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GIRIS VE AMAC

Gonore (Bel soguklugu) bilinen en eski hastaliklardan birisidir,
hastalik cinsel temas veya perinatal yolla gegmektedir. Tedavi edilmemis
enfeksiyonlar birkag hafta veya ay igerisinde spontan olarak
iyilesebilmektedir ancak, bunun yam sira tekrarlayan enfeksiyonlari da
siktir. Kadmn hastalarda assendan enfeksiyon diinyada kadm
infertilitesinin  en  yaygin  sebeplerinden olan akut salpenjit
komplikasyonuna neden olur (12).

Gonorenin bu tarz 6nemli komplikasyonlarindan korunabilmek
ve toplumda enfeksiyon sikligimi azaltmak igin hastah@in dogru ve hizhi
tamst 6nemlidir. Bilindigi gibi gonore tanisinda iiretral ve servikal akinti
omeklerinden hazirlanan Gram boyali direkt preparatlanin tam degeri
yiksektir. Lokositlerde intrastoplazmik ve ekstraselliiler olarak goriinen
Gram olumsuz diplokoklar ozellikle erkeklerde genital akintilardan
hazirlanan preparatlarda tam koydurucudur.

Ancak iirogenital bolge gibi florah bélgelerden yapilan
ckimlerde tam igin selektif besiyerlerinin kullamilmas: daha uygun
olmaktadir. Hizh ve dogru tami igin kiiltiir yénteminde baz1 problemler
vardir (29,30).

1-Ozellikle organizmadan yeni ayrildiginda gonokoklar iireme
bakimindan oldukea giigliik gdsterir.

2-Gonokok kuruluga dayamksizdir ve hasta &rnekleri acilen
uygun ortama ekilmelidir. Bu nedenle uygunsuz inkubasyon ve transport
ortaminda organizma canlih@ni yitirmektedir.



3-Normalde yiiksek konsantrasyonlarda saprofitik
mikroorganizma igeren bélgelerden gonokokun 1zolasyonu zordur.

4-Baz gonokok tiirleri besiyeri ortaminda bulunan antibiyotikler
veya diger maddeler tarafindan inhibe edilmektedir.

5-Antibiyotik  tedavisi  baglanmmgsa  kiiltir  duyarlilign
azalmaktadir

6-Ani 1s1 degisikliklerinden oOzellikle de sofuktan ve
atmosferdeki CO, konsantrasyonundaki azalmadan etkilenir.

7-Kesin identifikasyon igin gerekli olan saf kiiltiir eldesi ve
sonu¢ alinmasi 24-72 saat siirmektedir.

Kiiltiir ile izolasyon tamisal standart olup pratik oldugu siirece
kullanslmahidir denilse de ozellikle uzun inkiibasyon siiresi gerektirdiginden
kiiltiire dayali olmayan tamisal destekli testlerde yararli olabilir. Bu testler
arasinda; poliklonal antigonokokkal antikorlu enzim immunoassay,
radioimmunoassay (RIA), gonokokkal DNA belirlemede genetik problar ve
daha giincel olarak da PCR (Polymerase chain reaction) veya LCR (Ligase
chain reaction) ile DNA amplifikasyonu sayilabilir. Bunlardan 6zellikle PCR ve
LCR kiltir ile kargilastirildiginda daha dstin  duyarhlhk ve 6zgiillitk
gosterebilir. Ancak bu konuda klinik deneyimler sinirhdir. Bu testlerin kiiltiir
iizerinde potansiyel avantajlarn vardir. Bu avantajlar: Hizh sonug alimu,
transport problemleri veya kiiltiiriin kullammuini engelleyen diger durumlar var
oldugunda uygulanabilirlik 6zellifi olarak siralanabilir. Polimeraz  zincir
reaksiyonu ile materyalden ajamin direkt tamnmasina yénelik g¢ahigmalar
stirdiiriilmekte ve kiiltiir yontemlerine gére daha basanh oldugu ifade
edilmektedir. Bu konuda rutin ¢aligmalar simirhdir (9).

Daha 6nceki veriler PCR'n timit verici oldugunu ve ajan: belirlemede
kiiltiirden iistiin oldugunu gostermektedir. Bu ¢aligmada gonore tamsi i¢in PCR



ile kiiltiir ve mikroskopi yontemlerinin kargilagtirilmas: ve PCR'n iilkemizdeki
uygulanabilirlifi saptanarak mikroskopi ve kiiltiir yontemi ile etkenin
belirlenemedidi olgularda, tami igin alternatif ydntem olup olamayacaginin
aragtinilmasi amaglanmastir.



GENEL BILGILER:

Gonore, N.gonorrhoeae’nin sebep oldugu kolumnar ve transizyonel
epitelin sekstiel gecisli hastahifadir. Hastalik seksiiel temasin yam sira
perinatal yolla da geger. Primer olarak alt genital yolun mukozasim ve daha
az olarak rektum, orofarenks ve konjonktivayr tutar. Ayrica mukozal
yiizeylerde komsuluk yoluyla yayilma kadinda endometrit, salpenjit, peritonit
ve bartholinit ile sonuglanabilir, erkekte ise; periiiretral apse ve epididimit
gelisebilir. Akut salpenjit komplikasyonu kadmn infertilitesinin yaygin
sebeplerinden birini tegkil eder.

Gonore insanhimn bilinen en eski hastaliklarindan birisidir.
Organizma ve enfeksiyona verilen cevap hakkindaki temel bilgiler 80 yil
igerisinde yavas yavag olusmustur.1970 ‘lerde organizma hakkinda yeni
bilgiler edinilmis ve 1990’larin baginda gonokokun molekiiler biyolojisi ve
gonorenin patogenezi diger bakteriler kadar iyi bilinmeye baglamustir.

Cogu toplumlarda gonoreyi kontrol etmek gi¢ olmus ve
antimikrobiyal tedaviye ragmen hastalifin epidemiyolojisindeki  sosyal,
davramgsal faktorlerin varhifindan dolayr yayginligi 6nlenememigtir. Ancak
giiniimiizde endiistriyel iilkelerde enfeksiyonun insidansi hizla diigmektedir
(12).

Goriiniim ve boyanma ozellikleri:

Karakteristik olarak N.gonorrhoeae bakterilerin birbirlerine bakan
yizleri hafif i¢ biikkey bobrek veya kahve gekirdegi goriiniimiinde veya diiz
0,6-1,0 um biiyikliginde diplokoklar geklindedir. Irinden yapilan yayma
preparatlarda bazilan hiicre disinda bazilart ise 16kositler igerisinde fagosite
edilmig olarak hiicre sitoplazmasi i¢inde 3-5’li gruplar halinde bulunur. Cok
taze ve ¢ok eski olgularda genellikle hiicre digindadir. Gonokoklar sporsuz,



hareketsiz ve Gram olumsuzdur. Belirgin olmayan bir kapsiil gosterebilir,
fimbriyalan bulunabilir (5).

Diger Neisseria tiirleri gibi gonokoklar da oksidaz yaparlar. Dimetil
veya tetrametil parafenilen diamin hidrokloridin %1’lik taze eriyigi
damlatilinca oksidaz olumlu bakteri kolonileri pembe renk alir. Bu
ozelliklerinden gonokok kolonilerini diger bazi bakteri kolonilerinden
ayirmada yararlanilir.

Klasik olarak gonokoklar diger Neisseria tiirlerinden selektif
besiyerinde iireyebilme yetenegi, maltoz, siikroz ve laktoza etki etmeme ve
glikozu fermente etme, nitratlan rediikte etme ve diigiikk 1sida lireyememe
Ozellikleri ile ayribirlar (5).

Kiiltiir ozellikleri:

Gonokok kuruluga ve isiya ¢ok duyarli bir bakteridir ve hasta
omekleri acilen uygun ortama ekilmelidir. Kullanilan besiyeri taze ve nemli
olmahdir. Optimal iireme 1silar1 35-37 °C’dir. Gonokoklar aerob olmalarina
karsin 6zelikle organizmadan yeni ayrildiklarinda %5-10 CO,‘li ortama gerek
duyarlar. Uremeleri i¢in uygun pH 7,2-7,6 dir (5,12).

Gonokoklar  ‘basit  besiyerlerinde  iireyemezler  6zellikle
organizmadan yeni ayrildiklarinda iireme agisindan oldukga giicliik gdsteren
bakterilerdir. Gonokoklar gogu yag asitleri ile inhibe olduklarindan ortamlarn
igerisine yag asitlerini absorbe eden nisasta ve diger yag asidi adsorbanlan
katilmas: gerekir. Tiim suglarin kompleks biiyiime ortamina gereksinimi
vardir. Bunun i¢in de besiyerine vitaminler, amino asitler, demir, glikoz ve
diger faktorlerin ilavesi gerekebilir.

Gonokoklarin en iyi iireyebildikleri besiyeri kaynamig kanh jeloz ve
¢ikolata agardir. Thayer-Martin besiyerinde diger bakterilerden daha kolay ve
¢abuk tirerler. Yiiksek konsantrasyonlarda saprofit mikroorganizma igeren



bolgelerden gonokokun izolasyonu daha gii¢ olacagindan antimikrobiyal
ajanlar igeren ortamlar uygundur. Bu amagla vankomisin, kolistin ve nistatin
igeren ¢ikolata agar kullamlmstir (12).

Aym zamanda proteus subtiplerini inhibe eden trimetoprim
igeren Modifiye Thayer-Martin besiyeri yaygin olarak kullamlir. Ayrica
New York City besiyeri olarak adlandirilan yan saydam selektif besiyeri
de yaygin olarak kullanilmaktadir ve inhibitdr olarak vankomisin, kolistin,
trimetoprim ve nistatin veya amfoterisinB igermektedir (5,12).

Baz suglar vankomisine duyarhidir, vankomisin igeren besiyerleri
duyarh suslan baskilar ve gonore tamsimi bozabilir. Flora barindirmayan
bélgeden alinan materyal antibiyotiksiz kiiltiire edilmelidir (12). Besiyerine
acil ekim yapilmasimin miimkiin olmadigi durumlarda, Amies veya Stuart gibi
uygun transport besiyerleri esas besiyerine ekilmeden énce gonokoklan 6
saate kadar canh tutabilmektedirler (12).

Gonokok; serumlu, habenli buyyonda ve jelozda 24-48 saatte iirer
ve 4 tip koloni olugturur. T1 (Birinci tip) koloniler ve T2 (Ikinci tip) koloniler
daha ¢ok akut gonoreli hastalardan yeni izole edilen kolonilerdir. Biiyiik,
diizensiz, basik, saydam veya hafif bulamk goriniimdedirler, bekletilince
yiizeylerinde papillali bir gériiniim ortaya ¢ikar. Bu koloniler P+ ve P++
olarak da adlandinbirlar yani pilili kolonilerdir.T1 ve T2 tipi koloniler daha
viriilandirlar. T3 (Ugiincii tip) koloniler ve T4 (Dérdiincii tip) koloniler
laboratuvarda beklemis eski kiiltiirlerde gelisen ve bazen kronik gonoreli
hastalardan tiretilmig gonokok kolonileridir; kiigiik, yuvarlak, hafif konveks
ve kabarik, diiz yiizeyli opak kolonilerdir.T3 ve T4 kolonilere P- koloniler de
denir, bunlar pilisiz kolonilerdir. Birinci tip kolonilerden diger tiplere gegisin
bir varyasyon sonucu oldugu kabul edilir (5,16).



Yiizey yapilar::

N.gonorrhoeae’min hiicre ¢eperi temel yap:r olarak diger Gram
olumsuz bakterilerinkine benzer.

Pili: Birgok Gram olumsuz bakterinin de sahip oldugu gibi
gonokoklarda da bulunur. Gonokoklann yiizeylerinden disari dogru uzanan
dikensi ¢ikintilardir, Flagellalardan daha kisa ve incedirler. Pilili gonokoklar
insan mukozal yiizeylerine daha iyi tutunabilme o6zelligindedirler ve daha
virilandirlar. Pililer ayrica gonokoklarin nétrofiller tarafindan fagosite
edilmesini de onler (12,15,16).

Pililer, pilin proteini denilen molekiil agirhg 1942,5 kd olan
tekrarlayan protein alt birimlerden olusur. Pilin proteinlerinin amino terminali
hidrofobiktir ve suglar arasi antijenik benzerlik bélgesi burada yer alr.
Karboksi terminali yaninda ise antijenik degisiklik bolgesi bulunur ve bu
bolge immun yamtta gok énemlidir. Protein zincirinin orta kisimlan ise konak
hiicreye tutunmay: saglar. Bu o6zellikler pilus bazh agilarin elde edilmesinde
¢ok 6nemlidir. Tek bir N.gonorrhoeae susu antijenik kompozisyonlari farkh
pililer dretebilir (15). Pililerdeki varyasyonlar kromozomlarca diizenlenir ve
pilili gonokoklar pilisini kaybedebilir. Pilisiz gonokoklar da mukozaya
tutunabilir ancak mukozal hiicrelerde daha az hasar yaparlar (12,15).

Dis membran:

Tim Gram olumsuz bakterilerdeki gibi gonokoklarda en igte
sitoplazmik membran ortada peptidoglikan hiicre duvan ve en dista dig
membramin yer aldign bir hiicre ¢eperine sahipti. Dis membran

lipooligosakkarit (LOS), fosfolipit ve degisik proteinler igerir (12).



Porin :(Por proteini)

Baglangicta protein I olarak adlandiriidi. Bu protein 32-36 kd’
luk bir agirhiga sahiptir ve membran lipooligosakkariti ile yakindan
iligkilidir. Por proteini sivi eriyiklerin hidrofobik dig membrandan hiicre
icine gecisini saglar. Bu protein tiirler arasinda stabil varyasyon gosterir
ve en yaygm kullanmilan gonokokkal serotipleme sisteminin temelini
olusturur. Protein I antijenlerine karsi monoklonal antikor kullamlarak
serotipleme yapilir (32). Kesin por serovarlari insan serumunun normal
bakterisidal etkisine karsi koyarlar ve bakteriyemiye sebep olma
olasiliklar yiiksektir.

Por proteini gonokokkal bir agmin gelistirilmesine yonelik
caligmalarin odak noktasidir. Monoklonal antikorlarla agliitinasyon
reaksiyonlant sonucunda protein I’in serolojik tipleri tammlanmistir ve
protein IA tipinde 18 serovar, protein IB tipinde ise 28 serovar
aynlabilmistir (15,18). Protein IA genellikle dissemine hastaliklara,
protein IB ise iirogenital hastaliklara neden olan tiirflerde bulunur.
Yapilan DNA hibridizasyon ¢ahismalann PIB suslarinda hi¢ PIA geninin
olmadigim ve bunun tersinin de sdz konusu olabilecegini gdstermigtir.
PIA suslan kompleman aracili 6ldiirmeye direngli iken PIB suslan
duyarhidir. Protein I stabildir ve enfeksiyon esnasinda antijenik degisiklik
gegirmez (18).

Opasite proteini:( Opa)

Onceleri protein II olarak adlandirtliyordu. Opa 20-28 kd agirhiginda
bir dig membran proteinidir. Yani protein ailesinin bir iiyesidir ve sayilan
11°e kadar varabilen opa genleri ile iiretilir (12,27). Por proteininin aksine
Opa’nmn ekspresyonu g¢ok sik gorillen varyasyonlara bagh olarak degisir.
Opa(-) gonokoklar olabilecegi gibi Opa varyantlarmin tiimiinii ekspresse eden



suslar da olabilir, ancak iigten fazla varyant ekspresse edilmez (12). Opa
ckspresyonu dogal enfeksiyon esnasinda belirgin olarak degisir. Mukozal
izolatlann ¢ogu Opa ekspresse eder ve kolonileri opak goriniir. Normalde
steril olan bolgelerden elde edilen izolatlar Opa igermez ve kolonileri
transparandir.  Opa proteinleri kendi aralanindaki adezyonu artirdign gibi
fagositler de dahil olmak {izere tiim konak hiicrelerine adherensi artirir. Kesin
Opa varyantlarimn epitelyal hiicrelere invazyonunun arttigy goriilir.

Protein I11: (Rmp)

Rediiksiyon yapabilen protein olarak da bilinir, 30-31 kd molekiiler
agirhga sahiptir. Tim gonokoklarda bu proteinin por proteini ve
lipooligosakkarit ile yakin iligkisi vardir ve suglar arasi bir antijenik
varyasyonun olup olmadifim gosterir.

Rmp N.gonorrhoeae’ya karst serumun bakterisidal aktivitesini
azaltan blokan antikorlarmn gelismesini stiimiile eder. Bu 6zellikle tekrarlayan
enfeksiyonlarda 6nemlidir (12).

Bu sayilan proteinler diginda diger dig membran proteinleri de
tammlanmmstir. Bunlarn bazilann N.meningitidis ile ortaktir. Ornegin H8
proteini protein II gibi 1styla degisebilen bir yiizey proteinidir.

Demir diizenleyici protein:

Molekiiler agirlign protein I’e benzeyen ve demir depolan
azaldiginda salinan bir proteindir (15). Demir diizenleyici proteinler invivo
transferrin ve laktoferrinden Fe saglanmasinda gérev yapar. Nonpatojen
suslar genellikle transferrin ve laktoferrinden demiri aywramaz. Farkh
gonokokkal suglarin viriilansi bazi mukozal bolgelerde var olan laktoferrinden
demiri serbestlegtirebilme yetenegindeki degisiklikle ilgilidir (16,22).
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IgAI proteaz

Mukozal IgA’yr inaktive ederler. Bu protein N.gonorrhoeae ve
N.meningitidis’de bulunur ancak patojen olmayan neisserialarda bulunmaz.
Bu proteinin gorevi mikroorga:hizmay1 mukozal yiizeydeki salgisal IgA ‘dan
korumaktr.

Diger dis membran proteinleri sadece anaerobik biiyiime esnasinda
salimir ve bu proteinler anaerob ortamda biiyiiyen gonokokun yam sira mutlak
anaerob bakteriler tarafindan fallop tiiplerinin sekonder invazyonuna neden
olabilir (16).

Lipooligosakkarit(LOS)

Diger enterik Gram olumsuz bakterilerin aksine gonokokkal LOS
uzun O-antijenik yan zincirler igermez. Agirhg 3-7kd dur. Gonokok
kendiliginden antijenik olarak farkli, ¢ok sayida LOS zincirini ekspresse
edebilir. Toksisite potansiyeli biiyiikk oranda LOS’nin endotoksik etkisine
baghidir (15).

Bakterinin peptidoglikan tabakas: enflamatuvar cevaba katkida
bulunur. Gonokokkal peptidoglikan fragmanlar fallop tiiplerinde toksiktir ve
invitro kompleman tiiketimine sebep olur. Ayrica gonokokkal artrit-dermatit
sendromlu hastalarin sinoviyal sivilarinda peptidoglikan fragmanlan
bulunmugtur (12).

Gonokoklarin kapsiil benzeri fonksiyona sahip bir yiizey
polifosfati olusturdugu gosterilmis ancak N.meningitidis’e benzer yapida
bir karbonhidrat kapsiilii gosterilmemigtir (12).

Antijenik ozellikleri:

Pilin, protein II ve lipooligosakkarit gonokokun yiizey
antijenleridir. Bu molekiiller siklikla antijenik yap: degisikligine ugrarlar

ve konakg¢inin immun sisteminden kagabilirler. Pilin proteininin antijenik
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degisim mekanizmas: iizerinde ayrintihi g¢aligmalar yapilmigs ve bu
mekanizmamin protein II igin gecerli mekanizmadan farkhi oldugu
bulunmugtur.

Gonokokun pilin proteinini kodlayan ¢ok sayida gen vardir,
ancak sadece bir gen ekspresyon bolgesinde yerlesir. Bu nedenle pilin
geni alman gonokoklar diger bir genle yeni bir pilin proteini
kodlayabilmektedir. Bu ozellik gonokok tarafindan antijenik olarak farkli
pilin molekiillerinin ekspresse edilebilmesine olanak tanir.

Protein II’deki antijenik degisim mekanizmas1 ise DNA’ya
pentamerik  kodlann  eklenmesi veya ¢ikarilmasi  seklindedir.
Lipopolisakkaritin antijenik degisim mekanizmasi ise bilinmemektedir.

Sus Tipleri:

Gonokokkal suglarin karekterizasyonu ig¢in iki primer metot
kullamlmaktadir; bunlardan biri auxotipleme digeri ise serotipleme
metotlaridir. Auxotipleme  kimyasal olarak tamimlanan ortamda
bityiiyebilme yetenegi ve spesifik besinler veya kofaktérler yoniinden
suslarm genetik olarak stabil gereksinimleri temelindedir. Identifiye
edilmis 30’dan fazla auxotip vardir. Bunlar igerisinde “0”(sifir) veya
prolin gerektiren (Pro -) ve arginin, hipoksantin ve urasil gerektiren
(AHU-) suslar vardir.

En yaygin kullanilan serotipleme ise protein 1A, IB ve antijenik
olarak smflandiriimis por proteini temelindedir. Genellikle serotipleme
ve auxotipleme ikisi ayni anda kullanilmaktadir.

Genetik yapi:

Plazmidler:

Gonokokkal klinik izolatlar gesitli plazmidlere sahiptir. Cogu
gonokoklar Pcr plazmidi tagir ve bu plazmid TEM-1 B-lahamaz geninin
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aktanmmm saglar. 1ki Pcr plazmidi vardir bunlar 3,2 veya 4,4 mD
molekiiler agirhia sahiptir ve Haemophilus ducreyi ile bu plazmidin
benzer oldugu hatta plazmidin bu bakteniden kazamldigi iddia
edilmektedir (12).

Gonokokkal plazmidlerin en kiigiigii = yaklastk 4,2 kb
boyutundadir ve bu dogal kazamilan ancak fonksiyonu bilinmeyen
plazmid pJD1 olarak adlandirilir. Tiim klinik izolatlarmn yaklasik % 96°s1
bu kriptik plazmid pJD1°i igerir. Kriptik plazmid DNA’s1 hem plazmidli
hem de plazmidsiz suglarda gonokokkal kromozom igerisinde bulunur
(13). Yapilan ¢aligmalar sonucu bu plazmidin tam niikleotid sekansi
yaymlanmgtir (17).

Biityiikk olan plazmidi ise 36kb’lik konjugatif plazmididir. Bu
konjugatif plazmid suglarin %25°inde bulunur ve plazmid DNA’simin
konjugatif transferinde bir seks faktorii olarak gorev yapar (22).

Ayrnica gonokoklarda plazmid aracihi tetrasiklin direnci soz
konusudur. Bu direng ilk kez 1985 yilinda tanmmlanmigtir (22). Direng
konjugatif plazmid iizerinde lokalize olan tetM determinant: ile aktanlir.
Bu tetM determinant: ribozomu tetrasiklin etkisinden koruyan bir proteini
kodlayarak gérev yapar (12).

Kromozomal mutasyonlar ve transformasyon:

N.gonorrhoeae’daki bir seri bireysel mutasyon ve bunlar aras:
etkilesimler bakterinin -laktam antibiyotiklere ve tetrasiklinlere direncini
dogurur, yine bu degigikliklerden bazlan bakterinin dig membran
gecirgenligini degistirir. Bu  gibi suslar epidemiyolojik ¢ahsmalar
yoninden de &nemlidir. Ozellikle N.gonorrhoeae’mmn tiim klinik
izolatlarindaki pilili koloniler transformasyon igin daha yeteneklidirler.
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Pilisiz  varyantlarda transformasyon yetenegi azalir. Aynca
N.gonorrhoeae’da hig bakteriyofaj bulunmamstir (12).

Patoloji ve patogenez:

N.gonorrhoeae primer olarak kolummnar ve kiiboidal epiteli
enfekte eder. Gonorenin histopatolojisi de diger piyojenik mukozal
enfeksiyonlarinkine benzerlik gdsterir. Bakteri mukozal epitele pili ve
Opa araciligtyla tutunur ve 24-48 saat iginde bakter1 submukozal dokuya
penetre olur (12,22). Submukozal dokuya penetre olduktan sonra epitel
dokiilmesi ile submukozal mikroapse geligimi olur, miikopiiriilan -bir
eksudasyon gelisir bunlan da giiglii nétrofil cevabi izler. Boyali
preparatlarda birkag nétrofil igerisinde gok sayida gonokok izlenir.

Ancak N.gonorrhoeae ile karsilagan herkes hasta olmaz. Kesin
olmamakla birlikte bunun nedenleri; inokulum miktari, bakteri
varyasyonlari, non-spesifik immun yamit, spesifik immunite olabilir.
Ancak asil faktoriin bunlardan hangisi oldugu kesinlik kazanmamustir.
Aynica  genital traktustaki normal flora gonokoku inhibe edebilir.
Progesteron diizeyi yiiksek oldugunda gonokok inhibe olabilir, bu gebelik
déneminde hastaligin dnlenmesinde bir faktér olarak karsimiza gikabilir
(22).

Farkli gonokokkal suglarin viriilansi baza mukozal bolgelerde
varolan laktoferrinden demiri serbestlegtirebilme yetenegi ile ilgilidir.
Ayrica IgAl proteaz sIgA’ y1 inaktive eden Snemli bir viriilans faktorii
olabilir (22). Gonokokkal LOS fallop tiiplerinde mukozal hasar yapar ve
patogenezde 6nemli olabilen; proteaz, fosfolipaz, elastaz gibi enzimlerin
salimmma neden olur. Baz gonokoklar konak¢mmin  &ldiirme

mekanizmalarina direng gdstererek hiicre iginde gogalmay1 siirdiirebilir.
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Bakteriyel enfeksiyondan birka¢ hafta sonra dahi dokuda anormal
lenfositik ve mononiikleer infiltrasyon kalabilir. Tedavi edilmeyen
enfeksiyonlarda zamanla lenfosit ve makrofajlar nétrofillerin yerine
gegerler (12).

Pilili bakteriler genelde kiimeler halinde bulunurlar ve hiicre
disinda kalma egilimindedirler, buna karsin pilisiz olanlar fagositlerce
daha kolay sindirilir ve oldiiriiliir (22).

Servikal mukusta bulunan tripsin benzeri proteazlar opak
kolonilere (O+) yani proteaz duyarh kolonilere karsi etkilidir, (O-)
transparan koloniler ise proteaza rezistandir. Transparan koloniler daha
¢ok endoservikal ve tubal Kkiiltiirlerden elde edilebilirler. Menstriiel
doénemde proteaz duyarh (O+) koloniler artar ve dolayisiyla bu donemde
enfeksiyonun tubalara yayihminda bir artma gdzlenir. Opak koloniler
semptomatik tiretritli erkeklerden ve menstriiel siklusun ortasindaki kadin
hastalardan alinan servikal kiiltiirlerden elde edilirler.

Oysa transparan koloniler (O-) asemptomatik iiretritli
erkeklerden, menstriiel donemdeki kadmlardan ve gonorenin invazif
formlarindan elde edilirler. Geligen bakterisidal antikorlar direkt LOS
antijenlerine karg1 olan IgM tipi antikorlardir. Serogrup WI gonokoklar
arasinda serum IgM antikoruna dogal rezistans saptamr. Yiizey
proteinleri ve LOS antijenleri gesitli mutasyonlarla degisince gonokoklar
direngli hale gelirler (22).

Klinik :

Gonokokkal  enfeksiyonun  semptomlart ve  bulgulan
inokiilasyon bolgesine, hastalarin cinsine, yagina ve enfeksiyonun
siiresine ayrica gonokokun lokal veya sistemik yayiligmna bagh olarak
degisir. Gonokok genitoiiriner traktusun, goz, rektum ve bogazin miikdz
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membranlanm tutar buralarda doku invazyonuna yol agar ve akut
stipiirasyon olusturur (15).

I-Genital enfeksiyonlar

1-Erkeklerde gonokokkal enfeksiyon:
Genelde enfeksiyon sadece iiretray: tutar ancak %S5 oramnda faringeal
gonore goriilebilir. Homoseksiiel erkeklerde ise enfeksiyon iiretra, anal
kanal, farenksi tutabilir. Erkeklerde gonokokkal iiretritin inkubasyon
periyodu 2-7 giindiir. Genelde piiriilan iiretral akinti tipiktir ayrica disiiri
ve sik idrara gikma yamu sira meatal eritem izlenebilir (5,15,22).

Hastah@mn bir komplikasyonu olarak tedavi edilmeyen vakalarda
epididimit gelisebilir; epididimit {iiretral gonorenin en yaygn
komplikasyonudur. Geng erkeklerde goriilen epididimitlerin %10’undan
gonokoklar sorumludur. Ayrica fibrozis geliserek bazen iiretral darliklara
yol agabilir ancak yaygin degildir (15,16). Gonorenin nadir goriilen
komplikasyonlan olarak penil lenfanjit, periiiretral apse, akut prostatit,
seminal vaskiilit sayilabilir,

2-Kadmlarda gonokokkal enfeksiyon:

Jinekolojik olgularda gonore %0,1-0,5 arasinda goriilmektedir
(36). Kadinlarda enfeksiyonun en gok goriildiigii bolge servikstir, bunu
daha az olarak iiretra, anal kanal ve farenks izler. Servikal gonoreli
kadinlanin yaklagik %20’sinde salpenjit meydana gelir (22). Hastalarm
%70-80’inde endoservikal enfeksiyonla es zamanh olarak iretrit goriiliir
ve disiiri gikayeti vardir (16). Hasta normalden koyu, sar renkli bir
vagnal akinti tanimlar ayrica intermenstriiel kanamalar goriilebilirse de
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hastalik bazen asemptomatik kalabilir. Inkubasyon periyodu on giindiir
ancak belirtilen siire degisken olabilir.

Genelde N.gonorrhoeae’min AHU- ve ilgili auxotipleri ile
gelisen enfeksiyonlar asemptomatik kalmaya egilimlidirler (12). Eger
hasta abdominal ve pelvik agridan yakimiyorsa bu semptom siklikla
salpenjitle birlikte diigiiniilmelidir. Enfeksiyon tedavi edilmezse servisit
ve endometrit salpenjite, salpenjit peritonite, tubal oklizyon veya
siiperenfeksiyona ilerleyebilir. Hastahfin asemptomatik kaldiga bireyler
tagtyicilik agisindan dnemlidir. Tagiyicihigin ortalama siiresi kesin degilse
de bu siire bir y1h asabilir (22).

II-Genital organ dis1 yerlesimler:

1-Lokal manifestasyonlar:

Konjonktivit: Konjonktivanin otoinokiilasyon sonucu enfekte
olmas:1 sonucu siklikla goriiliir. Ciddi bir enfeksiyondur. Piiriilan eksuda
vardir ve gii¢lii antibiyotik tedavisi uygulanmazsa korneal iilserasyon
geligebilir. Konjonktivit genital enfeksiyonlardan sonra gonokoklarin en
¢ok neden olduklan hastaliktir (5).

Yeni doganlarda vaginal kanaldan bulagarak konjonktivaya
yerlesen gonokoklar iltithapl ve tedavisiz kahrsa korliige kadar gidebilen
konjonktivitlere neden olurlar.

2-Anorektal gonore:Komplike olmayan gonoreli kadinlarin
%40 kadannda yine enfekte homoseksiiel erkeklerde benzer bir oranda
rektal kiiltiirler pozitif bulunur. Primer enfeksiyon bélgesi olarak rektum
homoseksiiel erkeklerde %40 kadar gériiliirken bu oran kadinlarda %5’e
diismektedir (12). Cogu hastalar asemptomatiktir ancak akut proktit
semptomlan da goriilebilir.
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3-Faringeal gonore: Faringeal gonore enfeksiyonunda ana risk
faktorii orogenital seksiiel temastir. Kadin hastalarda oran %10-20,
homoseksiiel erkeklerde %10-25 kadardir. Faringeal enfeksiyonlarin ¢ogu
asemptomatikdir veya kendiliinden 1yilesir, aynica farenksten diger
hastalara bulag nadirdir. Tek enfeksiyon bolgesi olarak farenks nadir
goriiliir .

4-Pelvik inflamatuar hastalk(PID): Kadinlarda Gnemh ve
giiriiltiilii seyreden bir hastalik tablosudur ve olgularin %50 sinde etken
N.gonorrhoeae’dir (5). Assendan genital gonore enfeksiyonu olan
kadinlarim %10-20 sinde gelistigi tahmin edilir ve endometrit, salpenjit,
tubaovarian apse, pelvik ?eritom't ve diger lokal komplikasyonlarin bir
kombinasyonu olarak goriiliir (12,16). Olus mekanizmasi kesin
bilinmemekle birlikte bakterinin fallop tiiplerinde gegirgenligi artirarak
hem kendisinin hem de aerob ve anaerob bakterilerin pelvise gegigini
sagladigs diigiiniilmektedir (5). Rahim i¢i ara¢ kullamimi PID riskini artirir
buna kargihk oral kontraseptif kullammi riski azaltir. Aynica énceden
gegirilmis PID yeni ataklar i¢in riski artirir. En belirgin semptom bilateral
alt abdominal agndir. PID’in baglangici siklikla menstriiel siklusun
baglangicim izleyen birkag giin iginde olur.

PID’in en ciddi sekeli fallop tiipii obstriiksiyonuna bagh
infertilitedir ve tek ataktan sonra kadinlarin %15-20 sinde, ti¢ veya daha
gok atak gegirenlerin %70-80° inde goriilebilir. Ancak yine de
gonokokkal PID’ i takiben goriilen infertilite oram1 C.trachomatis’in etken
oldugu PID’den daha diigiiktiir. Bunun sebebi belki de gonorede daha
fazla akut inflamatuvar bulgu gelismesi ve dolayistyla hastaya daha kisa
siirede tam1 konarak tedavi verilebilmesindendir. Ayrica enfeksiyon
ektopik gebelik riskini de artirir (22).
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5-Perihepatit: Akut perihepatit (Fitz-Hugh ve Curti sendromu)
primer olarak fallop tiiplerinden .karaciger kapsiiline ve onu orten
peritona N.gonorrhoeae veya C.trachomatis’in direkt yayilmas: ile
meydana gelir. Erkeklerde nadir goriilen perihepatit ise lenfatik yayilim
veya bakteriyemik disseminasyondan kaynaklamir. Belirtileri abdominal
agn ve hepatik hassasiyettir. Genglerde sag iist kadran agristmin ayirici
tanisinda perihepatit diigiiniilmelidir. Laparoskopide karaciger kapsiilii ile
parietal periton arasinda “keman yayi” seklinde adezyonlar saptanir (12).

6-Gebelikte gonore:Gebelikte gonore geciren hastada spontan
abortus riski artmigtir. Gonoreli gebe prematiir dogum, erken membran
riiptiirii ve perinatal infant mortalitesi riski  tagir (12). Ayrica
korioamniyonit geligebilir (5).Yaygin gonokokkal enfeksiyon yoniinden
gebelikte goriilen enfeksiyonun bir risk faktorii olup olmadif konusunda
celigkili raporlar vardir.

7-Yaygin gonokok enfeksiyonu: Ates, gezici eklem agrilan, bir
veya daha ¢ok eklemde artrit, tenosinovit ve deri dékiintiileri ile seyreden
agir bir tablodur. Yaygin enfeksiyon enfekte hastalarin %0,5-3’linde
gelisir (16).Geng erigkinlerde enfektif artritin yaygin bir sebebi olarak da
gonore kargimiza ¢ikar.

Yaygin gonokok enfeksiyonunun nadir goriilen
komplikasyonlari olarak menenjit, osteomiyelit, Waterhouse-
Friederichsen sendromu ile birlikte kontrolsiiz sepsis ve adult respiratuar
distres sendromu sayilabilir.

Yaygin enfeksiyona neden olan gonokoklar genelde AHU-
auxotipi ve PorlA serovandir. Ajan, insan serumunun bakterisidal
etkisine direngli ancak i)enisﬂine duyarhidir. Yaygin gonokok
enfeksiyonlu hastalarm %13 kadarinda kompleman eksikligi vardr.
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Ayrica enfeksiyonun bu formu kadin hastalarda daha sik goriiliir ve
yaygin enfeksiyonlu kadinlarm  %50°’sinde  enfeksiyon  siireci
menstriiasyonun baslangicindan sonraki yedi giinii kapsar (12,16).

Yaygin enfeksiyonun en sik gériiniimlerinden biri artrit-dermatit
sendromudur. Birka¢ eklemde asimetrik tutulum izlenir, hastalarin
%75’inde tipik dermatit vardir, genelde papiil ve pistiiller tarzindadir. En
¢ok tutulan eklemler el, ayak, sternoklavikiller eklem ve
temporamandibiiler eklemdir. Yaygm enfeksiyon sathasinda kan kiiltiiri,
septik gonokokkal artrit safthasinda ise sinoviyal sivi kiiltiirleri pozitif
bulunur. Yaygin enfeksiyonun seyri sirasinda nadir de olsa aortik kapag:
tutan enfektif endokardit goérilebilir (12).

8-Neonatal ve pediatrik enfeksiyonlar: Yeni doganlarda en
stk goriilen gonokok enfeksiyonu gonokokkal konjonktivittir. Cok nadir
goriilen bir diger form ise yeni doganlarda sistemik hastalik gelisimidir.
Bu tabloda septisemi ve artrit birlikte bulunur. Neonatal dénemde vaginal
enfeksiyon yaygin degildir nadiren rektal enfeksiyon olabilir. Bunlarin
disinda klinik gériiniim erigkinlerden farkli degildir. Bir yasina kadar olan
periyotta gocuklar enfeksiyonu hijyeni kétii olan ebeveynden non-seksiiel
yolla alir (12).

Tani:

Gonorenin laboratuvar tanisi enfekte bolgeden
N.gonorrhoeae’nin identifikasyonu temeline dayanir. Kiiltiir ile bakterinin
izolasyonu tamsal standarttir. Ancak kiiltiire olanadt yoksa veya ornek
transportunda giiclitk varsa kiiltlir harici testler tam igin kullanilabilir.
PCR veya LCR ile DNA amplifikasyonu kiiltiirle kiyaslanabilir hatta
daha iistiin duyarhilik ve 6zgiillik gosterebilir ancak klinik deneyim
siurhdir (12). Selektif ortamda kiiltiir semptomatik iiretritli erkeklerde
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%95, endoservikal enfeksiyonlu kadinlarda %80-90 duyarhlifa sahiptir
(12).

Erkeklerde uygun bir silge¢ 2-3 cm. iiretra igerisine itilerek
iiretral 6rnekler alimr. Uretral eksuda yetersizse 20-30 ml. ilk akim idran
alinir ve santrifiije edilerek kullamlabilir. Endoservikal ornekler ise ilk
eksuda silinerek silge¢ vajen duvarmna degdirilmeden eksternal osa
yerlestirilip dondiiriilerek alir (12). Basarih bir izolasyon iyi ormek
toplanmasma, alinan 6rnegin laboratuvara hizli ulagtirilmasma ve uygun
kiiltiir ortaminin kullamimina baghdir.

Florah bolgelerden yapilan ekimlerde gerekli biiylime ortaminin
yam sira diger bakterilerin iiremesini baskilayan; vankomisin, sodyum
kolistimetrat ve nistatin igeren segici Thayer-Martin besiyerinin
kullamlmas: uygun olur. Florasi olmayan bolgelerden yapilan ekimlerde
kaynamig kanh jeloz, ¢ikolata agar gibi segici olmayan besiyerleri
kullamilabilir (15). Karakteristik gonokokkal koloniler agarda 35-37°C de
24-48 saatlik inkubasyondan sonra gorilliir. Izolasyonda bakteri %5-10
COy’li  atmosfer ortaminda tutulur. Kolonilerden oksidaz olumlu
bulunanlar gonokok varhgimi dogrular. Bununla birlikte genital bolgeden
elde edilen izolatlarm %S’inin N.meningitidis olma ihtimali vardrr. Bu
tirleri ayit etmek igin seker utilizasyon reaksiyonlann uygulamr. Bu
deneylerde glikozu fermente edip difer sekerlere etki etmeyen tiirler
N.gonorrhoeae olarak kabul edilir. Fermantasyon deneyleri i¢in Sistin-
triptik digest agar (CTA) kullamilir (5,12,15).

Gonokok enfeksiyonun tamismnda boyali preparatlar &zellikle
semptomatik iretritli erkeklerin tamsinda yaklagik %98 duyarhiliga
sahiptir. Basit, hizh ve ucuz bir yontemdir. Bununla beraber
asemptomatik erkeklerde iiretradan, rektumdan alinan Ornekler ile
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kadinlarda serviksten alinan oOrneklerde duyarhilik yaklasik %40-50
kadardir (34). Yapilan incelemelerde bol pargali 16kositler, bunlarm
disinda ve sitoplazmalan igerisinde 3-5°li gruplar halinde Gram olumsuz
kahve gekirdegi seklinde diplokoklarin goriilmesi uygun klinik bulgular
ile birlikte yeterli tanityr saglayabilir (5). Yine de Gram boyal preparat
rektum, farenks veya diger bolgelerin enfeksiyonunda tam koymak igin
tek basma bir tam1 metodu olarak kullanilmamalidir. Zira diger
neisserialanin bu bolgelerde bulunabilecegi unutulmamahdir. Hastalik
materyalinde ELISA yéntemi kullamlarak N.gonorrhoeae antijenlerinin
ortaya konulmas: sonucu hastalik tamsi 6zellikle kemoterapi uygulanmig
bireylerde bagarili sonuglar vermektedir (12).

Poliklonal ve monoklonal antikorlart kullanan bir ELISA
sistemi(Gonozyme) yaygin kullanima sahiptir. Semptomatik erkeklerde
bu test Gram boyama ile aym duyarhlik ve 6zgiilliige sahiptir.
Kadinlarda ise testin duyarhhi@  disiiktir (16). Omekte Neisseria
gonorrhoeae’nin kendisini veya antijenini gdsteren testlerden, Immun
floresan mikroskop, DNA problant ile antijen belirleme ve DNA
amplifikasyon y6ntemleri kullanilmaktadir (12).

Onceki veriler PCR’mn @imit verici oldufunu ve genital
enfeksiyonlan belirlemede kiiltiirden iistiin oldugunu gostermektedir. Son
yillarda PCR ile gonokokun varhgmi gosterebilmek i¢in g¢ok sayida
aragtirma yapilmigtir ve iimit verici sonuglar almmstir. PCR giiniimiizde
¢ok ¢esit  enfeksiyon etkenlerinin  saptanmasinda  basariyla
uygulanmaktadir. Bunun yam sira spesifik antibiyotik direncinin
saptanmasinda PCR teknolojisi kullamlabilmektedir, direncin genetik
aktanimindan sorumlu gen bolgesinin varh@n gosterilerek sonug
ahnabilmektedir. N.gonorrhoeae’da penisilinaz iiretiminden sorumlu ve
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plazmid tizerinde bulunan TEM 1 B laktamaz geninin arastinlmasinda
PCR kullambmgstir (8). Diger kiiltiir disn testler 6zellikle endoservikal
enfeksiyonlarda kiiltiirden daha az duyarliha sahip olmakla birlikte baza
testler Gram boyamadan daha iistiindiir. Ancak kiiltiir dis: testlerin higbiri
rektal ve faringeal enfeksiyonlar yoniinden yeterince ¢ahsiimamgstir. Bu
sebeple kiiltiir N.gonorrhoeae eldesinde standart test olarak kalmaktadir.

Epidemiyoloji:

Gonore ditnyamn her yerinde yaygin goriilen bir enfeksiyondur.
Son yillarda yapilan istatistiksel ¢aligmalar Amerika ve Avrupa’da
insidansin  diigtiigiinii gostermektedir. Hastahfin en yiiksek insidans:
gelismekte olan iilkelerde gozlenmektedir (12,16). Hastalik agisindan en
yiiksek risk tasiyan grup 20-24 yaslarindaki kadin ve erkeklerdir.
Erkeklerde kadinlara nazaran daha ¢ok olgu rapor edilmistir. 1960’ lardan
1975’e gelinceye kadar gonore hizla artms, sonra say: belirli bir oranda
kalarak 1990’larda azalmstir (37). Ulkemizde hastahin siklig
konusunda fazla yaym yoktur 1978’de %]1,1 olan siklik, 1982°de %3,55¢
cikmugtir (18).

Hastalik o6zellikle siyah irkta beyazlardan daha sik goriiliir
bunun yam sira sosyoekonomik diizeyi ve egitim diizeyi diisiik, sehirde
tkamet eden ve bekar bireylerde daha sik goriiliir. Ayrica homosekstiel
erkekler arasinda hastah@in yayginlig: fazladir.

Gegis:Gonore cinsel iliski yoluyla bulasan bir hastaliktir.
Enfekte kadin hastadan partnerine gegis oram tek bir temasta %20°dir.
Erkek hastadan partnerine gegis oran ise tek bir temasta %50°dir. Temas
sayisi arttikga bu gegis oranlar da artmaktadir. Bu nedenle partner sayist
birden fazla ise oranlar da normal popiilasyondan daha yiiksektir (5,12).

~A



Ayrica bu yiiksek oranlara geng yas, diigitk sosyoekonomik diizey, fuhus,
ilag bagimhih@, gegirilmis gonore veya diger seksiiel gegisli hastahk
hikayesi gibi faktorlerde katkida bulunur (16). Hastahfin gecisinde
asemptomatik enfeksiyonlu bireyler biiyiik rol oynarlar (5,12).

Korunma ve Kontrol: Uygun kullanilirsa kondom gonore ve
mukozal yiizeyden gegebilen diger enfeksiyonlardan yiiksek derecede
korunma saglar. Ayrica rutin muayenesi yapilan risk grubu kadinlardan
gonore igin Ornek toplanmalidir. Bunun disginda koruyucu oénlemlerin,
kondom gibi bariyer kontraseptiflerin kullaniou arttirnilmali, personel ve
toplum bilgilendirilmelidir (5,12).

Gonoreyi oOnlemek igin bir as1 gelistirilmesi arastirmada
oncelikli bir konudur. Bu konuda Pilin ve Por proteinleri iizerine
¢alismalar vardir. Ancak Pilin ve Opa’daki antijenik degiskenlik ozelligi
bir ag1 geligtirilmesine engel teskil etmektedir. Bu nedenle antijenik
stabilitesi daha fazla olan Por proteini ag1 eldesinde aday protein olarak
aragtindmaktadir (12,15).

Tedavi:

Gonoreli olgularin etkin tedavisi hastanin enfeksiyonundan gok
toplum saghigi yoniinden oldukga Onemlidir. Gonore tedavisiz de
iyilesebilen bir enfeksiyondur. Bununla beraber tedavisiz kalan bireylerde
epididimit, prostatit, salpenjit, gibi komplikasyonlar goriilebilir.
Yetiskinlerde komplike olmayan hastalarda énerilen tedavi rejimi tek doz
olarak Ceftriakson 125mg.im., Cefixim 400mg. oral, Siprofloksasin
500mg. oral veya Ofloksasin 400mg. oral ve 1.0gr.oral Azitromisin ya da
giinde iki kez 100mg oral Doksisiklin ile 7 giin siireyle tedavi seklindedir.
N.gonorrhoeae antibiyotiklerin biiyiikk bir g¢oguniuguna duyarli bir
bakteridir. Diger ¢esitli sefalosporinler, kinolonlar ve diger antibiyotikler

~an
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tedavi amaciyla kullanilabilirse de Gnerilen bu doért rejime tstiinliikler:
goriilmemigtir. Komplike olmayan gonoreli gebeler tek bir dozda 250mg.
1.m. Seftriakson ile tedavi edilmelidir. Tedaviden 1-2 ay sonra hastamin
gonore ve diger enfeksiyonlar yoniinden tekrar taranmasi 6nerilir (12).



GEREC VE YONTEM:
GEREC :
Kullanilan arag ve geregler:
Steril silgecler(STD-PEN Abbott Laboratories,STD-EZE Abbott
Laboratories)
Cihazlar:
1- -20°C’lik derin dondurucu
2- Vorteks cihazi NM 110 (Niive Ankara, Tiirkiye)
3- Etiiv (En 400 Niive Ankara, Turkiye)
4- Mikrosantrifiij cthazi (Hettich Zentrifugen EBA 12 Tuttingen,
W.Germany)
5- Su banyosu (Kottermann Labortechmk, W.Germany)
6- PCR cihaz1i; Minicycler (MJ Research Watertown, Massachusetts
U.S.A)
7- Elektroforez cihazi (TITAN Plus Electroforesis, Helena Labrotories
Beamuont,Texas,U.S.A)
8- UV kaynag: (TFX 20C, Wilber Lourmat, France)
9- Fotograf makinesi (Poloroid Gel Cam.U.K.)
Kullanilan kimyasal maddeler:
1- Oksidaz ayiraci; dimetil- paraphenylenediamine hydrochlorid’in saf
sudaki %1°lik eriyigi
2- Sodium fosfat tampon sistemi pH:7,2
3- Gram boyas: seti
4- Agaroz (Promega ,Corp Madison ,U.S.A)
5- 1X’lik PCR buffer (Promega Corp.Madison.) Igerigi:50mM KCl,
10 mM TRIS pH:8, 100pg/ml , 1,5 mM MgCl,,

A
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6- K tamponu;igerigi:1X’lik PCR buffer, %15 Tween 20(Sigma
Chemical St.Louis U.S.A), 20pg/ml Proteinaz K(Promega Madison
US.A)

7-0,5X’1lik TBE tamponu;0,045M Tris-borate 0,001M EDTA

8- Primerler(DNA International Inc U.S.A)

HO1 (5°’GCTACGCATACCCGCCGTTGC3’)

HO3 (5°CGAAGACCTTCGAGCAGACA3’)

9-NTP soliisyonu (Promega, Corp. Madison U.S.A). Igerigi: Her

birinden 1,25 mM olmak iizere;dATP, dGTP, dTTP, dCTP)

10-25 mM MgCl(Sigma Chemical St.Louis U.S.A)

11-Taq polimeraz (Promega, Corp Madison WI 5U/ml)

12-DNA piirifikasyon kiti (Promega, Wizard PCR Preps, DNA

purification systems, Madison, WL,U.S.A)

13-Mspl Restriksiyon enzimi (Promega Madison WI.,U.S.A)

14-123bp’lik DNA ladder ve PBR 322 Hae Il ile kesilmis DNA markeri

(Sigma Chemical St.Louis U.S.A)

Besiyerleri:
Kanh agar ve gikolata agar besiyerleri (Biolife ,Italy)
Diger malzemeler:

1- Desikator,beyaz mum |

2-Eppendorf tiipleri

3-Filmler(Poloraid /siyah-beyaz 667 3" x 4" Pack Film U.K.)
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YONTEM:

Calisgmamzda Ekim 1996-Haziran 1997 tarihleri arasindaki
donemde Firat Universitesi Tip Fakiiltesi Arastrma ve Uygulama
Hastanesi Uroloji Anabilim Dali Poliklinigine basvuran, iiretral akinti,
diziiri gikayetleri olan 16 erkek hastadan alinan iiretral akinti 6rnegi ile
birlikte, yine aymi donemde hastanemiz Kadin Hastaliklari ve Dogum
Anabilim Dali Poliklinigine piiriilan vaginal akinti gikayetiyle bagvuran
40 kadin hastadan alinan servikal akinti 6rnegi ve rutin muayeneleri
esnasinda 21 hayat kadimindan alinan servikal akinti 6rmegdi incelenerek
degerlendirme yapildi.

Uretral akinti omeklerini almak igin erkeklerde (STD-PEN
Abbott Laboratories) ve servikal akinti 6rneklerini almak i¢in kadinlarda
(STD-EZE Abbott Laboratories) markali 6zel steril silgegler kullamldi.
Erkek hastalarda 6mek alirken silgeg ile iretra igerisine 2-4 c¢m. kadar
girildi ve silgeg hafif ¢evrilerek 6mek alindi. Kadin hastalarda ise
ornekler jinekolojik pozisyonda silgeg vajen duvarina temas ettirilmeden
eksternal os iginden girilerek serviksten alindi. Her iki cinste de
hastalardan iiger 6rnek alindi. Orneklerden birisi kiiltiir ve Gram boyama
i¢in kullamhrken digerine fosfat tamponu eklenerek PCR uygulamncaya
kadar -20 °C de saklandi. Ugiincii 6rnek ise diger iretrit ve genital
enfeksiyon ajanlarim izole etmek i¢in kullanildi. Direkt preparat yapilarak
T. vaginalis aragtinldi. Clearview (UNIPATH) enzim immun assay
yontemiyle C.trachomatis aragtiriidi. Ayrica adi kiiltiir yapilarak diger
patojenler klasik bakteriyolojik yontemlerle incelendi. Bunlarin yamsira
Ureaplasma ve Mycoplasma igin 6zel besiyerleri hazirlandi. U-broth
besiyerine ekimi yapilan Srnekler 37 °C de, mumlu kavanozda 18-24 saat

~re
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inkiibe edildi ve besiyerinin saridan kirmiziya doniigmesi U.irealyticum
tirediginin gostergesi olarak kabul edildi. M.hominis’i aragtirmak i¢in
M-agara ekim yapildi. 5 giin mumlu kavanozda inkiibasyonu takiben
mikroskop altinda koloni varhg arastirildi. Ureme olmayan plaklar 15
giin sireyle her giin incelendi. Siipheli plaklar modifiye Dienes plak
boyama yontemi ile boyanarak mikroskopta incelend:.

Gram Boyama Yoéntemi:

Boyali preparat hazirlanacak lamlar temizlendi. Lamlarin
preparat yapilacak yiizleri alevde yalatilarak silgec ile alinan 6rnek lama
yayilldi. Hazirlanan preparat havada kurutuldu alevde tespit edilerek su
yontemle boyandi:

Preparatin {izerine gentian moru eklenerek iki dakika bekletildi.

Boya dokiildiikten sonra preparatin iizerine liigol eklendi. Bir dakika
bekletildikten sonra ¢esme suyu ile yikandi.

Preparatin iizerine %96 ‘lik etil alkol eklendi, alkoliin preparatin her
yerine temas etmesine dikkat edilerek dekolore edildi. Ayn1 islem 2-3 kez
tekrarlandi. Preparat ¢esme suyuyla yikandi.

Sulu fuksin ile 30 sn. boyandi, gesme suyuyla yikandi. Kuruduktan
sonra immersiyon objektifi ile incelendi ve nétrofillerin iginde veya
disinda Gram olumsuz diplokoklar arastirildi.

Kullanilan Besiyerleri:

Kanh agar besiyeri: Adi jeloza %7 koyun kam eklenerek
hazirlandi. Adi jeloz otoklavda 121°C ‘de 15dk.steril edildikten sonra
45°C’ye kadar sogutuldu ve kan eklendi. Sonra 8cm. ¢aph petri kutularina
dékiilerek, kullanilincaya kadar +4°C de buzdolabmda sakland.

An



29

Cikolata agar besiyeri: Adi jeloz steril edildikten sonra
70°C’ye kadar sogutuldu, iizerine %7 koyun kam eklendi ve kanstirilds, 8
cm. gaph petri kutularina dokiilerek +4°C’de buzdolabinda saklanda.

Oksidaz Testi: N.gonorhoeae’min identifikasyonu igin
kullamldi. Oksidaz aywraci; dimetil- para phenylenediamine
hydrochlorid’in saf sudaki %]1°lik eriyigi, her giin taze olarak hazrlandi.
Bir parga kurutma kafidi iizerine bir damla oksidaz ayiraci damlatildi
tizerine siipheli koloniden ekiivyonla alinan &6rnek eklendi. 10 dk iginde
koyu pembe renge doniisen 6rnekler oksidaz olumlu kabul edildi.

Kiiltiir Yontemi:

Uretral akinti omneklerinden biri ile Gram boyah preparat
hazirladiktan sonra N.gonorrhoeae izolasyonu i¢in kanli agar ve ¢ikolata
agar besiyerlerine ekim yapildi. Ekimler mumlu kavanoz (desikator)
igerisinde %5-10 CO, ortaminda 37 °C’de 24-48 saat inkiibe edildi.
Ureme saptadiktan sonra oksidaz aywraci, dimetil para fenilediamin
hidrokloridin %1°lik saf sudaki eriyigi bir parga kurutma kagidina
damlatildi giipheli koloniden alman 6mek iizerine eklenerek pembe,
kirmiziya doniigen 6rnekler oksidaz olumlu kabul edildi. Oksidaz olumlu
bulunan kolonilerden Gram boyama yapildi. Oksidaz olumlu, Gram
olumsuz diplokoklar N.gonorrhoeae olarak kabul edildi.

PCR Yontemi:

PCR ydntemi uygulanirken Ho ve arkadaglanmin 1992 yilinda
yayinladiklar1 galigmalar: referans ahnmgtir (14).

Ozel silgeglerle alinan ve iizerlerine 2 ml. fosfat tamponu eklenen iiretral
ve servikal drnekler; materyalin silgecten salinmas: igin 1 dakika siireyle
vortekste ¢alkalandi.

an
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1-Silge¢ ¢ikarildi, materyal eppendorf tiipiine aktarilarak 5000 devirde,

10 dk. santrifiijlendi.

2-Pellet goriildiikten sonra iizerindeki s1vi faz atildi.

3-Pelletin iizerine 100 pl K tamponu konuldu.

4-Hiicre siispansiyonu 60°C’de 1saat inkiibe edildi. Daha sonra proteinaz

K’y1 inaktive etmek igin 95°C’de 10 dakika bekletildi.

5-Ornek -20°C’de bir gece bekletildi.

6-Deneyimizde primer olarak cppB geni ile hem kromozomda hem de 4,2

kb’lik N.gonorrhoeae kriptik plazmidinde tasinan HO1 ve HO3 olarak

amlan 20°ser bazlik primerleri kullamld.

HO1 (5GCTACGCATACCCGCGTTGC3?)

HO3 (5’CGAAGACCTTCGAGCAGACA3’)

7- PCR amplifikasyonu: PCR 0,5m!’lik tiiplerde gergeklestirildi. Toplam
reaksiyon voliimii 50ul olarak tutuldu. Bu reaksiyon voliimii asagida

belirtilen ayraglar igermekteydi.

-Bakteri DNA siispansiyonu 10ul

-dNTP soliisyonu (Her birinden 1,25 mM olmak iizere;dATP, dGTP,
dTTP, dCTP) 4pl

-10XPCR tamponu - Sul

(500 mM KCL,100mM Tris HCI pH:9, %1 Tritox 100 )

-25 mM MgCl, 5ul

-Primer stogundan(10 pm/ul) 2ul

-Taq DNA polimeraz (5 U/ul)  0,2ul

- Distile su 23,8ul

Toplam 50ul
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8-50u! mineral oil ile kaplanan tiipler Minicycler PCR cihazina konuldu
ve amplifikasyon asagida belirtilen 1s1 ve siirelerde su ii¢ basamag
izleyerek gergeklestirildi:

Basamak 1: 94°C’de 30 saniye “denatiirasyon”

Basamak 2 : 55°C°de 1 dakika “annealing”

Basamak 3 : 74°C’de 30 saniye “extension”
9-Amplifiye edilen PCR iriinleri 1pg/ul ethidium bromid igeren
%1,5’luk agaroz jel i¢inde elektroforeze tabi tutuldu. Jel yapiminda
0,5X’lik TBE tamponu (0.045M Tris, 0.045 M Borik asit , 0.001 EDTA)
kullamidi.

Jelin hazirlamgi;

50 ml tampon, 0,75 gr. agaroz ile erlende kanstinldi ve bu
karigum kisik ategte kaynatildi. Jel tamamen eridikten sonra atesten alindi
ve 45°C’ye sogutuldu. Bes mikrolitre ethidyum bromid (10mg/ml)
eklenip kanstirildi. Hazirlanan jel tarak yerlestirilmis kaliba dokiilerek
diizgiin bir sekilde katilagtirildi. Pipetle 6rnegin dip kismindan 15l ahinda
. ve 3uL yiikleme tamponu ile iyice kanigtirilarak jelin tarak bogluklarina
dikkatlice birakildi. Son tarak bosluguna da PCR’da daha énce amplifiye
edilen 259 bp’lik HBV gen pargacign konuldu. Bu islemlerden sonra
IX’lik TBE tamponu igeren tankta 5V/cm’ de elektroforez yapilds.
Jeldeki birinci bosluk marker igin birakildi. Marker olarak 123 bp’lik
DNA ladder kullamldi. Marker DNA pargaciklanimin  uzunlugu
bilindiginden parcaciklarin jelde gogii Olgiit olarak kullanilip
orneklerdeki DNA pargaciklarimin uzunlugu saptanabilmektedir. DNA
ladder 123 bp’lik uzunluklar seklinde jelde gdce ugramakta ve agarozda
esit aralikl bantlar olusturmaktadir. Ornegimizden elde edilen DNA
bandi kendi hizasindaki marker’m DNA band: ile karsilastirilarak bant
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hedef DNA ile aym uzunlukta bulundugunda bunun N.gonorrhoeae’ ya
ait oldugu digiintildii.

Elektroforez tamamlandiktan sonra ethidyum bromid boyal jel
ultraviyole 151§ altinda incelendi ve 390 bp’lik fragmamin varlif
aragtirildi. 390 bp’lik N. gonorrhoeae’ya ait oldugu diigtiniilen PCR iiriinii
bant agaroz jelden kesilerek saflagtinildi. Saflagtirmada ticari DNA
purifikasyon kiti (Promega, Wizard PCR Preps, DNA npiirifikasyon
systems, Madison, WI, USA) iireticinin dnerdigi protokole uygun olarak
kullamldi. Daha sonra elde edilen DNA, Mspl (Promega Madison WI,
USA ) restriksiyon enzimi ile kesilerek tekrar %2°lik agaroz jel
elektroforezine tabi tutuldu.

Bu islem i¢in 1ug. PCR iiriinii DNA 10pul igerisinde resiispanse
edildi. PCR iiriinii DNA 30 {inite Mspl enzimi ve enzim beraberinde
bulunan tampon ile 1X halinde hazirlamp reaksiyona 50ul  volim
icerisinde devam edildi. Reaksiyon voliimii 4 saat 37°C’de tutuldu.
Elektroforez sirasinda Hae III ile kesilmis PBR 322 DNA markeri
kullanildi. Ethidyum bromid boyal jel ultraviyole 15131 altinda 390 bp’lik
PCR iirtiniiniin refefans alman literatiirde de belirtildigi gibi 250 ve 140
bp’lik iki fragmana boliindiigiinii gostermek igin incelendi.

~n



BULGULAR:

Kirk siklusluk PCR reaksiyonunu takiben amplifiye edilen iiriine
elektroforez yapildi. Elektroforezden sonra Ethidyum bromid boyal jelde
ultraviyole 15131 altinda incelendi. Literatiirde de (14) belirtildigi gibi 390
bp’lik fragman saptanan émekler N.gonorrhoeae olarak kabul edildi

(Sekil 1).

<—123 bp DNA

390 bp N.gonorrhoeae — Ladder

259 bp HBV DNA —»

Sekil 1: Agaroz jel elektroforeziyle N.gonorrhoeae PCR iiriinlerinin

gosterilmesi
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Sekil 2: Restriksiyon enzimi Mspl ile sindirilen N.gonorrhoeae PCR
triinlerinin agaroz jel elektroforezinde gosterilmesi.
A:HBV PCR iiriinii , B:Msp I ile sindirilmis PCR iriinii , C:390 bp
N.gonorrhoeae PCR iiriinii , D:PBR 322 Hae III DNA marker

Elde edilen 390 bp’lik fragmandan saflagtirilan PCR iiriiniiniin
restriksiyon enzimi Mspl ile kesilerek elektroforezi yapildifinda referans
literatiirde belirtildigi gibi 250 ve 140bp’lik iki fragmana bolindigii
izlendi (14). (Sekil 2 )
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Tablo 1: Omeklerin degisik hasta gruplarna gére dagilimu

GRUPLAR  SAYI YUZDE %
1 21 " 27,3

2 40 51,9

3 16 20,8
Toplam 77 100,0

l.grup nisk grubu olup; yoremizdeki hayat kadmnlarimn olusturdugu
gruptur. Omekler bu kadinlarin periyodik muayeneleri esnasinda vaginal
akint1 gikayetleri olup olmadigina bakilmaksizin alinmgtir.

2.grup vaginal akinti sikayeti ile jinekoloji poliklinie bagvuran kadin
hastalardan olusmaktadir

3.grup iiretral akinti gikayeti ile iroloji poliklinife bagvuran erkek
hastalardan olusmaktadir.

Tablo:2 Kiiltiir, PCR ve Gram boyama sonuglar

KULTUR PCR GRAM BOYAMA
Sonug Say1 % Say1 % Say1 %
Negatif 73 94.8 64 83.1 71 922
Pozitif 4 5.2 13 16.9 6 7.8

TOPLAM 77 100 77 100 77 100
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Omneklerin degisik hasta gruplannda dagihmi tablo 1°de
gosterilmigtir. Buna gore test 6rneklerinin gogu vaginal akintih kadin
hastalardan elde edilmistir. Kiiltiir, Gram boyama ve PCR deneylerinin
sonuglar1 tablo 2’de kargilagtirmah olarak verilmigtir.

Omeklere yapilan kiiltiirlerin 4’iinde N.gonorrhoeae iiredi.
Altisinda Gram boyali preparatta Gram olumsuz diplokok saptandi ve
toplam 13 6mekte PCR incelemesinde N.gonorrhoeae pozitif bulundu.
Kiiltiir sonucu pozitif olan 4 érnegin Gram boyamasi ve PCR sonucu da
pozitifdi. Gram boyali preparatinda Gram olumsuz diplokoklar izlenen iki
olguda kiiltirde N.gonorrhoeae iirememesine karsihk PCR sonucu
pozitif bulundu. Kalan 7 olguda kiiltiir ve Gram boyama sonuglarn negatif
olmasina ragmen yapilan PCR incelenmesinde pozitif sonug alind:.

Tablo 3: Gruplara Gére PCR Sonuglarimn Dagilim:
GRUPLAR NEGATIF POZITIF TOPLAM

1 18 3 21
2 38 2 40
3 8 8 16
toplam 64 13 77

yiizde 83,1 16,9 100,0
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Tablo 4,5 ve 6 tiim hastalardan elde edilen sonuglara gbre diizenlenmis
ve istatistiksel analizler toplam hasta grubu izerinde yapimgtir. PCR
sonuglarimin  érnek alman gruplardaki dagilmi da tablo 3’de
gosterilmigtir. PCR sonuglan ayrica mikroskopi ve kiiltiir sonuglartyla da
ayn ayn kiyaslanmig ve bu kiyaslamalar tablo 4 ve 5’de gosterilmigtir.
Kiiltir ve mikroskopi sonuglarmin kiyaslanmasi ise tablo 6’da
gOsterilmigtir.

Tablo 4.Tim Grupta Elde Edilen Mikroskopi ve PCR Sonuglanmn
Kargilagtirilmasi:

Mikroskopi sonuglar Toplam

Pozitif Negatif Say1

PCR Pozitif 6 7 13
sonuglar Negatif 0 64 64
Toplam Say1 6 71 77

McNemar testi binomial olasilik hesabiyla p<0,05
Duyarhilik: 6/6=%100  Testin pozitif tahmin degeri:6/13=%46
Ozgiillikk: 64/71=%90  Testin negatif testin tahmin degeri:64/64=%100

~ry
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Tablo 5:Kiiltiir ve PCR Sonuglarinin Karsilagtinlmas::

Kiiltiir Sonuglan Toplam

Pozitif Negatif Say1
PCR Pozitif 4 9 13
Sonuglar Negatif 0 64 64
Toplam Say1 4 73 77
p<0.01

Duyarlilik:4/4=%100 Testin pozitif tahmin degeri:4/13=%30
Ozgiillitk:64/73= %87 Testin negatif tahmin degeri:64/64=%100

Tablo 6: Kiiltiir ve Mikroskopi Sonuglarinin Kargilagtiriimasi:

Kiltiir Sonuglan Toplam
Pozitif Negatif Sayi

Mikroskopi Pozitif 4 2 6
Sonuglar Negatif 0 71 71
Toplam Sayr 4 73 77
p>0,05

Duyarhlik:4/4=%100 Testin pozitif tahmin degeri:4/6=%60
Ozgiilliik:71/73=%97 Testin negatif tahmin degeri:71/71=%100

~n
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TARTISMA

Gonore olduk¢a sik rastlamlan bir enfeksiyondur. 1970’lerde
seksiiel olarak aktif olan kadinlardan yapilan endoservikal kiiltiirlerde %2
oraninda bulunmustur. 1974 yihinda ABD’de 2700000 gonore vakas:
oldugu hesaplanmugstir. 1977 yilinda ABD’ de 469.6/100.000 olan bu oran
iilkemizde 2.6/100000 dir. Yaygm olan bu enfeksiyonun iilkemizde bu
kadar diisiik olmas1 bildirimlerin saghikli yapilmamas: nedeniyle verilen
saymmn gergekleri yansitmamasma bagh olabilir (10,34).

Erkek iiretritlerinde N.gonorrhoeae bulunma sikligim Yilboz ve
ark. %21 (35), Beycan ve ark. %39,8 olarak bulmuglardir (4). Aydin ve
ark. 1997°de yaymladiklan g¢aligmalarinda aym oram %7,5 olarak
saptamuslardir (3). Gonore tanusi genellikle klinik olarak konulmakta ve
tedaviye gecilmektedir. Bu durum laboratuvarda  saptanan
N.gonorrhoeae oranlarinin gergekte oldugundan daha diigiikk goériinmesine
yol agryor olabilir (2). 16°s1 erkek, 61’1 kadin toplam 77 hasta lizerinde
yaptigimiz ¢aliymamizda, PCR uygulayarak N.gonorrhoeae saptadigimiz
hasta oramm %16,9 olarak bulduk. Aym hasta grubunda kiiltiirde
N.gonorrhoeae varligini gosterebildigimiz hastalarin oram ise %S5,2 idi.
Yapilan istatistiksel degerlendirmede kiltir ve PCR yontemi
kiyaslandiginda aralarindaki fark anlamh (p<0,05) bulundu. Grubumuzda
Gram boyali preparat ile gonokok varhigi gésterilen hastalarin oram %7,8
bulundu ve PCR ile kiyaslandiginda aralanindaki fark anlamh (p<0,01)
bulundu. Bu veriler, nemli bir enfeksiyon etkeni olan N.gonorrhoeae’nin
tamisinda daha giivenilir testlere gerek oldugunu gostermektedir. .

Gonorenin kesin tams: iiretral veya servikal akintidan yapilan
yaymanin mikroskobik incelenmesi ve kiiltiir galigmasi ile konulur (34).
Gram boyama hizli sonug veren bir testtir ve erkek hastalarda duyarliif

An



%90-98, ozgiilligii %95-98°dir (34,37). Ancak asemptomatik erkeklerde
iiretradan, rektumdan ve kadinlarda serviksten yapilan yaymalarda
duyarliik %50-60’a ve ozgiillitk %82-97°ye digmektedir (22,34). Gram
boyama pozitif dahi olsa tiim kadin hastalarda kiiltir ¢ahsmasi
yapilmahdir (12,34).

Semptomatik iiretritli erkeklerde iiretral omekler igin kiiltiir
%95 duyarh iken , kadinlarda endoservikal enfeksiyonlar i¢cin duyarhhig
%385°dir (12,34). N.gonorrhoeae saptanmasinda kiiltiir kesin tam igin
gereklidir ve “gold standard” olarak kabul edilmektedir (14;24).
Antibiyotik duyarlihifi ve B-laktamaz testinin uygulanabilirlii yoniinden
hala mutlaka yapilmasi gereken bir testtir (37). Ancak kiiltiir yénteminin
yalanct negatiflik verebilecegi géz oniinde bulundurulmahdir (14,18).
Kiiltir i¢in 24-48 saatlik bir inkubasyon siiresine gerek vardir ve 6rnegin
transportu uzun siirerse  bakteri canhiifim1 yitirmektedir. Ayrica
antibiyotik tedavisi baglanmig hastalarda kiiltiiriin duyarhlifn azalmaktadir
(24). Omegin sinoviyal sivi gibi gonokokun zor iiredii materyallerde
agar plaklanmin ekim anindaki 111 bile  kiiltiir  sonucunu
etkileyebilmektedir (20) . Gonokoklarin az bir kismu vankomisine agir
duyarhdir ve selektif ortamda kiiltiir edildiklerinde yalanci negatiflik
olusturabilirler (37).

Hagman ve ark, yaptiklan1 ¢aliymada siipheli gonoreli kadin ve
erkeklerde dogrulama testleri ile birlikte kiiltiiriin yapilmasimn 6nemli
oldugunu vurgulamiglardir. Yaptiklan g¢alisjmada meningokoklarin da
genitoiiriner enfeksiyonlarda etken olabilecegini ve klinik ve tamsal
yonden bir problem yaratabilecegini gdstermislerdir (11).

Bu klasik yontemlerin yam sira ELISA, DNA problarn,
monoklonal antikorla belirlenme gibi yéntemler de gonorenin tamsinda
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uygulanmaktadir. ELISA (Gonozyme) kullanarak gonokokkal antijeni
belirleme yontemi hizli bir testtir ve semptomatik erkeklerde yiiksek
duyarhlik ve 6zgiillitk gosterir. Ancak testin Gram boyamaya nazaran bir
avantaji yoktur (16). Kadin hastalarda testin duyarlih@ diigiiktiir. Yalanci
pozitif sonuglar verebilir ve antibiyotik duyarhligini gosteremez (1).

Immunfloresans ile gonokokkal antijenin belirlenmesi igin
floresan antikor teknigi uygulanmaktadir. Hizh bir testtir ve hem canli
hem de cansiz mikroorganizmay:1 saptayabilmektedir. Floresan antikor
prosediiri major diy membran proteini olan protein I iizerindeki
epitoplan tamiyan monoklonal antikorlari kullanmaktadir. Ancak test
hasta orneklerinden mikroorganizmanin direkt taninmasina yénelik
tasarlanmamugtir. Aynica birkag gonokokkal izolatin  floresans
vermeyebilecegi gosterilmigtir (16).

Ridderhof ve ark. primer kiiltiirden N.gonorrhoeae’y: identifiye
etmek i¢in monoklonal Ab ve DNA prob testini karsilagtirmglardar.
Kiltiirde segici ortamin duyarlihgami siirdiirmek giigtir ve Neisseria
grubundaki non-gonokokkal iiyelerinde genital ve genital bolge disinda
bulunabilmesi kiiltiir sonucunda elde edilen izolatlann N.gonorrhoeae
oldugunun dogrulanmasim gerektirir. Bu amagla kullamlan monoklonal
antikor testinin duyarlih@ %94, o6zgilligi %100 bulunurken, DNA
prob testi %95 duyarli bulunmus, ancak bzgilliigii yeterli (%65)
bulunmanugtir (28).

Totten ve ark. DNA hibridizasyon teknigini kullandiklan
¢aligmalarinda inceledikleri 261 susun %96’sinda kriptik plazmidin
bulundugunu gostermiglerdir ve kriptik plazmid problant kullanarak
benzer gonokokkal suglani belirlemenin miimkiin  olabildigini
belirtmiglerdir. Yine aym ¢ahigmada hibridizasyon tekniginin uzun ve zor
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oldugunu klinik laboratuvarda hemen uygulanamayacagimm ancak canh
olmayan bakteriyi belirlemede ve antibiyotik tedavisi altindaki hastalarda
bakterinin gosterilmesi agisindan uygun olabilecegini belirtmislerdir (33).

Urogenital 6meklerde gonokokun belirlenmesi igin DNA
problart ile hibridizasyon yoéntemi son yillarda yaygin olarak
arastinlmgtir. Prob olarak cesitli niikleotit sekanslan kullaniimigtir.
Ormnegin: Pilin geninin nilkleotit sekanslan  kullamlmistir  ancak
gonokokun pilin geninin birden fazla kopyast vardir ve
meningokoklarinki ile benzerlik gosterir. Aymca IgAl proteaz geni
kullanilmigtir. Tiim gonokoklarda bu genin tek bir kopyasi vardir ancak
klinik orneklerde az sayida mikroorganizma oldugunda belirlenmesi
zordur. Bunlara ilave olarak rRNA derivesi oligoniikleotit problar
kullamlmig, bunlarla yapilan deneyin duyarhh@: ve 6zgiilligi %100
olarak saptanmistir. Ancak bu probun tam sekansi yaymlanmamsgtir (21).

DNA problan kullanarak antijen belirlenmesi etkin bir alternatif
metoddur. Kiiltiir, organizmanm laboratuvara canli ve zamaninda
transportunu gerektirdiginden, rekombinant DNA teknolojisi 6rnegin
biriktirilebilme ve depolanma kolayligim vermekte ve 2 saat gibi kisa bir
siirede sonug veren hizh bir tam yontemi saglamaktadir. Alinan sonuglar
DNA prob testinin bir tarama ve tam testi olarak kullamilabilecegini
gostermektedir. Ancak test yalanci negatif sonuglar verebilmektedir®.
Duyarhihg ve ozgiilligh yiksektir. Ancak spesifik DNA sekanslarinin
segimi zordur (21). Ciinkii gonokok yiiksek oranda (%80) N.
meningitidis ile homoloji g6sterir. Bu test genital bolge diginda
uygulanamaz ve pahah bir yontemdir (24). Aynica kiiltiir gerektirmeyen
klasik yontemlerden olan enzim immiinoassay ve DNA prob

hibridizasyon yontemleri gonore tamsii koydurmakla beraber
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PCR ve LCR gibi amplifikasyon yontemlerinin dzgiilliigiine
yaklagamamaktadirlar (6). Biitin = bu tam yontemlerini gézden
gecirdigimizde gonore tamsinda daha kesin sonug veren hzh ve giivenilir
bir tam metoduna gerek oldugu agiktir. Caligmamizda ginfimiizde birgok
hastalifin tamsinda giivenilir bir yéntem olarak kullamlabilen PCR’in
gonorede uygulanabilirligini géstermeyi amagladik.

Gonorenin PCR yontemi ile belirlenmesinde uygun primerlerin
se¢imi testin en 6énemli basamagm olusturmaktadir ve degisik primerler
kullanilarak ¢esitli ¢alismalar yapilmigtir. Muralidhar ve ark. primer
olarak ribozomal gen sekanslarimi kullanmiglar ve sinoviyal sivida N.
gonorrhoeae’y1 gostermislerdir (23).

Poh ve ark.. PCR yontemiyle tiim hiicreyi temel alan sekans
temelinde IB-2 ve IB6 serovarlarim ayirabilmiglerdir (25).

Birkenmayer ve Amstrong 1992°de yaptiklan caligmalarinda
Opa-2, Opa-3 ve pilin-2 proteinlerinin sekanslanm kullanarak LCR
(Ligase chain reaction) ile iiretral ve endoservikal Orneklerde
N.gonorrhoeae’nin varligini gostermiglerdir. Ayrnica Opa-2  probunun
sensitivitesini, Opa-3 ve pilin-2’den 1iki kez daha giigli bulmuglardir.
Kiiltiirle kiyaslandiginda her ii¢ probla yapilan testin duyarliigimin %100
ve Ozgilliiginin %97.8 oldugunu gbstermislerdir (6).

Li ve ark. seksiiel gecisli artritlerde bakteriyel DNA’y1
belirlemek igin N.gonorrhoeae klasII dis membran protenini genine $zgiil
primer kullanmuslar ve testin duyarhlifimi %80 6zgiillidiinii %98 olarak
tesbit etmiglerdir. Teknigin daha erken tam sagladifim ve seksiiel gecisli
artritlerde antibiyotik tedavisinin etkinliini aragtirmada objektif bir olgii
oldugunu saptamiglardir (19).



Liebling ve ark. gonokokkal dis membran proteini
protemlIl’iin yapisal gen iriinlerini primer alarak nested PCR
yontemiyle sinoviyal sivida cahsmuglar ve testin duyarlihgim %96.4
ozgillliginii %78.6 bulmuglardir. Nested PCR yénteminde ilk PCR’m
uygulandigs amplifiye iiriin tekrar benzer primerlerle amplifiye
edilmektedir. Sonugta amplifikasyon ile ¢ok sayida hedef molekiil
olusmakta ve herhangi bir yalanci negatiflik olmadan kolayca
gdzlenebilmektedir. Nested amplifikasyon ile pozitif sonug alma olasihg
arttif igin testin duyarlihf da artmaktadir. Testin duyarlihgm gok yiiksek
olmasmma bagh bir dezavantaji vardir; birinci amplifikasyondan sonra
tiipteki DNA ikinci tiipe aktarilirken iiriin ok az miktarda dahi gevreye
sagilacak olursa sonraki denemelerde hava yolu ile kontaminasyona yol
agabilmektedir (8). N.gonorrhoeae artritinin, akut Reiter sendromundan
ayniimasinda bu teknigin yardimei oldugu kanitlanmustir. Standart kiltiir
ile sinoviyal sivilarinda {ireme olmayan hastalann kesin tamsinda PCR’mn
uygulanabilir oldugunu gdsterilmigtir (20).

Lau ve ark.. N.gonorrhoeae’nin dis membran proteini PIB’i
kodlayan genin 341 bp’lik bir fragmanim kullanarak PCR uygulamuslar ve
bu teknigin PIB serovarlan igin duyarh ve &zgiil oldufunu tesbit
etmiglerdir. Ancak PIA igin bu oprimerlerin aym duyarhibg
gostermediklerini bulmuslardir. Bu yéntemle yaygin bir serovara ait daha
fazla susu ayirt edebilecegi one siirilmiigtiir (18).

Deguchi ve ark. 16S’lik ribozomal RNA sekanslarim
kullanarak tretral émeklerde PCR ile N.gonorrhoeae aragtirmis ve
deneyin  gonokokkal iretritlerin  tamsinda  kullamlabilecegini,
duyarhiligmn ve Szgiilliginiin yiiksek oldugunu belirtmislerdir (7). Qu ve
ark.. siipheli gonokokkal iretritli hastalarda yaptiklan gahsmalarinda
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kiiltir ve gram boyama pozitif, ancak PCR negatif sonuglu vakalara
rastlamadiklarim  ama bunun yaninda kiltiirde iireme saptanmayan 6
hastada PCR pozitif sonug¢ aldiklanim: bildirmiglerdir. Sonug¢ olarak
gonokokkal iretritlerin tamsinda ozellikle de kronmik enfeksiyonlarda
PCR’1n rutin yontemlerden daha duyarh oldugu belirtilmigtir (26).

Gonokoklar ¢ok sayida plazmide sahiptirler, bunlarn en kiigiigii
4,2 kb’lik kriptik plazmiddir, ve fonksiyonu tam bilinmemektedir.
Hangblom ve ark. yaptiklan ¢alismada 4,2 kb.’lik kriptik plasmidin
N.gonorrhoeae klinik izolatlarimin %96’smnda bulundugunu gosterdiler.
Bu plazmidin DNA’s1 kromozoma integredir ve plazmidsiz suslarda da
bulunmaktadir (13).

Koch ve Hangblom daha onceki ¢aligmalarinda kriptik plazmid
pJD;’in tam niikleotit sekansim rapor etmistir (17). Ho ve ark. tam
niikleotit sekans: bilinen kriptik plazmidi hedef niikleotit olarak segmigler
ve knptik plazmidin cppB geninin 390 bp’lik bir DNA fragmanim tasiyan
N.gonorrthoeae i¢in bir PCR deneyi gelistirmigtir. Sonugta testin
duyarlihgm %100, 6zgiilligiinii %88,9 olarak tesbit etmislerdir (14). Bu
¢aliymada aym primerler kullamlarak iiretral ve servikal 6rneklerde PCR
uygulanmig ve duyarliik %100, 6zgiillik %90 olarak tesbit edilmigtir.
Bu oranlar daha 6nce yapilan ¢aligma ile paralellik géstermektedir.

Polimeraz zincir reaksiyonunun degerlendirilmesinde bdylesine
iyt sonuglar alinmasina ragmen testin rutin tamda alabilecegi yeri
kestirmek giigtiir. Bu tarz bir sonuca varabilmek i¢in bu testin rutin
testlere goOre avantaj ve dezavantajlarinin ¢ok iyi degerlendirilmesi
gerekir. Gonorenin 6n tanisinda Gram boyamanin énemli bir yeri oldugu
aciktir, Gram boyama ucuz bir yéntemdir, hizh sonug alinir ve bu testin
PCR ile yer degistirmesi olas1 degildir. Gram boyama yonteminde yeterli



tiretral veya servikal eksuda olmalidir. Ayrica, gram boyama kadin
hastalarda erkeklerde oldugu kadar duyarli degildir. PCR ydnteminde
uygun alinan 6rnek yeterlidir. Asemptomatik erkek ve semptomatik veya
asemptomatik kadin hastalarda giivenle uygulanabilmektedir (6,14,32).
Asemptomatik hastalarda Gram boyamamn duyarlihign %40’a kadar
dismektedir. Tam konuluncaya kadar gecen siire enfeksiyonun
bulasmasinda énemh oldugu gibi ¢esitli komplikasyonlarn gelismesi igin
yeterli siireyi de saglayabilir.

Gonokoklar ¢esith fiziksel ve kimyasal faktorlere duyarl
organizmalardir. Kiiltiirde segici ortamin duyarhlhigim siirdiirmedeki
giiclikkler, non-gonokokkal iiyelerin materyal alinan bolgede bulunmasi
kiiltiir sonuglanm etkilemektedir (28). Ornegin transportundaki giicliikler
bakterinin canhligim yitirmesine sebep olabilir. Ornek transportunda
tasima besiyerleri kullanlabilir ancak bu sekilde yapilan kiiltiirde {ireme
oram direkt hasta baginda yapilana nazaran diisiik olmaktadir (20). Oysa
PCR i¢in alman oérnek fosfat tampon igerisinde -20°C’de bir ay kadar
bekletilebilmektedir. Bu 6zellik transport problemini ortadan kaldirabilir,
orneklerin biriktirilerek incelenmesine ve teknigin olmadign yerlerden
referans laboratuvarlarina materyalin gonderilebilmesine olanak saglar.
Omek alman bolgede bakteri sayist yetersizse kiiltiir sonug
vermemektedir, antibiyotik tedavisi almug hastalarda kiiltiiriin duyarlig
azalmaktadir. Yapilan ¢aligmalar PCR’1n 390 bp’lik fragman kullanilarak
500 cfu N.gonorrhoeae’y: belirleyebilecek duyarhilikta oldugunu
gostermigtir (14). Ayrica antibiyotik tedavisi almms hastalarda PCR
duyarliligi degismemektedir (31).

Bu ¢aligmada yapilan ¢aligmalar degerlendirilerek en uygun
primer olarak plazmid orijinli cppB geninin 390 bp’lik DNA fragmam
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segilmigtir. Ho ve ark. 1992 wyilinda yapmus olduklan ¢alismalarmda
testin  duyarhligii %100, 6zgiilliiginig %88,9 bulmuslardir (14). Bu
¢ahsmada kiiltir yontemine kiyasla testin duyarhhigim %100,
dzgiilligiini ise %87 bulunmugtur. Duyarhlik ve dzgiilliikk dnceki verilere
uygunluk gostermektedir. Testin pozitif tahmin giicii %30, negatif tahmin
giicii ise %100 saptanmgtir. Pozitif tahmin giictiniin diigiik bulunmasi, 9
ornekte kiiltiir sonucunun negatif olmasma bagh olabilir. Kiiltiir sonucu
negatif ancak PCR da N.gonorrhoeae saptanan bu 9 hastann tiimiinde
tiretral akinti, bel agnisi, diziiri ve vaginal akinti gibi klinik bulgular
mevcuttu. Aynica bu 9 hastanin ikisinde Udiirealyticum ve S.aureus,
birinde U.iirealyticum ve C.albicans iiredi. Ancak diger alt: rnekte bagka
bir etken izole edilmedi.

Omekler PCR islemleri swrasmnda laminar flowa sahip
biyolojik giivenlik kabininde tutulmustur. Dolayisiyla ¢apraz
kontaminasyon riski en aza indirilmigtir. Ayrica her érmek grubu iginde
pozitif ve negatif kontroller bulundurulmus ve kontrollerin sonuglarina
gore test sonuglani degerlendirilmeye alinmistir. Bu nedenle, deney
sirasindaki kontaminasyon ihtimali ortadan kaldirilmgtur.

Yetersiz bakteri sayisi, beraberinde diger genital enfeksiyon
ajanlannm bulunmas: ve hastalarin antibiyotik tedavisi almig olmas: gibi
etkenler kiiltiir sonucunu etkilemis olabilir. Cogu c¢aligmalarda oldugu
gibi bu galigmada da PCR kiiltiiriin belirleyemedigi pozitif 6rnekleri ayrrt
edebilmistir. Sonugta testin duyarliii ve 6zgiilligii kiiltirden daha
yiksek bulunmustur. Kiiltiir pozitif bulunan higbir 6mekte PCR negatif
bulunmarmstir, diger bir deyisle yalanci negatif sonug alinmamstir., PCR
digindaki tamisal testler semptomatik hastalarda veya vyiiksek risk
grubunda daha iyi sonug verirken asemptomatik hastalarda ve diigiik
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prevalans gosterenlerde daha az etkilidirler. S6z edilen bu gibi
durumlarda da PCR yiiksek duyarhliga sahiptir (14,20). PCR &6zellikle
besiyerine duyarlihik, yetersiz transport kogullari veya yetersiz miktarda
ormek almm gibi nedenlerle kiiltiir sonuglari negatif oldugunda kesin
tantyr vermesi agisindan yararhdir. Kiiltirde ahnan negatif sonug
kesinlestirilemezken PCR ile alinan negatif sonug kesindir (31). Bunlarin
yam sira kronik ve asemptomatik enfeksiyonlarda kiiltiirle tamiya gitmek
gictiir . Bu gibi durumlarda PCR tercih edilebilir. Kiiltiir hastaliin
klintk gidigini izleyebilme  ve antibiyogram yapabilme sansmm
vermektedir. Bu iki 6zellik kiltiiriin gonore tamsindaki yadsinamaz
Snemini vurgulamaktadir. PCR’1n gonore tanisinda “gold standart™ olarak
kabul edilen kiiltiiriin tamsal gerekliligini ortadan kaldirmasinm miimkiin
olmadign agiktir. PCR sinoviyal sivi, peritoneal sivi, tubal biyopsi
ornekleri gibi kiltiiriin yeterli sonu¢ vermedigi &rneklerde de yararh
olabilir.

PCR’m pahali bir tam1 yontemi olmasi, uygulama igin tam
donamimli bir laboratuvar gerektirmesi ve tedaviye yon vermede yetersiz
kalmas1 dezavantajlan olarak sayilabilir. Sonug olarak PCR iyi bir
alternatif tam yontemi olarak degerlendirilmelidir.
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Kiiltiir ve PCR yOnteminin farklar:

Transport

Kiiltiir ortam

Ornegin bekletilebilmesi
Test performansi

Test yontemi

Sonucu degerlendirme -
Enstriimentasyon
Laboratuvar ig yiikii
Antibiogram

Genital bolge dis1 kullamim
Cansiz organizma saptama
Testin maliyeti

Kiiltir
Onemli
Onemli
Bekletilmemelidir
lyi
Basit
Objektif
Mikroskop
Arttirmaz
Yapilir
Kullamlir
Yapamaz

Ucuz

PCR
Onemli degil
Onemli degil
Bekletilebilir
lyi
Komplike
Objektif
PCR diizenegi
Arttinr
Yapilmaz
Kullanilir
Yapar
Pahali
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SONUC:

Bu ¢ahsmada PCR deneyinin tamsal segicilign yiiksek
bulunmustur. Ayrica diger yontemlerle arasmda istatistiksel olarak
anlamh fark saptanmigtir. Bu 6zellikler PCR’m tamsal Onemini
arttrmaktadir. PCR ile karsilagtirilan rutin tani yontemleri Gram boyama
ve etkenin kiiltiirde izolasyonudur. Gram boyama ucuz, hizh ve kolay bir
yontemdir ancak hastaligin kesin tamsm vermede yetersizdir. Kiiltir
yaparak etkenin izolasyonu standart bir yontemdir. Ancak sonug
alinmasi iéin gecen siire uzundur. Gram boyamaya kiyasla kiltiir yontemi
duyarl: bir yontem olarak kabul edilmektedir. Antibiyogram yapilabilmesi
kiiltiiriin avantajim arttirmaktadir. PCR ise kiiltiire nazaran daha kesin
sonu¢ alman bir test olarak degerlendirilmektedir. Ancak pahali bir
yontemdir. Rutin tam1 yOntemi olarak  kiiltiiriin yerini alabilecedi
sOylenemese de alternatif bir tam1 yontemi olarak yerini koruyabilecegi
one siiriilmektedir. Ozellikle kronik enfeksiyonlularda ve asemptomatik

hactalarda mitin tam véntemlerinin icinde degerlendirilmektedir.



51

KAYNAKLAR
1-Aydemir, E.H. (1988). Gonore ve Sifilizin Diinyada ve Ulkemizde Durumu.
Klimik Dergisi., (Ozel Say1 1), 202-210 .
2-Aydin,M D., Erdogdu, T., Agac¢fidan, A., Giivener, Z..ve Ordu, A.. (1997).
Erkek Uretritinde Major Bakteriyel Etkenlerin Bulunma Sikhigi. Infeksiyon
Dergist., 11, 275-278.
3-Aydmn, M.D., Agacfidan, A., Ordu, A.., Alp, T., Erdogru, T. ve Giivener, Z.
(1995).  Erkek Uretritinde Major Bakteriyel Etkenlerin Bulunma Siklig1.5.
Ulusal Infeksiyon Hastaliklari kongresi,4-6 Eyliil Istanbul, Kongre Kitab1:s111
4-Beycan, I., Fazhoglu, A., Girbiiz, G. ve Cek, M.. (1996). Semptomatik
Uretritli 309 Erkek Hastamin Etyolojik Etkenlerin Prevalansi1 XXVII Tiirk
Mikrobiyoloji Kongresi ,7-10 Mays,Antalya kongre Kitabi: s210
5-Bilgehan,H. (1992). Klinik Mikrobiyoloji Ozel Bakteriyoloji ve Bakteri
Enfeksiyonlan, 245-54, 7.baski., Bang yaymlan ve Fakiilteler kitapevi, [zmir,
6-Birkenmeyer, L. And Amstrong, A.S. (1992). Preliminary Evaluation of the
Ligase Chain Reaction for Spesific Detection of Nesseria gonorrhoeae. J. Clin.
Microbiol., 30, 3089-3094.
7-Deguchi, T., Yamamoto, H., Tada, K., Komeda, H. ve Iwata, H., (1992 ).
Detection of Neisseria gonorrhoeae from Male Patient with Urethiritis by
Polymerase Chain Reaction, Konsenshogaku Zasshi., 66, 555-560.
8-Durmaz, R. (1995). Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) Teknolojisi ve
Mikrobiyolojide Kullammi, Mikrobiyoloji Biilteni., 29, 304-320.
9-Gedikoglu,S.(1994).Neisserialar.s.33-41..Ed. Kiligturgay,K.in:“Klinik
Mikrobiyoloji”, Giines-Nobel Tip Kitapevi, Bursa,
10-Giray, O. (1988).Cinsel Temasla Bulasan Hastaliklarm Sosyo-
Epidemiyolojik Durumu,.Klimik Dergisi , (Ozel Say1 1), 160-167.



11-Hagman, M., Forslin, L., Moi, H. and Danielson, D. (1991). Neisseria
meningitidis in Specimens from Urogenital Sites. Sexually Transmitted
Diseases, 18,228-232.

12-Handsfield, H.H. and Sparling, PF. (1995). Neisseria Gonorrhoeae. P.1909-
1926 . Eds Mandell, G.L., Bennett. J.E., Dolin. R.In “Principles and Practice of
Infectious Diseases”, Churchill Livingstone Inc, New York.

13-Hangblom, P., Kroch, C., Jonsson, A.and Normark, S. (1986). Intragenic
Variation by Site-specific Recombination in the Cryptic Plasmid of Nesseria
gonorrhoeae J. Bacteriol., 167, 231-237.

14-Ho, BSW., Feng, WG., Wong, BKC.and Egglestone, SI. (1992). Polymerase
Chain Reaction For the Detection of Neiseria gonorrhoeae in Clinical samples.
J.Clin. Pathol., 45, 439-442.

15-Jawetz, E, Melnick, L.J., Adelberg, AE., Brooks, G.F., Butel, S.J.and
Ornston,N.L.(1989). P.239-42, 18.thEd., Medical Microbiology,
Appleton&Lange, California.

16-Koneman, E.W., Allen, S.D., Schreckenberger, P.C., Washington, C.W.
(1992). P.369-404, Fourth Ed., Diagnostic Microbiology, J.B Lippincott
Company, Philadelphia,

17-Korch, C., Hangblom, P., Ohman, H., Goransson, M. And Normark, S.
(1985).Cryptic Plasmid of N.gonorrhoeae: Complete Nucleotit Sequence and
Genetic Organization, Journal of Bacteriology., 163, 430-438.

18-Lau, Q., Chow, V.T.C. and Poh, C.L. (1993). Polymerase Chain Reaction
and Direct Sequancing of Nesseria gonorrhoeae Protein IB gene: Partial
Niicleotide and Amino Acid Sequence Analysis of Strains Sy, S;; ,S45 , (serovar
IB; ) and S34 (Serovar IBs ), Med. Microbiol. and Immunol., 182, 137-145



53

19-Li, F., Bulbul, R., Schumacher, H.R., Kieber, T. and Callegari, P.E., (1996).
Molecular Detection of Bacterial DNA in Veneral- Associated Arthnitis.
Arthritis & Rheumatism., 39, 950-958.

20-Liebling, M.R., Arkfeld, D.G., Michelini, G.A., Nishio, M.J.and Eng, B.J.,
(1994).1dentification of Neisseria gonorrhoeae in Synovial Fluid Using the
Polymerase Chain Reaction. Artritis & Rheumatism., 37, 702-709.

21-Miyada, C.G.and Born, T.L. (1995). A DNA Squence for the Discrimination
of Neisseria gonorrhoeae from other Neisseria Species. Mol. Cell. Probes., 5,
327-335.

22-Morse Stepen, A.and Holmes King, K, (1989). Gonococcal Infections.
P.639-654,. In “Infectious Diseases” Hoeprich, PD., Jordan, C.M., J.B. 4.th
Ed.Lippincott Company, Philadelphia

23-Muralidhar, B., Rumore, P.M., Steinman, C.R.: Use of the Polymerase Chain
Reaction to study Artritis due to Neiseria Gonorrhoeae. Artritis &
Rheumatism.,. 37, 710-17. (1994).

24-Panke, E.S., Yang, L.I,, Leist, P.A., Magevney, P., Fry, J.R., and Lee, R.F.
(1991).Comparison of Gen-Probe DNA Probe Test and Culture for the
Detection of Neisseria gonorrhoeae in Endocervical Specimens. J. Clin.
Microbiol., 29, 883-888.

25-Poh, C.L., Ramanchandran, V.and Tapsall, J.W. (1996).Genetic Diversity of
Neisseria gonorrhoeae IB-2 and IB-6 Isolates Revealed by Whole-Cell
Repetitive Element Sequence-Based PCR, Journal Clinic Microbiol., 34, 292-
295.

26-Qu, X.Z., Zhu, J.C.and Hou, SK. (1994).Application of Polymerase Chain
Reaction in Diagnosis of Gonococal Urethritis. Chung Hua I Hseuesh Tsa Chih.,
74, 659-661.

-



54

27-Rest, F.R. and Frangipane, J.V. (1992). Growth of Nesseria gonorrhoeae in
CMP-N Acetylneuraminic Acid Inhibitis Nonopsonic (Opacity-Associated
QOuter Membrane Protein- Mediated) Interactions with Human Neutrophils,
Infection and Immunity., 60, 989-997.

28-Ridderhof, J.C., Vaughan, M., Tinney, A., Meier, F.A. and Dalton, H.P.
(1990).Two Confirmatory Tests for Identification of Neisseria gonorrhoeae
from Primary Culture, J.Clin Microbiol., 28, 619-620.

29-Rossau, R., Duhamel, M., Vandyck, E.,and Piot, P. (1990). Evaluation of An
rRNA-derived Oligonucleotide Probe for Culture Conformation of Neisseria
gonorrhoea, J. Clin Microbiol, 28, 944-948.

30-Stam., W.E., Cole, B., Fennell, C.and Bonin, P., (1984) Antigen Detection
for the Diagnosis of Gonorrhoea, J.Clin Microbiol., 19, 399-403.

31-Tabrizi, S.N., Lees, M.l.and Garland, S.M. (1993). Comparison of
Polymerase Chain Reaction and Culture Techniques for Detection of Chlamydia
trachomatis, Molecular and Cellular Probes., 7, 357-360 .

32-Torres, M.J., Cano, R. and Palomeras, J.C. (1991). Evaluation of a DNA
Probe of Plasmid Origin for The Detection of N.gonorrhoeae in Cultures and
Clinical Specimens, Moleculer and Celluler Probes., 5, 49-54.

33-Totten, P.A., Holmes, K.K., Hansfield, H.H., Knapp, J.S., Perine P.L.and
Falkow, S. (1988). DNA Hybridization Technique for the Detection of Neisseria
gonorrhoeae in Men with Urethritis, J. Infect, Dis., 148, 462-471.

34-Unal,S. (1993)Cinsel temasla bulasan hastaliklar. (1993) P.223-261, Ed.
Kanra, G., Akalm, E. in. “Infeksiyon Hastalklari:Akut Bakteriyel
Infeksiyonlara Yaklagim” Ikinci bask:, Giines Kitabevi, Ankara,

35-Yilboz, N., Sengor, F., Tas¢ioglu, J., Erol, A.and Bakircioglu, E. (1995)
Urogenital Sistem Yakmmasi Olan Erkek Hastalarda Gonokoksik ve



55

Nongonokoksik Uretrit Etkenleri, 5.Ulusal infeksiyon Hastaliklan Kongresi,4-6
Eyliil,Istanbul. Kongre Kitabr:s111.

36-Yiicel, O.ve Yiicel, N. (1997). Cinsel Yolla Bulasan Infeksiyonlar P. 316-20
Ed. Felek,S., in “Sistemik Infeksiyon Hastahiklari”, Nobel Tip Kitabevi,
Istanbul,

37-Zenilman, J.and Wiesner, P.J. (1991). Gonococcal Infections. P. 255-76, Ed.
Evans, A.S., Branchman, P.S.,in “Bacterial Infections of Humans
Epidemiyology and control”, 2 nd ed., Plenum Medical Book Company,
Newyork,

-



56

OZET

Bu ¢alismanin amaci; polimeraz zincir reaksiyonu kullanarak
iiretral ve servikal érneklerde N.gonorrhoeae’nin varligim aragtirmaktir.
Secilen cppB primerler ile 77 klinik siiriintii éreginde PCR yapildi. 13
omekte 390bp’lik amplifiye iiriin gézlendi. Bu iriinlerin her bin
restriksiyon enzimi Mspl ile kesildi ve sirasiyla 250bp ve 140bp’lik iki
bant elde edildi. Yetmigyedi 6rmegin 4°i kiiltir ve 6’s1 Gram boyama
pozitifti ve bu pozitif émeklerin tiimii PCR da pozitif olarak belirlendi.
Ayrnica kiiltiir negatif olan 9 6rnek ig¢in PCR pozitifti.

Sonug olarak PCR deneyi klinik siiriintii 6rneklerinde direk
olarak N.gonorrhoeae’yr belirlemekde {imit verici tanisal bir test olarak

bulunmustur.

-



57

SUMMARY

The aim of this study is to analyse urethral and cervical
samples for the presence of N.gonorrhoeae using polymerase chain
reaction (PCR). PCR assay was performed on 77 clinical samples to
evaluate the specifity of the chosen cppB primers. An amplified product
of 390 bp was observed in 13 samples and each of these products after
digestion with the restriction enzyme Mspl produced two bands of 250
bp and 140 bp . Of'the 77 clinical samples, 4 were culture positive and 6
were Gram stain positive and PCR succesfully detected all these
positives. Additionally, Gram staining negative 7 samples and Gram
staining positive but culture negative 2 samples were found to be
positive in PCR assay.

In conclusion PCR assay is a promising alternative diagnostic

tool for detection of N. gonorrhoeae directly from clinical samples.
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