi. Cam pipet yardimiyla pipetaj yapilarak hiicrelerin sise icerisinde homojen
bir siispansiyonu saglandi.

5. Hiicre siispansiyonundan 3.5 ml alinarak yeni kiiltiir sisesine kondu, bdylece 3
ayr1 yeni Kkiiltiir sisesi olusturuldu. Bu yeni Kkiiltiir siselerine 20’ser ml iiretim
besiyeri eklenerek 37 °C’lik % 5 CO; igeren ortamda inkiibe edildi.

6.  Her giin besiyeri degistirilerek invert mikroskobuyla incelendi. Tam tabaka hiicre

teskil edilene kadar bu isleme devam edildi.
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Muayene Maddelerinin Hiicrelere Ekimi

1.  Tam tabaka teskil etmis olan hiicre kiiltiir sisesindeki (75 crn2) besiyeri alindi.

2. Hiicreler 5 ml PBS cozeltisi ile yikand1 ve daha sonra PBS dokiildii.

3. Yikama sonucunda hazirlanan tripsinden 1 ml hiicreler iizerine ilave edildi. Daha
sonra hiicre Kiiltiir sisesi 5-10 dakika 37 °C’de CO,’li ortamda bekletilerek
hiicrelerin birbirinden ayrilmasi saglandu.

4.  Hiicreler birbirinden ayrildiktan sonra yaklasik 10 ml hiicre iiretim besiyeri siseye
ilave edildi. Cam pipet yardimiyla pipetaj yapilarak hiicrelerin sise icerisinde
homojen bir siispansiyonu saglandu.

5. Hiicre siispansiyonunun iizerine 20 ml hiicre iiretim besiyeri eklendi ve pipetaj
yapilarak karistirildi. Bu siispansiyondan 24 kuyucuklu hiicre kiiltiirii plaklarinin
her kuyucuguna 1’er ml dagitildi ve 37 °C’de % 5 CO, iceren ortamda 1 giin
inkiibe edildi.

6.  Hiicrelerin plak tabanimi kaplayip kaplamadigi invert mikroskobuyla kontrol
edildi. Plak taban hiicre ile kaplandiktan sonra plak i¢inden iireme besiyeri pipet
yardimiyla hiicrelere zarar vermeden alindi ve 1’er ml esit oranlarda her kuyucuga
izolasyon besiyeri eklendi.

7. Muayene maddesi iceren tasima besiyerleri 2 dakika vorteklendi ve tasima
besiyerinden 500 pl alinarak hiicre iceren kuyucuklara ekim yapildi. Plaklar 37
°C’de % 5 CO, iceren ortamda 3 giin inkiibe edildi. Her giin invert mikroskobuyla
hiicreler incelendi ve giinliik olarak izolasyon besiyeri degistirildi.

8.  Hiicre kuyucuklarmin i¢indeki izolasyon besiyeri 72 saat sonra pipet yardimiyla
bosaltildi. Her kuyucuga 500 ul PBS soliisyonundan esit oranlarda eklendi ve plak
tabanindaki hiicreler ucu kiint plastik pastor pipetleri ile kazind1 ve pipetaj yapildi.
Hazirlanan bu hiicre siispansiyonunda iyot boyama ve DFA yontemleriyle

Chlamydia trachomatis inkliizyonlar: arastirildi.
Hiicre Kiiltiiriinde C. trachomatis antijeninin DFA ile arastirilmasi

Siispansiyon haline getirilen hiicrelerde DFA (PathoDy Chlamydia Culture
Confirmation Kit, Remel, Amerika) yontemiyle C. trachomatis inkliizyon antijenleri kit

prosediiriine uygun olarak arastirildi.
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Kit icerigi

Chlamydia dogrulama reageni (fluoressein izotiyosiyanat ile isaretli MOMP

antikoru)
Mounting Fluid

DFA yontemi;

1.  Hazirlanmig olan hiicre siispansiyonundan pipet yardimiyla 20 ul alinip teflon
kapli lamin bir kuyucuguna damlatildi ve oda 1sisinda kuruyuncaya kadar
bekletildi.

2. Kuruyan preparat iizerine % 98’lik etanol damlatilarak 10 dakika beklentildi ve
sonrasinda etanolun fazlasi dokiilerek oda 1sisinda kuruyuncaya kadar bekletildi.

3.  Preparat iizerine bir damla FITC ile isaretli Chlamydia dogrulama reageni
damlatildi ve nemli ortamda 37 °C’de 30 dakika inkiibe edildi.

4.  Teflon kapli lam PBS ile 10-15 saniye kadar yikandi.

5.  Preparat iizerine bir damla Mounting Fluid damlatilarak lamel kapatildi.

6. Preparatlar floresan mikrokobunda x10 ve x40’lik objektif ile incelendi. C.

trachomatis’e 0zgii floresan veren inkliizyon antijenleri arastirildi. Bir tane

floresan veren hiicre goriildiigiinde test pozitif olarak degerlendirildi.

Hiicre Kiiltiiriinde C. trachomatis Inkliizyonlarmin Iyot Boyama Yontemiyle

Arastirilmasi

1.  Hiicre siispansiyonundan pipet yardimiyla bir miktar alinarak lama yayma yapild1
ve oda 1s1sinda kuruyuncaya kadar bekletildi.

2. Kuruyan preparat iizerine metanol damlatildi ve oda 1sisinda kuruyuncaya kadar
bekletildi.

3.  Preparat iizerine iyot ¢oOzeltisinden damlatilarak 1 dakika bekletildi ve su ile
yikanarak boya fazlas1 ortamdan uzaklastirildi.

4.  Immersiyon yag1 damlatilan preparat 151tk mikroskobunun x100’liik objektifinde

incelendi ve C. trachomatis’e 0zgii iyotla koyu kahverengi boyanmis inkliizyonlar
arastirlldi. C. trachomatis inkliizyonlar1 iceren pozitif preparatta sari renkle

boyanmis McCoy hiicreleri i¢inde koyu kahverengi inkliizyonlar goriildii.



4. BULGULAR

Erciyes Universitesi Gevher Nesibe Arastirma ve Uygulama Hastanesi Kadmn
Hastaliklar1 ve Dogum Poliklinikleri ile Uroloji Polikliniklerine, genital akinti
sikayetiyle bagvuran 50 hastadan alinan siiriintii 6rneklerinin 49°u servikal siirlintii 1’1

tiretral siiriintii idi (Tablo 4.1).

Tablo 4.1. Alinan 6rneklerin polikliniklere gore dagilimi

Ornek tiirii KHDP 10) 4
Servikal Siiriintii 49 -
Uretral Siiriintii - 1

KHDP: Kadin Hastaliklar1 ve Dogum Poliklinigi, UP: Uroloji Polikligini
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4.1. SURUNTU ORNEKLERINDE DFA BULGULARI

Calismaya alinan 50 siiriintii 6rnegin 4’iinde (%8) C. trachomatis antijeni pozitif
bulundu (Sekil 3). Kirkdokuz servikal siiriintii 6rneginin 3’iinde, bir iretral siiriintii

orneginde C. trachomatis antijeni pozitif idi (Tablo 4.2).

Sekil 4.1. DFA yontemi ile C. trachomatis antijeninin gosterilmesi

Tablo 4.2. Siiriintii 6rneklerinde DFA bulgulari

) DFA
Ornek tiirii TOPLAM
Negatif Pozitif

Servikal Siiriintii 46 3 49

Uretral Siiriintii - 1 1
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4.2. SURUNTU ORNEKLERINDE HUCRE KULTURU BULGULARI

McCoy hiicre kiiltiiriine ekimi yapilan 50 siiriintii 6rneginin hiicre kiiltiiriindeki 24., 48.
Ve 72. saatteki goriintiileri smrasiyla Sekil 4.2, 4.3ve 4.4’de gosterilmistir. Hiicre
kiiltiirtine ekimi yapilan 50 siiriintii 6rneginin 1’1 (%2) DFA ve iyot boyama yontemi ile

pozitif bulundu (Sekil 4.5 ve 4.6) (Tablo 4.3).

Sekil 4.2. McCoy hiicre kiiltiiriine ekim yapildiktan 24 saat sonraki goriintii

Sekil 4.3. McCoy hiicre kiiltiiriine ekim yapildiktan 48 saat sonraki goriintii
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Sekil 4.4. McCoy hiicre kiiltiiriine ekim yapildiktan 72 saat sonraki goriintii

Sekil 4.5. McCoy hiicre kiiltiiriinde DFA yontemiyle C. trachomatis antijenin gosterilmesi
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Sekil 4.6. McCoy hiicre kiiltiiriinde iyot boyama yontemiyle C. trachomatis inkliizyonun gosterilmesi

Tablo 4.3. Siiriintii 6rneklerinde hiicre kiiltiirti bulgular:

Ornek Tiirii Negatif Pozitif Toplam
Servikal Siiriintii 49 - 49
Uretral Siiriintii - 1 1
Toplam 49 1 50

4.3. SURUNTU ORNEKLERINDE PCR BULGULARI

PCR ile calisilan toplam 50 siiriintii 6rneginin 1’inde (%2) C. trachomatis-DNA
pozitif bulundu (Tablo 4.4 ve Sekil 4.7).
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Tablo 4.4. Siirtintii 6rneklerinde PCR bulgular1

Ornekler PCR Toplam
Servikal Siirtintii 49 - 49
Uretral Siiriintii - 1 1
Toplam 49 1 50

Sekil 4.7. Jel elektroforez sisteminde C. trachomatis-DNA incelenmesi

(NTC: Negatif kontrol, PC: Pozitif kontrol, M: Marker)

4.4. DFA, PCR VE HUCRE KULTURU BULGULARININ
KARSILASTIRILMASI

Siiriintii 6rneklerinde DFA ve PCR bulgulari hiicre kiiltiirii bulgulariyla karsilastirildi ve
Tablo 4.5 de 6zetlendi.

Siiriintii 6rneklerinde DFA bulgular1 ile hiicre kiiltiirii bulgulart karsilastirildi. Bir
ornekte hem DFA ile C. trachomatis antijeni pozitif bulundu, hem de hiicre kiiltiiriinde
C. trachomatis iiremesi gozlendi. Ayrica 3 servikal siiriintii orneginde DFA ile C.

trachomatis antijeni pozitif bulunurken, hiicre kiiltiiriinde tireme olmadi.

Siirtintii 6rneklerinde PCR ve hiicre kiiltiirii bulgular1 karsilastirildi. Bir 6érnekte hem

PCR ile C. trachomatis-DNA pozitif bulundu, hem de hiicre kiiltiiriinde C. trachomatis
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tiremesi gozlendi. Kalan 49 o6rnekte C. trachomatis iiremesi gozlenmedigi gibi C.

trachomatis DNA’da negatif bulundu.

Her ii¢ yontemle pozitif bulunan 1 Ornek {iiretral siiriintii idi. DFA yontemi ile C.
trachomatis antijeni pozitif bulunan 3 servikal siiriintii 6rneginde hem PCR hem de

hiicre kiiltiirii ile C. trachomatis negatif bulundu (Tablo 4.5).

Hiicre kiiltiirinii altin standart kabul edip diger testlerin duyarhlik ve ozgiilliikleri
hesaplandi. DFA yonteminin duyarliigt %100 ve ozgiilligi %94, PCR yonteminin
duyarlilig1 ve 6zgiilliigli %100 olarak bulundu (Tablo 4.6).

Tablo 4.5. Siiriintii 6rneklerinde DFA ve PCR bulgularinin hiicre kiiltiiri bulgulariyla karsilastirilmasi

Hiicre Kiiltiirii
Pozitif Negatif Pozitif Negatif
Pozitif 1 3 Pozitif 1 -
DFA PCR
Negatif - 46 Negatif - 49

Tablo 4.6. DFA ve PCR yontemlerinin duyarlilik ve 6zgiilliikk degerleri

Yontem Duyarhihk (%) Ozgiilliik (%)

DFA 100 94

PCR 100 100




5. TARTISMA VE SONUC

Giiniimiizde cinsel temasla bulasan hastaliklardan en yaygim olam C.trachomatis ile
olusan enfeksiyonlardir. Diinya iizerinde her yi1l 50 milyon yeni C.trachomatis olgusu
gelistigi sanilmaktadir. Tek basina bu rakam bile bu enfeksiyonun ne denli biiyiik bir
sorun oldugunu ortaya koyabilmektedir. Amerika Birlesik Devletleri’nde her yil 4
milyon yeni C.trachomatis enfeksiyonu olustugu, cinsel aktif kadin populasyonunda
C.trachomatis goriillme oram1 %10, cinsel hastaliklar klinigine basvuran hasta
populasyonunda ise %?25-40 olarak bildirilmektedir. Enfekte annelerden dogan
bebeklerde bu enfeksiyona yakalanma orani yaklasik %65°tir (60,61). Kanada’da
yapilan genis kapsamli epidemiyolojik bir calismada Manitoba’da pelvik inflamatuar
hastalik ve ektopik gebelik nedeni ile klinige basvuran kadinlarin yaklasik %74’ {inde

C.trachomatis etken olarak bulunmustur (62).

C.trachomatis, erkeklerde iiretrit, epididimit, prostatit, proktit ve protokolite neden
olurken, kadinlarda servisit, endometrit, salpenjit, ektopik gebelik, infertilite ve dogum
komplikasyonlarina neden olurlar. Kadinlarda C.trachomatis enfeksiyonlarmnin
onlenmesi, Ozellikle asemptomatik enfeksiyonlarda duyarli ve spesifik 6zelligi olan
tekniklerin gelismesine baghdir. C.trachomatis’in tanisinda kullanilan testlerin

performansini etkileyen en 6nemli faktorler; hastaya, 6rnegin alinmasina ve taginmasima
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ait faktorlerdir. Hastanin 6zellikleri testin performansini etkiler. Ornegin tarama testleri,
enfeksiyon prevalansinin yiiksek seyrettigi semptomatik gruplarda daha duyarhdir.
Uzun siireden beri hasta olan vakalarin bulundugu gruplarla gen¢ hastalarda inkliizyon
miktar1 daha fazla olmakta, gonokok enfeksiyonlar1 daha sik goriilmektedir. Chlamydia
inkliizyonlar1 daha once bu mikoorganizmayla temas etmis kadinlarda daha diisiik
miktarda bulunur. Ornek sayis1 ve toplandigi bolge Chlamydia sonuglarini
etkilemektedir. Kadinlarda birden fazla endoservikal ornegin alinmasi pozitif kiiltiir
oranini ylikseltmektedir. Endoservikal 6rnekler iiretral, ilk idrar ve rektal 6rneklerden
daha iyi sonuc vermektedir. Ornek alinmasinda kullanilan ekiivyonlar sonuclar
degistirmektedir. Plastik sapli dacron ekiivyonlar pamuk ve kalsiyum alginat
ekiivyonlarma tercih edilmelidir. Son yapilan calismalarda kolumnar epitel hiicre hiicre
sayisinin artmasi ile pozitifligin on kat arttigi tespit edilmistir. Sonug¢ olarak transport
ortamlar1 ve orneklerin uygun sartlarda saklanmasi sonuglar {izerine etkilidir. Bu arada
kullanilacak testin secimi ve performansi da son derece 6nemlidir. Ozel tani testlerinin
maliyeti, reagent kullanilan cihazlar, personelin tecriibesi ve testin kendi ozelligi de

buna etkilidir (63).

C.trachomatis enfeksiyonlarinin 6nlenmesinde en onemli yollardan biri laboratuvar
tanisinin dogru ve titizlikle yapilmasidir. Yillardan beri C.trachomatis enfeksiyonlarinin
standart tanis1 doku kiiltiiriinde bakterinin izolasyonu ile yapilmaktaydi. ELISA ve DFA
gibi kiiltiir ile iliskili olmayan bir¢ok metod hiicre kiiltiiriine alternatif olarak kullanilmis
ve bu testlerin hiicre kiiltiiriiyle karisilastirilmasi sonucunda pozitif 6rneklerin %90’ 1
tespit edebildigini ortaya koymustur. Son zamanlarda PCR ve LCR gibi niikleik asit
amplifikasyon teknikleri  bulunmustur. Kiiltiir ve kiiltiir dis1  tekniklerle
karsilagtirildiginda bu testlerin avantaji diger tekniklerden %10-20 kat daha fazla pozitif

sonu¢ vermesidir (64).

MOMP’a iligskin monoklonal antikorlarin kullanildigi DFA yontemi, hizli sonug veren
C.trachomatis testleri icinde 6zgiil olanlardandir. Ancak yine de bu testin dogru olarak
degerlendirilebilmesi i¢in deneyimli bir mikrobiyologa gereksinim vardir. Bu yontemin
Ozgiilligiine etki eden en 6nemli etken, degerlendirmenin kisiye gore degisebilmesidir.
Ozellikle <10 sayida elementer cisim saptanan orneklerde yinelemenin dogru tani

acisindan uygun bir yaklagim olacag: bildirilmektedir (36).
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PCR, niikleik asitlerin amplifikasyonunda kullanilan in vitro ilk tekniktir. PCR’da
tiriinlerin kullanilmasi ile hedef niikleik asitler oldukca kisa bir siire icerisinde milyar
kez amplifiye edilebilir. PCR amplifikasyonu icin ¢esitli hedefler secilebilir. PCR’da
hedef bolge olarak MOMP, ribozomal RNA ve kriptik plazmid gen bdlgeleri
kullanilmaktadir. Yapilan ¢esitli PCR ¢alismalarinda Chlamydia plazmiti, genitoiiriner
sistemden alinan Orneklerde daha duyarhi sonuclar vermistir. Plazmid bazli PCR’1n
ticari Kkitlerinin sensitivitesi %92-100 arasinda oldugu bildirilmektedir (63). Baska
arastirmacilarin tek ornekle yaptiklar1 caligmalarda bu testlerin, kiiltiir ve kiiltiir dis1

tekniklerden daha duyarli oldugu bulunmustur (64).

Hiicre kiiltiirii yontemi giiniimiizde yerini PCR, LCR ve TMA gibi amplifikasyon bazl
yontemlere birakmaktadir. Ancak laboratuvar standardizasyonu, yeni bir testin
duyarlilik ve ozgiilliik belirleme calismalar1 ve genis kapsamli projelerde hala referans
yontem olarak McCoy hiicre kiiltiirii yontemi kullanilmaktadir. Ayrica McCoy hiicre
kiiltiirleri kullanilarak yapilan izolasyon ¢alismalarinda ortam sartlar1 standardize edilip

ideal kosullar yerine getirildiginde duyarlilik olduk¢a yiiksek olmaktadir (65,66,67).

Cheng ve ark. (68) 1138 asemptomatik erkegin iiretral siiriintiilerinde PCR, LCR ve
hiicre kiiltiirli yontemleriyle Chlamydia trachomatis’i arastirmiglar; LCR, PCR
yontemlerinin hiicre kiiltiiriine kiyasla daha duyarli oldugunu ancak ii¢ yontemin
Ozgiilliigiiniin birbirine benzer oldugunu bulmuslardir. Yapilan bagka bir caligmada, 800
idrar 6rnegini (607 kadin ve 193 erkek), 926 siiriintii 6rnegini (717 endoservikal siiriintii
ve 209 iiretral siirlintii) TMA ve hiicre kiiltiirii yontemleri ile C. trachomatis’i
arastirilmis ve idrar orneklerinde TMA yonteminin duyarliligt %91.2 ve ozgiilligi
%99.6, siiriintii orneklerinde TMA yontemiyle duyarlilik ve ozgiillik %100 olarak
bulmustur. Aynmi ¢alismada, hiicre kiiltiiriiniin duyarlilig1 idrar Orneklerinde %77.2,
ozgilligii %99.5; siirlintii 6rneklerinde %71.8, 6zgiilligii %100 olarak bulmuslardir
(69).

Olafsson ve ark. (70) yiiksek risk grubunda yer alan 203 kadinda serviksten alinan
stirtintii 6rneklerinde McCoy hiicre kiiltiirii ve PCR yontemleriyle, ayni hastalarm idrar
orneklerinde PCR yontemiyle C. trachomatis’i arastirmiglardir. Servikal siiriintii
orneklerinin 34’tinde hiicre kiiltiiri yontemiyle, 38’inde PCR yOntemiyle; idrar
orneklerinin 37’sinde PCR yontemiyle C. trachomatis pozitif bulmuslardir. Servikal

stirtintii 0rneklerinde sirasiyla hiicre kiiltiirti ve PCR yontemlerinin duyarliligi %87 ve
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%92 olarak; idrar orneklerinde PCR yonteminin duyarliligi %95 olarak hesaplanmustir.
Genelev kadinlarnda EIA ve PCR yontemleriyle C. trachomatis’in arastirildigi
caligmada PCR testinin duyarliligt %57.9, 6zgiilligii ise %61.2 olarak bulunmustur
(71).

Goessens ve ark. (72) farkli molekiiler metod uygulayarak ilk akim idrar1 6rneklerinde
C. trachomatis varhigini TMA, LCR ve PCR yoOntemleriyle arastirmiglar, tiim
yontemlerle 6zgiilliiglin %99’dan fazla oldugunu ve C. trachomatis prevalansint %7.7
olarak bildirmislerdir. Baska bir ¢alismada PCR ve LCR yontemlerini kiiltiir yontemiyle
karsilagtrmiglar, PCR ve LCR yontemlerinin daha duyarli olduklar1 kanisina
varmiglardir (73). Bu calismada kriptik plazmid gen bolgesinin hedef alindigi PCR
yonteminde duyarlilik ve 0Ozgiillik %100 olarak bulundu. Calismanin sonuclarinin

yapilan caligmalarla uyumlu oldugu goriildii.

Shank ve ark. (74) Chlamydia trachomatis EB’lerin sayiminda, kiiltiir lizat
diliisyonlarmi direk floresan antikor kiti ile boyamayi kullanan basit bir metod
gelistirmistir. C. trachomatis EB’leri floresan mikroskobu ve elektron mikroskobu ile
sayilmistir. DFA yonteminin arastirma amach kantitatif 6l¢iimlerde hizli ve ucuz bir
yontem oldugu, elektron mikroskobu ile DFA tekniginden iki kat fazla sayim yapildigi
sonucuna varilmistir. Bagka bir calismada MOMP’a 6zgiil antikorlarin kullanildig: bir
DFA Kkitinin, hiicre kiiltiirii ile karsilastirilmasinda, DFA yonteminin duyarliigi %99,
ozgiilligii %99.8 olarak bildirmislerdir (75). Bu ¢alismada MOMP’a 6zgiil antikorlarin
kullanildigt DFA yonteminde duyarlilik %100, ozgiillik %94 olarak bulundu.

Calismanin sonuglariin yapilan ¢alismalarla uyumlu oldugu goriildii.

Ulkemizde Izmir bolgesinde yapilan bir calismada semptomatik ve asemptomatik 93
kadindan aliman endoservikal siiriintii 6rneginde DFA yontemi ile C. trachomatis
arastirilmis ve %34.4’iinde pozitiflik bulunurken duyarlilik ve 6zgiilliikk sirayla %50-96
ve %94-96 olarak bulunmustur (53). izmir bolgesinde DFA yontemi ile yapilan cesitli
calismalarda Chlamydia enfeksiyon insidansinin asemptomatik kadinlarda %23-27.3,
semptomatik kadinlarda %32.4-42, infertil kadinlarda %8.5-11.5, genelev kadinlarinda
ise %25.4, konjunktivit olgularinda %26.5 oldugu bildirilmistir (52-56).

Agacfidan (76) Istanbul’da yaptig1 calismada C. trachomatis enfeksiyonu agisindan
risk olusturan 560 kisiden alinan cesitli klinik 6rneklerde (234 servikal Ornek, 282

iretral ornek ve 44 rektal 6rnek) hiicre kiiltiirii yontemi ile C. trachomatis arastirmistir.
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Incelenen muayene maddelerinde 234 servikal ornegin 45’inde (%19.2), 282 iiretral
Ornegin 43’tinde (%15.2) ve 44 rektal ornegin 8’inde (%18.2) C. trachomatis izole
edilmistir. Ege Bolgesi’'nde semptomlu 333 hastada (75 kadin, 50 erkek ve 208 cocuk)
C. trachomatis prevalansint arastirmak icin McCoy hiicre dizisi ile shell-vial hiicre
kiiltiirii yonteminin kullamildig1r calismada, erkek hastalarm 10’unda (%20), kadin
hastalarin 15’inde (%20) ve ¢ocuk hastalarin konjunktival drneklerinin 4’tinde (4/13,
%30.8), nazofarengeal Orneklerinin 12’sinde (12/195, %6.1) C. trachomatis izole
edilmistir (59). Bu calismada McCoy hiicre kiiltiirii yontemi ile 50 siiriintii 6rneginin

birinde (%2) C. trachomatis izole edildi.

Tiirkiye’de C. trachomatis enfeksiyonlarinin epidemiyolojisi konusunda 6zel bir
caligma yoktur, bu konuda 6nemli bir bosluk vardir. Diinyada gecerli risk faktorleri,
Tiirkiye icin de kabul edilmektedir fakat toplumlarin kendine 6zgii davranis farkliliklar1
bulundugundan risk faktorleride farkhidir. Bu konuda yapilacak c¢alismalar

toplumumuzda enfeksiyonun olusturabilecegi riskleri azaltacaktir.

Bu calismada C. trachomatis’in hiicre kiiltiirtinde izolasyonu ¢alismaya basladiktan 3
giin sonra tamamlanirken, DFA ve PCR yontemleri ¢calisma bagladig1 giin birkac saat
icerisinde tamamlanmistir. Bu ¢alismada hiicre kiiltiirii, PCR ve DFA yontemleriyle
tiretral siiriintii 6rneginde C. trachomatis pozitif olarak bulunurken, 49 servikal siiriintii
orneginin 3’iinde DFA yontemiyle C. trachomatis pozitif bulunmasina ragmen hiicre
kiiltiri ve PCR yontemleriyle negatif bulununan bu orneklerdeki DFA pozitifligi

yalanci pozitiflik olarak yorumlandi.

C. trachomatis’in laboratuvar tanisinda hiicre Kkiiltiirii “altin standart” olarak yerini
korumakla birlikte, uygun kosullarin her zaman saglanamamasi ve uygulama giicliigii
nedeniyle daha hizli, kolay ve giivenilir bir yontem olan PCR teknigi Chlamydia
trachomatis arastirmalarinda uygulanabilir. DFA yontemiyle yalanci pozitiflikler
olmakla birlikte PCR i¢in uygun kosul olmadig1 zaman, uygulama kolayligindan dolay1
DFA yontemi tercih edilebilir.
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