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KISALTMALAR
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OIA: Optik immunoassay

OMP: Dis zar proteinleri

PBS: Fosfat tamponlu tuz

PCA: Probe competition assay
PCR: Polimeraz zincir reaksiyonu
PID: Pelvik inflamatuar hastalik
PNL: Polimorfontkleer I6kosit
PPD: Pozitif prediktif deger

RC: Retikiler cisim

RNA: RibonUkleik asit

TMA: Transcription mediated amplification
YN: Yalanci negatif

YP: Yalanci pozitif



.GIRIS

Klamidyalar, genitolriner, okuller, solunum sistemi gibi bdlgelerde
insanlarda gesitli infeksiyonlara yol agan mikroorganizmlardir. Zorunlu hiicre
ici organizmalar olan klamidyalarin yer aldigi Chlamydiaceae ailesi iginde 2
cins bulunur. 1) Chlamydia (C.trachomatis, C. muridarium ve C. suis) 2)
Chlamydophila (C. pneumoniae, C. psittaci, C. pecorum, C. abortus, C.
caviae ve C. felis) (1). C.trachomatis, C. pneumoniae ve C. psittaci insanda
en sik infeksiyona neden olan tdrlerdir (2).

Eskiden beri bilinen ve Misirda Ebers kitabelerinde tarif edilen “Misir
Hastaligi” da denilen trahom, orta Asya’dan baslayarak savaslarla Avrupa’ya
yayillmigtir. Ancak hastaligin etkeni hakkindaki ilk bilgiler Halberstaedter ve
von Prowazek ve arkadaglarn tarafindan 1907 yilinda bildirilmistir.
Arastinicilar Java’h trahomlu bir hastadan alinan klinik érnedi maymun
konjunktivasina inokilile etmisler ve infeksiyondan alinan eksidayi Giemsa
ybntemi ile boyayarak intrastoplazmik inkllGzyon cisimciklerini gbstererek, bu
elementer yapilari “Chlamidozoa” olarak adlandirmislardir. Ayni arastiricilar
1909 yilinda non-gonokokkal oftalmia neonatarum’lu bebeklerin annelerinin
servikal epitel hlcrelerinden ve non-gonokokkal uretritli erkek hastalardan
aldiklart klinik 6rneklerde inklizyon cisimciklerini géstererek, trahom ile
okulo-genital infeksiyona ayni etkenin neden oldugunu ileri strmasglerdir.
Lenfograniloma venereum (LGV), ilk olarak 1913 yilinda Durand, Nicolas ve
Favre tarafindan bildiriimistir (3,4). 1965 yilinda, Gordon ve Quan adli
arastinicilar C. trachomatis’i hiicre kialtriinde izole etmiglerdir. 1965—1969

yilllari arasinda yapilan c¢alismalarda, C. trachomatisin replikasyon,



metabolizma ve genetik materyal acisindan zorunlu htcre ici bir bakteri
oldugu bildirilmigtir (5-8). 1970 yilinda Wang ve Grayston tarafindan
mikroimmunfluoresan (MIF) yontemi ile klamidya antikorlarinin saptanmasi
gerceklestiriimistir. Boylece serotiplendirme ile C. trachomatis’in tanisinda
reform sayilacak bir yol aciimistir. 1980’li yillarda C. trachomatis’in tanisi icin
gelistirilmis olan enzim immunoassay (EIA), DFA gibi hizli testler hlcre
kaltdranin yerini almaya baslamistir (4).

C. trachomatis kadin ve erkeklerde basta belirtili ve belirtisiz genito-lriner
infeksiyonlar olmak Uzere, trahom, inklizyon konjunktiviti, lenfograntloma
venerum etkeni olan ve hiicre ici cogalan bir bakteridir. Ozellikle cinsel yolla
bulasan hastaliklar icinde C. trachomatis dikkat ¢ekicidir ve bati Ulkelerinde
gonokok infeksiyonlarini gecerek birinci sirada yer almistir. Klamidya
infeksiyonlarinin  bir komplikasyonu olarak gelisen pelvik inflamatuvar
hastalik (PID) ve sonrasi komplikasyonlari kadinlarda infertiliteye neden
olabilmektedir.

Klamidya infeksiyonlarinin klinik tanisi nispeten zordur. Hlcre kaltari
klamidya infeksiyonlarinin tanisinda altin standart yéntemdir. Ancak hicre
kaltdranan  6zellikle zahmetli bir test olmasi ve materyalin aliminda
yetersizliklerin s6z konusu olabilmesi, rutin laboratuvarlarda diger testlerin
kullanilmasini tesvik etmistir. Son yillarda gelisen molekiller yéntemler ve
duyarliigi daha duistk olarak bildirilen serolojik yéntemler rutin
laboratuvarlarda daha fazla tercih edilmektedir. Géreceli olarak daha zor bir
teknik olan hicre kiltirinun fiyat avantaji ve yiksek duyarlilik ve 6zgulligu
bu yéntemin Ustlinligint korumaya devam ettirmektedir. Bu calismada;
servikal akintill  kadinlarda; C. trachomatisin hicre kuiltiri, DNA
hibridizasyon ve DFA testleriyle tespit edilmesi ve bu testlere ait duyarlilik,
6zgulliok ve etkinliginin saptanmasi ve Kkarsilastiriimasi amaclanmigtir.
Ayrica, bu calisma ile elde edilecek infertil hastalardaki C. trachomatis
prevalansi da, bu hastaligin klinik yaklasimina ve degerlendiriimesine 1sik
tutacakiir.



Il. GENEL BiLGILER

Il.1.Biyoloji

Klamidyalar diger bakterilerden farklh olarak ATP olugsturmamalari
nedeniyle zorunlu hticre ici parazitidirler. Bu 6zelliklerine bakilarak uzun yillar
virlsler arasinda incelenen klamidyalar, gram negatif, hareketsiz, prokaryotik
mikroorganizmalardir. Gram negatif bakteri benzeri i¢ ve dis hiicre duvari
icerirler. Nukleik asit yapilarinda hem DNA hem de RNA mevcuttur.
Prokaryotik ribozom igeriklerine ilaveten kendi protein, nikleik asit ve
lipidlerini sentezlerler (9).

Klamidyalar morfolojik olarak iki ayri sekilde bulunurlar. ilk sekli 300 nm
blydkliginde infeksiydz “elementer cisim” (EC) dir. Hiicre diginda replike
olmaksizin canliliklarini  strdirebilirler ve bakterinin  bulasmasindan
sorumludur. Elementer cisimler konak htcreyi infekte ettikten sonra 800—
1000 nm buoydklagandeki infeksiydz olmayan, cogalmaya hazir “retikiler
cisim” (RC) lere doénusurler. Retikller cisimler hicre icinde bdllinerek

elementer cisimlere dénusurler (2).

Il.2. Yasam Donglsi

Klamidyal Greme dénglsl, elementer cismin infeksiyona duyarli hiicre
yluzeyinde bilinmeyen hulcresel reseptdér veya reseptdrlere bakteriyel
ligantlarin baglanmasi ile baslar. Hlcreye girdikten sonra, elementer cisim
endozom igine alinir (10). infeksiyondan birkac saat sonra elementer cisim,



hicre duvar yapisinda baslayan gevseme ile retikiler cisime dénlismeye
baslar. ik infeksiyondan vyaklasik 8-16 saat sonra erken protein
transkripsiyonu ve ekspresyonu ile birlikte retiktler cisimlerin ikili bélinmeleri
gerceklesmeye baslar. 20-40 saat sonra bir kisim retikiler cisim,
stoplazmasinda yogunlasma olusarak klculir ve tipik elementer cisimlere
doénlgur; diger retikGler cisimler ise konak hlcre sitoplazmasini
dolduruncaya dek cogalmayi slrdirerek, mikroskopta da tespit edilebilen
klamidyal inkliizyon cisimlerini olusturur (11,12). infeksiydz elementer
cisimler vakuoll parcalayarak hlcre disina yayilir ve diger hicreleri infekte
ederler. Butln bu gelisme dénemleri 48—72 saat icinde tamamlanir (3). (Sekil

EC'nin baglanmam we hilcreye girig
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EC'nin RC'e diniglim
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RC'nin ikili balinmeleri

Uyaun Geligim Kogullan

RC'nin EC'e dindglimi
Uygunsuz Geligim

E

Kogullan

Perzistan RC'e donligim

Sekil 1- C. trachomatis Gelisim Dongusi: N: nukleus; EC: elementer

cisim; RC: retikdller cisim (13)



Il. 3. Antijenik Yap

Klamidyalarin cins, tir ve tipe 6zgul antikorlari vardir.

Lipopolisakkarit (LPS) cinse 6zguldir. 2-keto—3-deoksi oktonik asit
iceren, 1siya dayanikh lipoprotein-karbonhidrat kompleksleridir  (4).
Salmonella RE suslari ve bazi enterobakterilerdeki ile ayni yapiyi
icermektedir (9).

Klamidyal dis membranin 3 ana membran proteininden (OMP) olusur.
Mikroorganizmanin %60’in1 olusturan MOMP 40000 dalton molekuler
agirhginda ve porin 6zelligine sahiptir. Cins, tir, alt tir ve serotip 6zgul
determinantlar icermektedir (9). Sisteinden zengin proteinler arasindaki
capraz disllfit baglari ile klamidyal hicre duvarinin saglam yapisinin
korunmasinda rol almaktadir (14). MOMP; C. trachomatis’in farkli
serovarlarinin siniflandiriimasini saglar. 4 sabit ve 5 degisken domen igerir.
MOMP’u kodlayan omp1 geni, insanda patojen olan C. trachomatis, C.
psittaci ve C. pneumoniae’nin U¢inde de bulunur ve genotiplendirmede
yararlanilir (15). Omp1’deki geninin ntkleotid sekansindaki varyasyonlar C.
frachomatis  serovarlarinin  antijenik  farkhihdini  belirlemektedir.  C.
trachomatis’in aksine, C. pneumoniaée’nin farkli serovarlari tanimlanmamistir
(16).

OMP2, ikinci dis membran proteinidir. 60000 dalton molekiler
agirhgindadir. Tare 6zguldar ve diger dis membran proteinlerine gére daha
az antijenik fakhhk g6stermektedir

15000 molekuler agirhdindaki G¢inct dis membran proteininin (OMP3)
thr ve tipe 6zgul epitoplar igerdigi bilinmektedir (17).

Isi sok proteinleri (HSP), molekul agirliklarina gére 27, 70, 60, 90 kDa
HSP olarak 4 gruba ayriimiglardir. Ozellikle HSP 60 ve HSP 70, patojen
mikroorganizmalarin major antijenleridir. Akut inflamatuar cevapta ve
cevresel kosullardan hiicrenin korunmasinda kritik rol oynarlar. Infektif
organizmalardan veya infekte olmus hlcrelerden salinan proteinler, sitokin
salinimini etkileyerek bagisik yaniti arttirir. Daha énce C. trachomatis ile
infekte olmus, infertilite problemi olan birgcok kadinin mikrobiyal HSP’lere



karsi duyarlihk gelistirdigi ve uzun sureli asemptomatik bir infeksiyonun
insanda da eksprese edilen mikrobiyal HSP epitoplarina karsi bagisikligi
tetikledigi bulunmustur. Prokaryot ve memeli hlcreleri arasindaki genetik
homoloji, otoimmin hastaliklarin patogenezinde rol oynamaktadir (18).

C. trachomatis elementer cisimlerinin ékaryotik hiicrelere baglanmasinda
gbrev alan 6zgil baglayici proteinler bulunmaktadir. C. trachomatis'in
trahom ve lenfograntloma venerumdan sorumlu serovarlari, 18000 ve 31000
dalton agirlikli proteinleri ile HeLa hlicre zarina baglanir. Bu proteinlere karsi
olusmus antikorlar, elementer cisimlerin aktivitesini nétralize ederler (19,20).

Il.4. Epidemiyoloji

I.4.1. Diinya ve Tirkiye’de C. trachomatis’'e Bagh infeksiyonlarin
Goriulme Sikhgi

Vicuda vajen, serviks, Uretra, rektum ve farenks gibi mukoza ile kapli
bdlgelerden girerler. Her tarli korunmasiz temas en énemli bulas yoludur.
Bunun yani sira gebelikte, dogum sirasinda ya da sonrasinda anneden
bebege ve kan nakli yoluyla bulagsma olasidir (21). A, B ve C serovarlari
trahomdan, D-K serovarlari erigkin ve yenidodan inklizyon konjunktivitinden
ve bazi Urogenital infeksiyonlardan sorumludur. L1-3 ise lenfograniloma
venerum ile iligkilidir. C. trachomatis erkeklerde siklikla GUretrit ve epididimit,
kadinlarda ise servisit ve pelvik inflamatuar hastalik olusturmaktadir.

Klamidya infeksiyonlarinin siklhigr 1987 ile 2002 yillari arasinda 100,000
kiside 50,8’den 296,5’e ylkselmistir. Bu ylksek oran kadinlarda erkeklerden
fazladir. En sik goruldigu yaslar kadinlarda 15—-19, erkeklerde 20—24 yaslar
arasindadir. GCogu zaman kadinlarda asemptomatik seyretmektedir.
Dolayisiyla, tedavi uygulanamamakta ve epidemiyolojik olarak infeksiyon
hastanin kendi cinsel es ve/veya eslerine, ¢ocuklarina bulagmaktadir (4).
Klamidya infeksiyonlarini kontrol etmedeki basarisizlik ve insidanstaki artig
cesitli faktérlere baghdir. Bunlar; (a) infeksiyonun non-spesifik semptomlari,
(b) infeksiyonun ihmli semptomlara sahip olmasi veya asemptomatik olmasi,



(c) C. trachomatis tanisinda yetersiz laboratuvar olanaklar, (d) C.
trachomatis tani testlerinin pahali ve teknoloji gerektiyor olmasi, (e)
klinisyenin deneyim eksikligi; (f) en az 7 gunlik tedavi gerektirmesi, (Q)
yUksek risk grubu ve partnerlerinin taranmasinda kaynak yetersizligidir (22).
Genital C. trachomatis infeksiyonlarinin yayllmasinda sosyoekonomik
dizeyin disukligu epidemiyolojik olarak énem tasir. Ayrica infeksiyonun
prevalansi irklar arasinda farklilik gbéstermekte, 6zellikle zenci irkta daha
fazla gérilmektedir (4).

Dlnya Gzerinde her yil 92 milyon yeni C. trachomatis infeksiyonu olustugu
6ngdrulmektedir. Dinyadaki en sik gérllen cinsel yolla bulasan hastaliklar
arasindadir. Avrupa’da geng¢ kadinlarda klamidya infeksiyon prevalansi
%4,1-25, erkeklerde ise %1,3-12 arasinda degismektedir. infekte olmus
erkeklerin yarisindan fazlasinin ve infekte olmus kadinlarin Ucte ikisinin, 3
aydan fazla stredir klamidya infeksiyonu tasiyicisi oldugu 6ngdérilmektedir
(23). Ulkemizde genital klamidya infeksiyonlarinin durumu hakkinda
calismalar ortaya konulmaya baslanmistir. izmir bélgesinde yapilan
calismalarda klamidya infeksiyonu insidansinin asemptomatik kadinlarda
%20-27,3, semptomatik kadinlarda %5,2—42, infertil kadinlarda %8,5-11,5,
semptomatik gebe kadinlarda %8,8, genelev kadinlarinda ise %25,4 oldugu
bildirilmistir (24, 25, 26, 27, 28, 29). istanbul’da yapilan bazi ¢calismalarda ise
gebe kadinlarda %1,1, hayat kadinlarda %22, hayat kadinlari ile iligki kuran
erkeklerde %14,7 oraninda genital klamidya infeksiyonu saptanmistir (30, 31,
32).

I.4.2. Chlamydia Trachomatis ile iligkili Demografik Faktérler

Kadinlarda C. trachomatis ile en siklkla iligkili olan faktér erken yastir (<
20 vyas). Bunun temeli, hedef doku olan serviksteki skuamokolumnar
bileskenin bu dénemde dig servikal delige daha yakin olmasidir (ektopi).

Daha ileri yas grubundaki kadinlarda ise evli olmamak, nulliparite, siyah
Irk ve dislk sosyoekonomik diizey riski artirmaktadir. Cok sayida cinsel es,
yeni bir cinsel es, bariyer kontraseptif ydntemlerin kullaniimamasi ve gonokok



infeksiyonu varligi klamidya infeksiyonu ile yakindan iligkilidir. Oral
kontraseptif kullanimi servikal C. trachomatis ile iliskili olsa da, PID ile iligkili
degildir, oral kontraseptif kullaniminin ektopiye yol ac¢tigi 6ngériimektedir
(33).

I1.5. Klinik

Trahom, C. trachomatis’in trahom biyovari iginde yer alan A, B, Ba ve C
serovarlari etkendir. Konjunktiva ve korneanin kérlige neden olabilen kronik
bir infeksiyonudur. Erigkin inklizyon konjunktiviti, genital infeksiyonlara neden
olan C. trachomatis serovarlari (B, Ba, D ve K) ile olusur. Genital C.
trachomatis infeksiyonu olan annelerden dogan bebeklerde, dogum
kanalindan bulas sonucu yenidogan inklizyon konjunktiviti ve yenidogan
pnémonisi goralebilir (2).

Lenfograniloma venereum, C. trachomatis biyovar lenfograniloma
venereuma ait L1, L2, L3 serovarlari ile olusur. Genital inokilasyonu takiben
lenf ve kan dolasimina geger. En ayirici 6zelligi genital bubolarin
olusumudur. inguinal ve femoral lenf nodlari bilyiir, nekroz ve fistiilizasyon
gorilebilir (9).

Erkeklerde en sik neden oldugu tablo non-gonokoksik Uretritlerdir. Tedavi
edilmediginde artrit veya Reiter sendromuna neden olabilir. 35 yas altindaki
cinsel yénden aktif erkeklerde, N. gonorrhoeae ile birlikte epididimitin en sik
nedenidir. Ayrica, homosekstiel erkeklerde proktite neden olmaktadir.

Kadinlarda gérilen c¢ogu infeksiyon asemptomatik seyretmektedir.
Servisit, Uretrit, endometrit, PID ve bartolin bezinde abse olusturur. %50-60
oraninda serviks ve Uretra birlikte, %30 sadece serviks ve %5-30 oraninda
da sadece Uretra tutulur. Vajinal akinti, diziri, kanama, alt abdominal agri
gbrulebilir. MukopuUrtlan akinti, kolayca veya kendiliginden kanayabilen
mukoza, kiltir negatif piyUri ve strintl érneginden yapilan gram boyamanin
immersiyon yag! ile incelenmesinde her alanda 10°’dan fazla polimorfonUkleer

I6kosit (PNL) gortlmesi C. frachomatis’i distndtrmelidir (33).



Pelvik inflamatuar hastaliga siklikla C. trachomatis, N. gonorrhoeae veya
ikisi birlikte sebep olur. Ozellikle C. trachomatis ¢cok daha fazla saptanmaya
baslanmistir. Bir calismada; iki etkenin erkeklerde %20 ve kadinlarda % 42
oraninda es zamanli saptanmasi nedeniyle, gonokok tanisi alan kadinlarda
C. trachomatis infeksiyonu ve sekel riski akla getirilerek tarama yapilmasi
6nerilmektedir (34).

Asemptomatik C. trachomatis infeksiyonlari infertilite ve ektopik gebeligin
6nemli bir sebebidir. Bunun sebebi; belirgin semptomlarin olmamasina
ragmen kronik ve fulminan seyirli olmasi ve sonugta infeksiyonun st genital
sisteme yayilarak salpenjite yol agmasidir. infertil kadinlarin %30-%40’inda
daha o&nce gecirdigi salpenjite bagh tubal problem vardir (33).
Seroepidemiyolojik calismalar ile asemptomatik olmalarina ve PID &ykiileri
olmamasina ragmen, tubal patolojiye sahip infertil kadinlarin serumlarinda C.
trachomatis antikorlari saptanmistir. Fallop tlpleri C. trachomatis’e duyarlidir
ve distal tlpte tikaniklik infertiliteye, kismi bir tikaniklk ise ektopik gebelige
yol agabilmektedir (35,36).

C. trachomatis infeksiyonlari, %30-40 erkek, 9%40-50 bayan
infertilitesinden  sorumludur. %10-15 oraninda ise ciftlerde neden
aciklanamamaktadir. Bayana ait nedenler; tlbo-peritoneal, ovulatuar ve
uterin olabilir. Endokrin ve metabolik hastaliklar, infeksiyon, endometriozis,
yapisal anomaliler dénemli infertilite sebepleridir. infertlite nedeni olarak C.
trachomatis ve N. gonorrhoeae en sik infeksiy6z sebepler olarak kargimiza
ctkmaktadir (37).

11.6. Laboratuvar Tani

C. trachomatis’in laboratuar tanisinda geleneksel yaklasim (rogenital
bdlgeden toplanan ve hazirlanan érneklerin ézel hicre kultirlerine inokdle
edilerek Uretilmesidir. 1980’li yillardan itibaren g¢esitli antijen ve nlkleik asit
saptama yoOntemleri gelistiriimis ve daha ucuz, hizli, daha az tecrlbe
gerektiren ve transport kosullarindan daha az etkilenen bu yéntemler
kullanim alani bulmustur. Aslinda C. trachomatis prevalansinin ¢ok daha



yluksek oldugu o6ngérialmektedir. C. trachomatis'in laboratuvar tanisina
glinimulz yaklagsimi kompleks ve tartismalidir. Yapilan taramalarda, farkli
teknolojiye sahip test kombinasyonlari ile tani ve dogrulamaya gidilmesi yeni
yaklagimi olusturmaktadir. Alinan &6rnegin kalitesi ve digsUk prevalansli
topluluklarda uygulanan testlerin pozitif prediktif degeri sonucu etkileyen
dnemli faktdrlerdir (33).

1.6.1. Ornek Toplanmasi Ve Tasinmasi

Tani testlerinin duyarlilik ve 6zgulligi dogrudan alinan érnegin kalitesi ile
iligkilidir. C. trachomatis zorunlu hiicre ici paraziti oldugu icin, alinan érnek
konak hacrelerini icermelidir. DFA testi ile 6rnek kalitesi degerlendirilebilir.
Eger Ornek hlcresel komponentler, kolumnar veya metaplastik hlcreler
icermiyorsa, sadece skuamo6z epitel hlcreleri veya PMN’ler igeriyorsa
yetersiz olarak degerlendirilir (33).

Kadinlarda en sik eklvyon veya hicre firgalari (cytobrush) ile
endoserviksten érnek alinir. Hicre kilttrlerine toksik etki gésterebilmeleri ve
hicre kultirinde C. trachomatis’i inhibe edebilmeleri nedeniyle uygun
eklvyonlarin kullanilmasi gerekir. C. trachomatis hicre kaltlrd icin 6rnek
almada Dakron ekuvyon kullanilir. Aga¢ sapl eklvyonlari kullanmaktan
kaginiimahdir (9,38).

Endoservikal bélgeden 6rnek alinmadan énce servikal girisin dig kisminda
bulunan akinti ve sekresyonlar steril bir eklivyon veya gazli bezle temizlenir.
Bunun nedeni bakteriyel kontaminasyonun ve hicre kultiirine olasi toksik
etkilerin engellenmesidir. Servikal giristen 1-2 cm igeriye eklivyon sokularak
skuamokolumnar bileske gegcilir, 360 derece doéndarilerek ve mimkin
oldugu kadar epitel hicresi toplamaya calisilarak 6rnek alinir. Vajinal
mukozaya degmemeye 6zen gosterilerek ekiivyon geri gekilir. Hlcre firgalar
daha fazla hlcre toplayabilmekte, dolayisiyla hicre kuoltird ve DFA ile
saptama olasiligi artmaktadir. Ancak, htcre fircalari ile érnek alimi sirasinda
kanama olabilecegi icin, kanin inhibitér etki yaptigi non-kulttrel testlerde
avantajli degildir.
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Servikal sUrintilerle birlikte, Gretral strintl 6rneklerinin de ayni anda
alinmasinin, kultdr duyarhliginin %23 oraninda artirdigi bildirilmistir (39).
Uretral &rnek aliminda, ekiivyon {retra agzindan 1 cm iceri sokularak
dondurdlir ve servikal ornekle birlikte veya ayri ayri tasima besiyerine
konulur. Erkeklerde distal tretradan érnek alinir. Kuru bir eklivyon Gretradan
iceri 3—4 cm sokularak déndardlir ve hemen tasima besiyerine konulur.
Uretral siiriinti alinmadan &nceki en az bir saatlik siire iginde, infekte
kolumnar hucreleri uzaklastirarak tani testlerinin ¢ogunun duyarlihdinin
azalmasina yol acacagi i¢cin hasta idrar yapmamalidir.

Konjunktival 6rnek aliminda da purilan eksuda uzaklastinlarak palpebral
konjunktivadan &rnek toplanir. Lenfograntloma venereum slphesi olan
hastalarda, bubolardan yapilan aspiratlar, alt gastrointestinal sistemden
anoskopi yardimiyla alinan rektal sGrintl veya biyopsiler en iyi érneklerdir.
Gastrointestinal sistemden &rnek icin en uygun bdlgeler hipertrofik veya
Ulsere lezyonlardir.

Alinan 6rnekler hemen tasima besiyerine alinmal ve laboratuvara
tasinincaya kadar 2-8°C’de saklanmalidir. Ornekler, en gec 48 saat icinde
kaltire ahnmahdir. Eger bu mimkin degilse, tasima ortami icindeki érnekler
-70°C’de dondurularak saklanir, ancak bu érneklerdeki elementer cisimlerde
%20 oraninda canlilik kaybi ile sonuglanmaktadir.

En cok kullanilan tasima besiyerleri 2-siikroz fosfat (2-SP) veya stikroz
glutamat fosfattir. Dondurulmak Uzere saklanan tasima besiyerlerine %2-5
oraninda fetal calf serum (FCS) eklenmesinin klamidyalarin canhhginin
korunmasina yardimci olacag bildirilmistir. Tagima ortamlarina bakteriyel ve
fungal kontaminantlarin Gremesini engellemek igin gerekli antimikrobiyal ve
antifungal ajanlar eklenmelidir. Bu ajanlara klamidyalarin duyarli olmamasina
dikkat edilmelidir. Bu nedenle genis spektrumlu antibiyotikler olan tetrasiklin,
penisilin veya makrolidler kullanilmamalidir. Siklikla kullanilan viral tasima
besiyerleri penisilin icerdigi icin uygun degildir. Genellikle bakteriyel
kontaminasyonu engellemek icin gentamisin (10ug/ml) veya vankomisin
(100ug/ml), fungal kontaminasyonu engellemek icin de amfoterisin B (2,5—

4,0ug/ml) veya nistatin (25-50 U/ml) kullanilir. Son dénemlerde kultar ve
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kaltir digi testlerde kullaniimak (zere hazir sentetik tasima ortamlari
geligtiriimigtir [M4 transport media (MicroTest, Inc.), FlexTrans media (Bartels
Diagnostics)].

Kiltar digi testler icin uygun 6rnek alimi ve kullanilacak tagima besiyeri
dretici firmanin &nerileri dogrultusunda secilir ve genellikle Kkaltar icin
aciklanan sekilde alinir. C. trachomatis ve N. gonorrhoeae birlikte saptandigi
testlerde tek bir endoservikal veya Uretral 6rnek yeterli olmaktadir. Genellikle
vajinal, rektal ve nazofaringeal érnekler kiltir disi testler igin uygun degildir.
Hedef DNA kopyalari idrarda da bulunmaktadir ve nikleik asit amplifikasyon
testleri ile saptanabilir. idrarin incelenmesi, asemptomatik populasyonlarin
noninvaziv olarak taranmasina olanak saglamaktadir. Ancak, ilk idrar olmasi,
uygun miktarda olmasi veya ilk idrardan en az 1-2 saat sonra alinmasi
gerekmektedir (33).

11.6.2. Kiiltlir YOntemi

Hucre kaltGrd yakin zamana kadar Grogenital érneklerde C. trachomatis’in
aranmasinda %100’e yaklasan 6zgulligu nedeniyle altin standart olarak
benimsenmistir. Sadece canl infeksiydz elementer cisimleri gbésterir ve
kontaminasyon riski minimaldir. Altin standart olarak kullanimindaki sorunlar;
drnek transportunda kesinlikle soguk zincire uyulmasi ve 3—7 ginde sonug
vermesidir. En 6nemli avantaji ise; organizmayr canh koruyarak
genotiplendirme ve antibiyotik duyarlilik testleri gibi calismalara olanak
saglamasidir. C. trachomatis tanisinda servikal, Uretral, nazofaringeal, rektal
ve puberte O6ncesi cagdaki kizlarda vajinal 6rneklerde hlcre kuilthrQ
uygulanabilir.

C. trachomatis kultirl, Ornekler hlcre serilerine inokile edilerek
uygulanmaktadir. Eger yeterli sayida canh elementer cisim varsa, hicreleri
infekte ederek inkllzyon cisimlerini olusturur. Gerekli hiicre serileri, genellikle
“shell vial” ybntemi ile tabaninda oturmus uygun Ilameller bulunan
siseciklerde veya ¢ok gukurlu mikrokdltir plaklarinda Uretilir. Siklikla, McCoy,
HelLa 229 veya Buffalo yesil maymun bdbrek hiicresi (BGMK) hiicreleri
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kullanilir. McCoy hicreleri ve siklohekzimid igceren hiicre Uretme ortami
kullanilarak shell vial yéntemi ile yapilan kaltGrlerin, mikroplak ydntemine
gbre daha duyarli oldugu bildirilmistir. Mikroplak yénteminde gukurdan gukura
gecisteki kontaminasyon riski ylksektir. inokilasyondan &nce 6rnekler
vortekslenerek konak hicrelerin pargalanmasi ve elementer cisimlerin
serbestlestiriimesi saglanmalidir. Shell vial yénteminde, hlcre serisine 6rnek
eklendikten sonra santrifiij islemi ile elementer cisimlerin hlicrelere gecmesi
saglanir. Mikroplak yénteminde daha diusik devirlerde santrif(j yapilabilmesi
bir dezavantajdir. Santrifijden sonra hicre serilerinin tstinde kalan kismin
aspirasyonla uzaklastirilarak taze hlcre kultiri Gretme ortami eklenmesi
sitotoksik etkileri en aza indirir.

inoklilasyondan 48-72 saat sonra olugan inkliizyonlar, tim klamidyal
tirlerde saptanabilen klamidyal LPS’e veya C. trachomatis’e 6zgil MOMP’a
tutunan fléresan boya ile isaretli antikorlarla boyanarak goérintilenirler.
inklizyonlarin gériintlilenmesi, morfolojik bakimdan cok tipik olmalari nedeni
ile kiltir testlerinin %100 6zgil olmasini saglamaktadir. incelenen érnekte
bir veya daha fazla inkllzyon cisminin goérGlmesi kultlr pozitif olarak
degerlendirilir.

Gram, Giemsa ve iyodin gibi boyalar, fléresan antikor ile boyama
teknigine go6re disik duyarlilk ve 6zgullige sahip olduklarn igin tercih
edilmemektedir. Klamidyalar gram olumsuz olarak nitelendirilse de, degisken
boyanmalari nedeniyle Gram boyama pratik degildir. Giemsa ile boyamada,
diger mikroorganizmalardan renk, morfoloji, inklizyonun hicre icindeki
lokalizasyonuna bagli olarak ayirt edilmesi mimkin olsa da, deneyimli bir
gbz gerektirmesi ve boyamadan kaynaklanan kalintilarla siklkla
karisabilmesi nedeniyle kullanigh degildir. iyodin glikojene 6zgii bir boyadir.
Ancak, C. trachomatis’in gelisme dénglisinde sadece belli fazlarda glikojen
icermesi nedeniyle duyarlihgi dustktir. En énemlisi de, servikal hicrelerin
glikojen icermesi nedeniyle endoservikal 6rneklerin degerlendiriimesinde
kullaniimasi énerilmemektedir (40, 41, 42, 43, 44).
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11.6.3. Antijen Aranmasi

DFA teknigi; servikal, Uretral, rektal, konjunktival ve infantlarin solunum
6rneklerinden hazirlanan preparatlarin florosein izotiyosiyanat ile isaretlenmis
C. trachomatis monoklonal antikorlari ile karsilastirilarak érnekteki elementer
cisimlerin gdértntilenmesine dayanmaktadir. Hizli bir testtir, 30 dakikada
sonug alinabilir. Ornek tasinmasi sirasinda soguk zincir kurallarina uyulmasi
gerekmez (9). Tanida en cok anti-MOMP monoklonal antikorlari
kullaniimaktadir. Pozitif sonug icin genel olarak kabul edilen 6l¢lt, incelenen
preparatta en az 10 elementer cisim bulunmasidir. Ancak bu sinir deger
kullanilan kite ve/veya incelemeyi yapan kisinin tecriibesine gére daha disik
sayida olabilir (45).

Enzim immdin assay (EIA) yéntemi; klamidyal LPS antijenlerini saptamaya
yoneliktir. Klamidyal LPS, MOMP antijenine gbére bol miktarda ve daha
¢6zinlr oldugundan tercih edilmektedir. Genellikle sandvig EIA prensibi
uygulanmaktadir. Klinik érneklerin oda sicakliginda tasinabilmesi, 4 saat gibi
bir siirede sonuc vermesi ve ayni anda ¢ok sayida 6érnegin incelenebilmesi
avantajlaridir. Anti-LPS antikorlarin diger klamidya tirlerine ve bazi klamidya
digi bakterilere ait LPS vyapilariyla reaksiyon vermesine bagli yalanci
pozitiflikler gdzlenebilir (45).

C. trachomatis antijenlerini saptayan ¢ok sayida hizli test (point of care
tests) gelistiriimistir. Prensip olarak EIA temeline dayanmakta olup Klinik
6rnekte klamidyal LPS antijeninin aranmasina yéneliktir. Genellikle klinisyen
tarafindan hasta bagi testler olarak kullanilan, komplike ekipmana gereksinim
gbstermeyen, nispeten ucuz ve 30 dakika gibi kisa slrelerde sonug¢
alinabilen testlerdir. Sonugclar gézle kalitatif olarak degerlendirilir. Capraz
reaksiyon nedeniyle olusan yalanci pozitiflikler hizli testlerin disuk riskli ve
semptomsuz hasta gruplarinda tarama amacli kullanimin kisitlamaktadir.
Tanida, laboratuar digi 6n testler olarak degerlendirilmeli, pozitif sonuglar

dogrulanmaldir (33).
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Optik immuno assay (OIA) yéntemi ile ince bir film ylizeyinde olusan
antijen antikor etkilesimi antikoru taniyan konjugat araciigi ile goézle
gbrulebilir hale getiriimektedir (46).

11.6.4. Seroloji

Kompleman birlesme deneyi; klamidyal antikorlarin gdsterildigi ilk serolojik
yontemdir. Kullanilan antijen embryonlu yumurtanin sari kesesinde
dretilmektedir. LGV ve psittakoz tanisinda kullaniimakla birlikte, okuller ve
servikal infeksiyonlarda duyarli degildir (9).

indirek mikroimmunofléresan (MIF) yénteminde; formalinize edilmis
elementer cisimler antijen olarak kullanilir. IgM, IgG ve IgA antikorlari
Olgulebilir. Teknik olarak oldukg¢a zordur ve testin yorumlanmasi subjektiftir.
Epidemiyolojik c¢alismalarda, 6zellikle populasyondaki klamidya ile
karsilasma oraninin saptanmasini amagclayan genel taramalarda kullanighdir
(9, 45).

EIA ybonteminde; cinse 6zgl elementer veya retikller cisimlere ait LPS
kullanilarak klamidyalara karsi antikorlar tespit edilir. Dolayisiyla diger
klamidya tlrleri ile ¢apraz reaksiyonlar gorulebilir. YUksek riskli toplumlarin
incelenmesinde veya infantlarda IgM’in saptanmasinda kullanilabilir (33).

1.6.5. Molekliler Yontemler

C. trachomatis’'in tanisinda kullanilan molekiler testler iki grupta toplanir:
Hibridizasyon ve amplifikasyon temelli testler

Hibridizasyon testleri, genel olarak 3 cesittir; kati faz DNA hibridizasyon testi,
sivi faz DNA hibridizasyon testi ve in situ hibridizasyon testi. Kati fazda,
hibridizasyon membranda gerceklesirken, sivi fazda hibridizasyon sivi
ortamda gerceklesmektedir. Kati faz hibridizasyonun bir varyasyonu olan
sandvic¢ (capture) hibridizasyonda iki prob kullaniimaktadir; birisi érnekteki

hedef nikleik asiti yakalarken, digeri ise tespit yapmaktadir. in situ
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hibridizasyonda ise enfekte dokulardaki hedef nikleik asit, kati ve sivi fazdaki
prensiplerle tespit edilmektedir.

C. trachomatis tanisinda en yaygin kullanilan nikleik asit hibridizasyon
testi, PACE 2’dir (Genprobe, San Diego, USA). PACE 2 ‘de tek zincirli DNA
probu kullanilarak C. trachomatis ribozomal RNA’si tespit edilir. Prob, bir
akridinyum ester ile isaretli olup, DNA-RNA hibrid varligi kemiluminometre ile
olcular. C. trachomatis birlikte N. gonorrhoeae degerlendirilebilir, transportta
soguk zincire gerek yoktur ve 2—-3 saat gibi bir slrede sonug¢ alinabilir.
Ozellikle diisiik prevalansl toplumlarda probe competition assay (PCA) ile
dogrulanmasi gereklidir (33).

Amplifikasyon testleri: Nikleik asit amplifikasyon testleri (NAAT) ylUksek
duyarliik ve 6zgullige sahip, hizli ancak pahali testlerdir. Polimeraz zincir
reaksiyonu (PCR); DNA’nin primer ve enzimler yardimiyla arttirilarak
saptanabilir hale getirilmesi temeline dayanmaktadir. Cins, tir, grup veya
susa spesifik olabilir. Reaksiyon inhibitdrleri, kontaminasyon ve nonspesifik
reaksiyonlar g6z 6nidnde bulundurulmalidir (33). Ligaz zincir reaksiyonu
(LCR); DNA cogaltilmasi amaciyla gelistiriimis bir prob hibridizasyon-ligasyon
yontemidir.  Primerlerden  amplikonlar  Gretmek  yerine,  problarin
amplifikasyonunu saglar. Transcription mediated amplification (TMA);
transkripsiyon aracili RNA amplifikasyon yontemidir. Sistem, RNA polimeraz
ve reverz transkriptaz enzimleri yardimi ile RNA c¢odaltiimasi esasina
dayanir. NAAT’lerde pozitif sonu¢ igin, hedef organizmanin butinliGginin
bozulmamis olmasi veya canli olmasi sarti yoktur. Antibiyotik duyarlilik
testlerinin yapilamamas! bir dezavantajdir. Ozellikle PCR, duyarlihdin

yUksekligi ile klamidya tanisinda altin standart olmaya adaydir (15).

Il.7. Tedavi

Tetrasiklinler, C. trachomatis infeksiyonlarinda genellikle birinci segcenek
olan antibiyotiklerdir. Doksisiklin ve azitromisin de 06nerilmektedir.

Azitromisinin en o6nemli 0&zelligi, tek doz olarak kullanilabilmesi ve

infeksiyonun yaygin oldugu olgularda bile tam iyilesmeyi saglayabilmesidir.
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Tetrasiklinlerin kontrendike oldugu hamile kadinlar, infantlar, kiigik ¢ocuklar
gibi olgularda eritromisin énerilmektedir (47). Komplike olmamis genital C.
trachomatis infeksiyonlarinda 7 gin sureyle oral yol ile glinde iki kez 100mg

doksisiklin veya 1 g azitromisin énerilmektedir (48, 49).
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ll. GEREC VE YONTEM

lll.1. Olgu Secimi Ve Ornek Alinmasi
a. Olgu Secimi:

Ornekler, Kasim 2005-Eyliil 2006 tarihleri arasinda Ege Universitesi Tip
Fakultesi Kadin Hastaliklari ve Dogum Anabilim Dal. Tip Bebek Merkezi'ne
basvuran hastalardan alindi.

Servisitle ilgili yakinmasi olmayan toplam 100 infertii hastadan 6rnek
alindi. Calismaya alinan hastalarin yaslari 23—48 arasinda (ortalama 34,15,
median 33,0) idi. Her hasta icin; hastanin yasi sistemik hastaliklari, infertilite
sebebi, PID d&ykisd, antibiyotik kullanimi, diger cinsel yolla bulasan
hastaliklar dykust ve servikal erozyon gibi bilgiler iceren hasta formlari
dolduruldu (Ek 1).

b. Ornek Alimi:

Her hastadan, hdcre kdaltarid, DFA ve hibridizasyon testi icin ayri
endoservikal siiriintii érnegi alindi. Ornek aliminda, servikal bdlgedeki mukus
ve/veya kan bir eklvyon ile temizlendi. Servikste gecis zonundan, endoUretra
meatusundan 2—-4 cm iceriye sokulan ekivyon 10-30 sn. 360 derece
donddrllerek 6rnek alindi. Strintd érneklerinin alinmasinda mimkin oldugu
kadar cok epitel hdcrelerinin toplanmasina, mukus icermemesine ve

eklvyonun vajen mukozasina degmemesine dikkat edildi. Hicre kiltari ve



DFA icin kullanilacak olan 6rnek, hazir tasiyici besiyeri olarak kullanilan
Chlamydia transport medium iceren tiiplere (Eurotubo®, Deltalab, ispanya)
aktarildi. Hibridizasyon testi icin alinan érnek ticari Gen-Probe drnek tasima
tipUne konarak kapag kapatildi. EklGivyonun ucu tipin bittigi yerden kirilarak
kapag kapatildi. Ornekler laboratuvara ulasincaya kadar +4°C’de saklandi.

Bitun 6rnekler islemleninceye kadar -70°C’ye kaldirildi.

lll. 2. Hiicre Kiiltiirii ile C. Trachomatis Aranmasi

Hlcre kiltlrt ¢cahgmalarinda, bir stirekli hiicre serisi olan McCoy hicreleri
kullanildi. Hicreler flasklarda ardisik pasajlarla tretilerek, “shell vial” yéntemi
olarak adlandirilan, iginde tabana oturan 12 mm c¢apli yuvarlak lamellerin
bulundugu, 15 mm capinda, 5 cm boyunda siselere aktarildi. Klinik érneklerin
inokllasyonu siselerin icinde gergeklestirildi. C. trachomatis®e 6zgul FITC ile
isaretlenmis  MOMP’a karsi monoklonal antikorlar ile boyanarak

immunofloresan mikroskobunda degerlendirildi.

lll. 2. 1. Arag, Gere¢ Ve Ortamlar:

e Kullanilan sivilarin ve sollsyonlarin formdlleri:

Klamidyal tasima ortami : 2-SP (0,2 M sikroz, 0,02 M fosfat)

68,46 g Sukroz

2,01 g KoHPO4

1,01 g KHoPO4

100 ml FCS (Biochrom AG/L1815, Berlin, Aimanya)

10 ug/ml Gentamisin(Biochrom AG/A2712, Berlin, Almanya)
100 pg/ml Vankomisin(Biochrom AG, Berlin, Aimanya)

4 ug/ml Amfoterisin B(Biochrom AG/A2612, Berlin, Almanya)

1 litre Distile su
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McCoy hiicreleri Uretme ortami (Growth medium- GM):

1 L Minimum Essential Medium (MEM) (Biochrom AG/F0315, Berlin,
Almanya)

10 ml FCS (inaktive) (Biochrom AG/L1815, Berlin, Almanya)

2 ml 200 mM L-glutamin (Biochrom AG/K0282, Berlin, Almanya)

1 ml 1 M HEPES (Biochrom AG/L1613, Berlin, Alimanya)

5 ml Glukoz % 8,8 (Applichem, Darmstadt, Almanya)

1 ml Penisilin-streptomisin sollsyon (Biochrom AG/A2213, Berlin, Almanya)
0,1 ml Gentamisin solisyonu (10 mg/ml) (Biochrom AG/A2712, Berlin,

Almanya)

Tam sollUsyonlar steril olarak kullanildi. FCS, 56°C’de 10 dakikada su
banyosunda inaktive edildi. Glukoz endotoksin icermeyen distile su iginde
cbzdirllerek, 0,22 um filtreden gegirilip sterilize edildi. Ortam +4°C ‘de 50’ser

ml olarak steril vidall kapakli polistiren tiplerde saklandi.

McCoy hiicre dizisini idame ettirme- idame sivisi (Maintanence Medium-

MM):

100 ml MEM (Biochrom AG/F0315, Berlin, Almanya)

2 ml FCS (inaktive) (Biochrom AG/L1815, Berlin, Almanya)

2 ml 200 mM L-glutamin (Biochrom AG/K0282, Berlin, Aimanya)

1 ml 1 M HEPES (Biochrom AG/L1613, Berlin, Almanya)

1 ml Penisilin/streptomisin sollsyonu (Biochrom AG/A2213, Berlin, Almanya)
0,1 ml 10 mg/ml Gentamisin (Biochrom AG/A2712, Berlin, Almanya)

2 ml 0,25 mg/ml Amfoterisin B sollisyonu (Biochrom AG/A2612, Berlin,
Almanya)

5,5 ml % 8,8 Glukoz (Applichem, Darmstadt, Almanya)

0,4 ml Siklohekzimid
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Klamidyal izolasyon sivisi :

100 ml Eagle’s MEM (Biochrom AG/F0315, Berlin, Almanya)

2 ml FCS (inaktive) (Biochrom AG/L1815, Berlin, Almanya)

2 ml L-glutamin (Biochrom AG/K0282, Berlin, Almanya)

1 ml HEPES (Biochrom AG/L1613, Berlin, Alimanya)

0,4 ml 200 ug/ml Siklohekzimid stok sollisyon

(Stok sollsyon: 10 mg siklohekzimid, 50 ml steril distile su)

5 ml % 8,8 Glukoz (Applichem, Darmstadt, Almanya)

1 ml Penisilin/streptomisin sollisyonu (Biochrom AG/A2213, Berlin, Almanya)
0,1 ml Gentamisin (Biochrom AG/A2712, Berlin, Almanya)

1,6 ml Amfoterisin B sollsyonu (Biochrom AG/A2612, Berlin, Aimanya)

TOm solUsyonlar aseptik kosullara uyularak hazirlandi. 50°ser ml olarak

steril vidali kapakli polistiren tlplerde +4°C ‘de olarak saklandi.

e Shell vial tiipleri( Borkim, istanbul, Tirkiye)

e Tripsin EDTA (Biochrom AG/L2143, Berlin, Almanya)

e Aseton HPLC (Applichem/A1567, Darmstadt, Almanya)

e HBSS (Hanks’ Balanced Salt Solution) (Biochrom AG/L2013, Berlin,
Almanya)

e 25 cm?lik hiicre kiltir( flasklari (polistiren) (Greiner Bio-One/690160,
Monroe, North Carolina)

e Steril pipetler(Greiner Bio-One,_ Monroe, North Carolina)

¢ 15 ml'lik falcon tipler(Greiner Bio-One/188271,_ Monroe, North Carolina)

e Monoklonal antikor

* Rodajl lam( Borkim, istanbul, Ttrkiye)

e Lamel (Borkim, istanbul, Tirkiye)

¢ 0,22 enjektor filtre (MN, Daren, Almanya)

¢ 0,45 enjektor filtre(MN, Diren, Almanya)

e Laminar akimli kabinet

e CO'li 37°C’lik etliv
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e Santrif(j
e inverted I1sik mikroskobu
¢ Fl6resan mikroskobu

e -70°C Derin dondurucu

lll. 2. 2. Hicre Kiiltira Uygulamasi:

Mccoy Hicrelerinin Seri Pasajlanmasi, Saklanmasi Ve Shell Vial
Tuplerine Aktarilmasi;

1. McCoy hiicrelerinin tabaninda tam bir tabaka olustudugu flask alindi.
inverted 1sik mikroskobunda hiicrelerin saglkli olup olmadigi kontrol edildi.
Hulcrelerin Gzerindeki besiyeri alindi.

2. Tabandaki hiicreler, ph’t 7,2 olan PBS ile calkalanarak yikandi (25 cm?
flask icin 2,5 ml PBS veya HBSS) ve PBS aspire edilerek atildi.

3. 37°C'ye getirilmis 1,25 ml tripsin (25 cm? flask icin) hiicrelerin Gzerini
kaplayacak sekilde flaska konuldu ve 5-10 dakika 37°C’de inkiibe edildi. Bu
strenin sonunda flask etivden c¢ikarildi ve yandan birkac kez hafifce
vurularak tabandan hulcrelerin ayrilmasi saglandi.

4. Uzerine tripsinin 4 kati (5ml) GM konarak; tripsinin hiicreleri yikici etkisi
notralize edlidi. Flaskin icindeki hicreler steril pipet yardimiyla birkag kez
cekilip birakilarak hiicrelerin birbirinde ayrilmalari saglandi. Ardindan pipetle
falcon tlpe aktarildi. 1000rpm’ (100xg) de 5 dakika santriflijlendi.

5. Ust sivi atildi ve geride kalan pelet 2 ml GM ile resiispanse edildi.

6. Bos bir flask icine (25 cm?) 4 ml GM kondu ve 3 ml resiispanse pelet
eklendi.

7. %5 CO'li etivde 37°C’de tam tabaka olana kadar inkiibe edildi.

8. Shell-vial tupleri icine yuvarlak lameller yerlestirildikten sonra 121 °C'de 20
dak. sterilize edildi. Kapaklar ayrica sterilize edildikten sonra, tlUplerin
kapaklari kapatildi.
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9. Shell vial tiplerine yaklasik 1,5-2 ml olacak miktarda GM kondu. 0,5—-1 ml
hiicre iceren ortam aktarildi. %5 CO'li etivde 37°C'da 24—48 saat inklbe
edildi.

10. Mikroskopta hicrelerin tek tabaka Ureyip, 6rnek ekimine hazir olup

olmadigi kontrol edildi.

Ornegin Hazirlanmasi:

Poliklinikte alinan endoservikal surintl érnekleri bekletmeden tasiyici
besiyeri icine alinarak +4°C’de saklandi ve en kisa zamanda laboratuvara
ulastirildi. isleme hemen alinmayacak &rnekler -70°C’ye kaldirildi. Orneklerin
tzerine 1,5-2 ml GM konarak vortekslenerek hicrelerin pargalanmasi
saglandi, bdylelikle ortamda olasi serbest elementer cisimlerin artmasi
saglandi. Sonra eklivyon dondurtlerek sikilip atildi. Hicre kiltiirlerine ekim
0,45 mikron por ¢apli filtreden gegirilerek yapildi.

inokiilasyon:

1. EtOve kaldirilmis shell vial tipleri inverted i1sik mikroskobunda hticrelerin
inokutlasyona uygun olup olmadigi kontrol edildikten sonra, her érnek icin 2
shell vial tip0U hazirlandi.

2. Shell vial tip0 icindeki GM aspire edilerek uzaklastirildi.

3. Vorteksle karistirilmis GM igindeki érnekten her shell vial tipd igine 0,2 ml
aktarildi. Ornek bulanik veya mukus iceriyorsa filtreden gegirilerek ekim
yapildi.

4. Shell vial tipleri kapaklari kapatilarak 25-30°C’de 1750xg’de 60 dakika
oda 1sisinda santriflij edildi. Bdylece varligi olasi elementer cisimlerin
hiicrelerin ylzeyine gdmulmeleri sagland.

5. Shell vial tiplerinin igindeki ortam aspire edilerek uzaklastiriidiktan sonra
hicrelerin UOzerine, 1,5 ml klamidya MM besiyeri (siklohekzimid iceren,
glukozlu) eklendi.

6. Shell vial tipleri 37°C’de %5 CO_’li ortamda 48 saat inklibe edildi.
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Monoklonal Antikor ile Boyama:

1. inkiibasyon sonunda shell vial tlipleri dnce inverted 1sik mikroskobunda
incelenerek kontaminasyon ve toksisite bakimindan saglikh olup olmadiklari
incelendi.

2. Shell vial tupleri icinden besiyeri alindi. Hicreler iki kez 1-2 ml PBS ile
yikandi ve 5 dakika PBS iginde bekletildi.

3. PBS uzaklastirildi ve 2 ml soguk aseton eklendi (fiksasyon islemi). 10 dak
-20 °C'de bekletildi.

4. Aseton tiplerden aspire edilerek uzaklastirildi.

5. Lam U(zerine 25 ul FITC ile isaretlenmis C. trachomatisin MOMP
antijenine 6zgul monoklonal antikor damlatildi ve yuvarlak lameller kurutma
kagidi Gzerinde kurutularak hiicreli ylzeyleri monoklonal Gizerine kapatildi.

6. 37°C'de nemli ve karanlik ortamda 30 dak. inkibe edildi.

7. Lameller PBS ile yikandi. Temiz lamlarin Uzerine bir damla "fluokeep"
kondu.

8. Lamellerin hicreli yizi asagiya gelecek sekilde lam Gzerine kapatildi.

9. Fléresan mikroskopta x400 buyUtmede incelendi.

10. Sitoplazmik inklGizyon cisimcikleri parlak elma yesili seklinde géralda.

Hlcre kiltirinde bir veya daha fazla inklizyon cisimcigi iceren drnekler

pozitif olarak kabul edildi.

lll. 3. DFA ile Antijen Aranmasi:

DFA teknigi i¢in; C. trachomatisin MOMP antijenine 6zgil olan FITC ile
isaretlenmis monoklonal antikorlar iceren ticari kit Fluorotect® Chlamydia
(Omega Diagnostics) kullanildi. Testin her yapilisinda pozitif ve negatif
kontroller es zamanli olarak kullanildi. islemler dretici firmanin énerilerine

uygun olarak yapildi.
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lll. 3. 1. Kit icerigi:

FITC ile isaretli liyofilize monoklonal antikor
Kaplama sivisi
Pozitif kontrol

lil. 3. 2. Ara¢ Ve Geregler:

Otomatik pipetler
Lamlar

Lameller

Cam sale
Sitospin cihazi

Fléresan mikroskobu
lll. 3. 3. Testin Yapilisi:

1. Ornekler vortekslendi.

2. Ependorflara 300 ul 6rnek konarak kisa sureli santrifijlendi.

3. Ornegin Ust kismindan 200 pl atildi.

4. Kalan 100 ul bir iki kez karigtirildi ve sitospinlendi.

5. Lam kurutulduktan sonra aseton konulan cam salelerde -20°C’de 10 dak.
bekletilerek fikse edildi.

6. 25 ul monoklonal antikor ile boyandi.

7. Lamlar nemli ortam saglamak Uzere icinde islatiimis kagit havlu bulunan
lam saklama kutularinda 30 dak. karanlikta 37°C’de bekletildi.

8. inkiibasyon sonunda lamlar icinde PBS bulunan salede yikanarak
baglanmayan antikorlar lamlardan uzaklastirildi ve lamlar kurumaya birakildi.
9. Hazirlanan preparatlarin Gzerine bir damla kaplama sivisi konarak lamel
ile kapatildi. Hava kabarcidi olmamasina dikkat edildi.

10.Hazirlanan preparatlar 400x biyttmede fléresan mikroskopu ile incelendi.
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Fléresan mikroskopunda inklizyon cisimcikleri arandi ve U¢ veya daha
fazla elma yesili fléresan veren dlizgiin kenarli yuvarlak veya oval elementer
cisim igeren drnekler pozitif kabul edildi. incelenmeye deger olabilmesi igin,
her strintl 6rneg@inin en az 25 kolumnar epitel hicresi icermesi sarti gbz

6nUnde bulunduruldu.

lll. 4. Chlamydia Trachomatis/Neisseria Gonorrhoaea Hibridizasyon
Testi (PACE 2C CT/NG) ile Antijen Aranmasi

PACE 2C her iki etkeni ayni anda ve tek 6rnekten test edebilen bir
hibridizasyon testidir. PACE 2C, nukleik asit hibridizasyon teknolojisini
kullanarak endoservikal ve Uretral érneklerden C. frachomatis ve/veya N.
gonorrhoaea'yl saptayabilen bir DNA probe testidir. Hedef organizmanin
ribozomal RNA'sina komplementer olan kemiluminesan madde ile
isaretlenmis tek sarmalli DNA probu kullanilir. Ribozomal RNA hedef
organizmadan agiga c¢iktiktan sonra isaretlenmis DNA probe ile hedef
organizma rRNA'sI sabit DNA: RNA hibridi olusturur. Luminometre ile DNA:
RNA hibrid 1simasi 6l¢lltr. Test sonuglari, 6rnek ile negatif referanslarin
ortalamasi arasindaki fark hesaplanarak bulunur. Test slresi yaklasik 1,5-2
saattir.

Illl. 4. 1. Kit icerigi

PACE 2 hybridization buffer; %20 deterjan icerir

PACE 2C CT/NG probe reagent; Liyofilize, isaretli, infeksiydz olmayan DNA
probe (<500 ng/vial)

PACE 2C Segici ¢ozelti %8 deterjan icerir

PACE 2 STD Ayristirma ¢ozeltisi

PACE 2 STD negatif referans

PACE 2 Chlamydia trachomatis pozitif kontrol

PACE 2 Neisseria gonorrhoeae pozitif kontrol

PACE 2 STD yikama sollsyonu
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Koruyucu kartlar
Saptama reajeni |
Saptama reajeni Il

lll. 4. 2. Arag¢ Ve Gerecler

Su banyosu

Otomatik pipet

Magnetik rak

Gen Probe Leader 450 (Okuyucu)

lll. 4. 3. Testin Yapilisi

Test, 6nerildigi gibi endoservikal 6rneklerde kullanildi. Reajenler temiz bir
ortamda hazirlandi. Her asamada eldiven ve otomatik pipetler kullanildi. Kit
iceriginde bulunan ayristirma c¢o6zeltisi sodyum azid igcerdigi icin toksik
oldugundan ciltle temas etmemesine dikkat edildi. Ayni sekilde, saptama
reajeni | ve |l de son derece toksik ve koroziv oldugu igin deri ve mukozalarla

temas etmemesine dikkat edildi.
1. Orneklerin hazirlanmasi
Galismadan 6nce tim 6rnekler oda isisina getirildi.

5 sn. vortekslendiler.
EklOvyon tip kenarinda sikilarak atildi.

o o T p

5 sn. daha vortekslendiler.

2. Reajenlerin hazirlanmasi

a. Kullanmadan énce prob ve ayristirma ¢bzeltisi hari¢ tim reajenler oda

Isisina getirildi. Prob ve ayristirma c¢oézeltisi kullanincaya kadar 2-8°C'de
tutuldu.
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b. “Probe reagent”: Liyofilize probe; “PACE 2C hibridizasyon buffer” oda
Isisina getirildikten sonra 10 sn vortekslendi. 60°C'deki su banyosunda 3—4
dakika dairesel hareketler yapilarak isitildi. Sollsyon homojen hale
gelinceye kadar yaklasik 10 sn. vortekslendi. Eger homojen hale gelmediyse
islemler tekrarlandi. 6.0 ml "hybridization buffer"i liyofilize CT/NG "probe
reagent"i (PACE 2C probe reagent) icine kondu. 2 dakika oda i1sinda tutuldu
ve kullanilmadan &nce 10 sn vortekslendi. Reajenin tamamen
¢6zindiginden ve homojen oldugundun emin olundu.

c. Co6zinmus prob: Buzdolabindan cikarildiktan sonra 10 sn vortekslendi. 2
dakika siOre ile 60°C'de dondlrulerek isitildi. Homojen hale getirildi.
Kullanmadan énce 10 sn. vortekslendi.

d. Ayrnistirma c¢dzeltisi: Hazirlandiktan sonra oda i1sinda 6 saat boyunca

stabildir. Test sayisindan 2 adet fazla olacak sekilde hesaplanarak

hazirlandi.

Test sayisi Secici ¢ozelti Ayristirma c¢ozeltisi
8+2 10ml O,5ml

18+2 20m| 1.0ml

48+2 50ml 5ml

98+2 100m| 5ml

Ayristirma c¢ézeltisi volima (ml) = Secici ¢bzelti volima (ml) /20

3. Hibridizasyon

a. Tuplere dérnek numaralar yazildi. 3 negatif kontrol, 1 CT pozitif kontrol, 1
NG pozitif kontrol hazirlandi.

b. Tlpler magnetik rak Gzerindeki spora dizildi.

c. Her 6rnek 5 sn vortekslendi.

d. Ornekler ve kontrollerden 100 ul miktarinda etiketli tiplerin dibine
dagitildi.
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e. "Probe reagent" drneklere ve kontrollere tip kenarlarina ve Ust kismina
degdirilmeden tipiin dibine kondu.

f. Tuplerin Gzeri koruyucu kart ile kapatildi.

g. 3-5 kez sporu calkalayarak karigsmasi saglandi.

h. 60°C’lik su banyosunda tlpler 1 saat inkiibe edildi ve su banyosu icinde

yer degistirmemelerine dikkat edildi.

4. Gerec Ve Malzemelerin Hazirlanmasi

Okuyucuda, saptama reajeni I-1I"’nin yeterli olup olmadigi kontrol edildi.

5. Seperasyon

a. Tupler su banyosundan c¢ikarildi ve Uzerlerindeki koruyucu kartlar atildi.

b. Her tipe 1 mliyice karistirilmis ayristirma ¢ézeltisinden koyuldu.

c. Tupler koruyucu Kartlar ile kapatip 3-5 kez sallayarak karistirildi. (Her
tipln bas tarafinda kdplik olmasina dikkat edildi.)

d. Tdpler hemen 60°C’lik su banyosunda 10 dakika inklbe edildi.

e. Tupler su banyosundan cikarildi. Koruyucu kartlar atildi. Magnetik rak
Uzerinde, oda isisinda 5 dakika bekletildi.

f. Magnetik rakla birlikte icindeki sivi bosaltildi. 2-3 kez karigtirildi ve
absorban bir kagida 3 kez 5 sn. sire ile bastirildi.

g. Tupler magnetik raktan ayriimadan agzina kadar ylkama sivisi ile
dolduruldu (TUGpUn yan duvarindan doldurmaya ve képlik kalmamasina dikkat
edildi) ve 20 dak. oda isisinda inklbe edildi.

h. Sipernatan atildi. 2—3 kez sallayarak karistirildi. Bu basamakta absorban
kagida bastiriimadi.

i. Tuplerin icinde yaklasik 50—100 pl hacimde sivi kaldi.

j- Dipteki pelet sallanarak homojen hale getirildi.
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6. Saptama

a. Tuplerin dis ylzeyleri kurulandi.
b. ilk siraya 3 negatif kontrol, arkasina CT pozitif kontrol, daha sonra NG

pozitif kontrol kondu. Daha sonra érnekler konarak okutuldu.

lil. 4. 4. Sonuglar

3 negatif kontrollin ortalamasi alindi. 300 cut-off degderinin tGzerine eklendi.
Bu degerin Gzerindeki ornekler pozitif olarak kabul edildi. Okuyucuda
otomatik olarak okutuldu. Pozitif kontrol 300 RLU’nun Gzerinde veya esit

olmalidir.

lll. 5. Test Sonuclarinin Analizi

Hucre kaltriindeki sonuglar altin standart olarak kabul edilerek, DFA ve
hibridizasyon deneylerinin sonuglart duyarliik, 6zgullik, pozitif prediktif
deger, negatif prediktif deger ve etkinlik bakimindan karsilastiriidi. Adi gecen
parametreler asagidaki formullere gére hesaplandi;

Duyarhhk : [ G.P./ (G.P. + Y.N.)] x 100

Ozgullik : [ G.N./ (G.N. + Y.P.)] x 100

Pozitif Prediktif Deger (PPD) : [ G.P./ (G.P. + Y.P.)] x 100
Negatif Prediktif Deger : [ G.N. / (G.N. + Y.N.)] x 100
Etkinlik : [ (G.P. + G.N.)/(G.P. + G.N. +Y.P. + Y.N.)] x 100
G.P. : Gergek pozitif olgu sayisi

G.N. : Gergek negatif olgu sayisi

Y.P. : Yalanci pozitif olgu sayisi

Y.N. : yalanci negatif olgu sayisi

PPD : Pozitif prediktif deger

NPD : Negatif prediktif deger
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istatiksel degerlendirmede Ki-kare ve Fisher kesinlik testleri kullanildi ve
sonuglar ” Statistical Package for the Social Sciences” (SPSS, v 13) paket
programinda degerlendirildi.
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IV. BULGULAR

TOp bebek merkezine basvuran 100 hastadan spekulum araciligi ile
yapillan fizik muayene sirasinda endoservikal surinti 6rnegi  alindi.
Orneklerin DFA bakisinda, degerlendirilecek yeterli diizeyde hiicre icerdikleri
saptanarak nitelikli olarak kabul edildi. Ornekler hiicre kiltirii yéntemi
referans alinarak degerlendirildi. Hiicre kiltirl degerlendirmesinde toplam 11
olguda (%11) C. trachomatis Uremesi saptanirken kalan 89 (%89) olguda
dreme gorilmedi.

Hucre kiltGriinde Greyen C. trachomatis tire 6zgil FITC ile isaretlenmis
MOMP’a kargsi monoklonal antikorlar ile boyanarak immunofloresan
mikroskobunda degerlendirildi  (Fotograf 1). Hulcre kadltard ile C.
trachomatis’in pozitiflik orani %11,0 (11/100) bulundu.



Fotograf 1: McCoy hicre kiltiriinde Uretilmis C. trachomatis inklizyon
cisimcikleri (x400)

33



100 o6rnek, fléresan ile isaretli C. frachomatise ©6zgul monoklonal
antikorlarin (anti-MOMP) kullanildigi DFA ile ve nikleik asit hibridizasyon
teknolojisini  kullanarak C. trachomatis ve/veya N. gonorrhoaead'y
saptayabilen bir DNA probe testi olan PACE 2 CT/NG yéntemi ile calisildi.
DFA ve PACE 2 CT/NG yontemleri ile sirasiyla 7 (%7) ve 19 (%19) olgu
pozitif, 93 (%93) ve 81 (%81) olgu ise negatif bulundu. (Tablo 1)

Tablo 1: Testlerin pozitif ve negatif sonuglari

Hucre kaltard DFA PACE 2 CT/NT
Pozitif 11 7 19
Negatif 89 93 81
Toplam 100 100 100

Genel dagihma bakildiginda yas dagiliminin 23-48 yaslari arasinda
oldugu (ortalama 34,15) gb6zlendi. Genel yas dagihmi grafik 1’de

gOsterilmigtir.

16

14 =

aaisag

-
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Grafik 1: C. trachomatis Uremesi Saptanan Olgularin Yaslara Gore

Dagilimi
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Egder daha dnceden hi¢c gebelik olmamigsa bu durum primer infertilite
olarak adlandirilir. Onceden gecirilmis dis gebelik, bos gebelik, 810 dogum,
erken dogum ya da canl dogum gibi herhangi bir sekilde sonlanmig en az bir
tane gebelik mevcut ise bu kez sekonder infertiliteden s6z edilir. Hasta
grubunu olusturan kadinlarin 93’inde (%93) sebep primer infertilite iken,
5’'inde (%5) sekonder infertilite idi. 2 hasta anketinden ise bu konuda veri
elde edilemedi.

Hasta gruplarn sistemik hastaliklari agisindan sorgulandiginda, bir hastada
(%1) diabetes mellitus ve bir hastada da (%1) gecirilmis tiroidektomi dykuisU
ve guatr oldugu saptandi. Hicbir hastada, diger cinsel yolla bulasan hastalik
6ykUsU bulunmamaktaydi.

2 hastada (%2) fizik muayenede servikal erozyon saptandi. Ancak iki
hastadan da alinan 6rneklerde, kullanilan higbir yontemle C. trachomatis
saptanmadi.

Hastalarin sadece bir tanesinde PID 6ykisu ve antibiyotik kullanimi s6z
konusu idi. Bu hastada hicre kuoltiri ve hibridizasyon testleri ile C.
frachomatis saptandi. Hastalarin toplam 2 tanesinde (%2) antibiyotik
kullanimi s6z konusu idi. Diger antibiyotik kullanimi éykisu olan hastada ise
PID 6ykilsl yoktu ve C. trachomatis hicbir ydontemle saptanmadi.

Calisma populasyonuna ait anket verilerinin degerlendiriimesi tablo 2 de
yapimistir.
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Tablo 2: Calisma populasyonuna ait anket verilerinin degerlendiriimesi

Anket sonugclari %
Sistemik hastalik
DM 1
Endokrin Hastalk 1
Yapisal anomali 0
infertilite Sebebi
Primer 93
Sekonder 5
PID Oykusi
Var 1
Yok 99
Antibiyotik kullanimi
Var 2
Yok 98
Diger Cinsel Yolla Bulasan Hastalklar
Oykusi 0
Var 100
Yok
Servikal Erozyon
Var 2
Yok 98

DFA ve PACE 2 CT/NG ydntemleri ile elde edilen sonuglarin hiicre kiltirt
altin standart kabul edilerek yapilan degerlendirmesinde, DFA ybntemi ile
pozitif bulunan 7 pozitif hastadan 1 tanesinde hicre kiltlrG ile uyumsuzluk
saptandi. Bununla birlikte, DFA ydntemi ile negatif oldugu saptanan 5 olguda
hicre kiltarh ile pozitifik s6z konusu idi. PACE 2 CT/NG ile ise pozitiflik
saptanan 19 hastadan 9’u hlcre kiltlrQ ile pozitif bulunurken, 10 hastada daha
pozitiflik saptandi. Hlcre kiltird ile pozitif bulunan 2 hasta ise PACE 2 CT/NG
ile negatif bulundu. ki test arasinda uyumsuziugun oldugu 10 érnek icin ayri
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ayrt PACE 2 CT ve PACE 2 NG test uygulanarak testler 2 kez tekrarlandi.
Sonuglar C. trachomatis icin“cut off” degerinin U¢ kati Gzerinde RLU
degerlerine sahip bulundu. Sonuclar ikinci kez PACE 2 CT ile tekrarlandiginda
“cut off” degeri 362 RLU, pozitif bulunan 6rneklerde en disik RLU 1694,
enylksek RLU ise 41858 olarak saptandi. Tium hastalarin sonuglari C.
trachomatis olarak degerlendirildi. (Tablo 3 ve 4).

Tablo 3: PACE 2 CT/NG Ve Hiicre Kiiltiir(i ile Elde Edilen Sonuglar

Hucre Kultard
Toplam
+ -
PACE 2 + 9 10 19
CT/NG - 2 79 81
Toplam 11 89 100
Tablo 4: DFA Ve Hiicre Kiiltiirii ile Elde Edilen Sonuglar
Hucre Kultard
Toplam
+ -
+ 6 1 7
DFA
5 88 93
Toplam 11 89 100




Her olgu icin elde edilen DFA, PACE 2 CT/NG ve hicre kiltir( sonuglari
karsilastinldiginda; toplam 3 olguda, tim ydntemlerle pozitif sonu¢ elde
edildi. Toplam 79 hastada ise her ¢ yéntemle de negatiflik saptandi. Her (¢
testin uygunsuz oldugu olgu sayisi 18'di.

Hucre kaltarh ile DFA testi sonuglar karsilastirildiginda, duyarlilik %54,5,
6zgullik %98,9, pozitif prediktif deger %85,7, negatif prediktif deger %94,6
ve test gecerliligi %94,0 olarak bulundu. Hicre kiltird ile PACE 2 CT/NG test
sonuclarl karsilastiriidiginda ise duyarliik %81,8, 6zgullik %88,8, pozitif
prediktif deger %47,4, negatif prediktif deger %97,5 ve test gecerliligi %88
olarak bulundu.

11 hastanin hiicre kiltiri sonuclarina gére C. trachomatis’in prevalansi %
11 olarak bulundu. C. frachomatis’in prevalansi sadece altin standart olarak
kabul edilen hlicre kaltirG sonuclarina gére hesaplandi.
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V. TARTISMA

Bu galismanin tartismasi C. trachomatis infeksiyonlarinin gériilme sikligt,
yéntemlerle ilgili uygulamada karsilasilabilecek olasi alt konu bagliklar olarak

incelenmisgtir.

V.1. Gérulme Sikhigi

Son yillarda cinsel yolla bulasan hastaliklarin tani ve kontroline yénelik
blylk ilerlemeler kaydedilmesine ragmen bu hastaliklarin insidanslari hizla
artmaya devam etmektedir. TUm dlnyada her yil yaklagik 92 milyon yeni C.
trachomatis infeksiyonu olustugu éngértlmektedir (23). Bu sayinin Amerika
Birlesik Devletlerinde 3 milyon ve Avrupa’da 10 milyon oldugu
bildiriimektedir. C. trachomatis infeksiyonlarinin gértlme sikligindaki bu artisi
etkileyen en o6nemli faktdrlerden birisi, infeksiyonun yiksek oranda
asemptomatik seyretmesi ve bunun sonucu olarak da bakterinin hizla
yayllma olanadl bulmasidir. Dolayisiyla, genig tarama programlariyla
infeksiyonlarin ~ tanimlanmasi  ve tedavi edilmesi, gerek ciddi
komplikasyonlarin énlenmesi gerekse yayillimin sinirlandiriimasi agisindan
blylk 6nem tagimaktadir. Son yillarda Amerika Birlesik Devletleri’nde tarama
programlarinin uygulanmasiyla C. trachomatis pozitiflik oraninda %60’dan
fazla azalma oldugu ifade edilmektedir (50).

Amerika Birlesik Devletleri’nde, cinsel aktif populasyonda C. trachomatis
gbrilme orant %10, cinsel hastaliklar Kklinigine bagvuran hasta
populasyonunda ise %25-40 olarak bildirilmektedir. infekte annelerden



dogan bebeklerde bu infeksiyona yakalanma orani yaklasik % 65tir (51).
Avrupa’da gen¢ kadinlarda C. trachomatis infeksiyon prevalansi %4,1-25,
erkeklerde ise %1,3—12 arasinda degismektedir (23).

Turkiye’de C. trachomatis infeksiyonlarinin genel sikligini gdsteren
kapsamli galismalar hen(iz bildirilmemis olmasina kargin istanbul ve izmirde
yapilan bazi calismalar bu bdlgelerdeki prevalans hakkinda genel bir fikir
vermektedir (24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32). istanbul'da Genc ve
arkadaglarinin  (30) yaptigi bir calismada C. trachomatis sikligi gebe
kadinlarda %1,1 olarak bildirilmigtir. Yilmaz ve arkadaslarinin (31)
calismasinda ise, hayat kadinlarda %22 olarak bulunmustur. Agacfidan ve
arkadaslarinin (32) yaptigi bir calismada, hayat kadinlari ile iliski kuran
erkeklerde %14,7 oraninda genital klamidya infeksiyonu saptanmistir. izmir
bbdlgesinde yapilan calismalarda; klamidya infeksiyon insidansinin
asemptomatik kadinlarda %20-27,3, semptomatik kadinlarda %5,2—42,
semptomatik gebe kadinlarda %8,8, infertil kadinlarda %8,5-11,5, genelev
kadinlarinda ise %25,4 oldugu bildirilmistir (24, 25, 26, 27, 28, 29).

Ulkemizde C. trachomatis'e iliskin hiicre kiltiirine dayali ¢cok calisma
bulunmamaktadir. TUp bebek merkezine basvuran klinik yakinmasi olan veya
olmayan 100 infertil olgu Gzerinde yUrUtllen ¢alismamizda, C. trachomatis
pozitifliginin arastirlmasi amaclanarak alinan endoservikal strintl drnekleri
hicre kaltari, DFA ve PACE 2 CT/NG ile incelenmistir. Hlcre kalttrd ile
%11, DFA ile %7, PACE 2 CT/NG ile %19 oraninda pozitiflik saptanmistir.

Asemptomatik C. trachomatis infeksiyonlari infertilite ve ektopik gebeligin
6nemli bir sebebidir. Bunun sebebi; belirgin semptomlarin olmamasina
ragmen kronik ve fulminan seyirli olmasi ve sonugta infeksiyonun st genital
sisteme yayllarak salpenjite yol acmasidir (33). Seroepidemiyolojik
calismalar ile asemptomatik olmalarina ve PID &ykuleri olmamasina ragmen
tubal patolojiye sahip infertii kadinlarin serumlarinda C. trachomatis
antikorlar saptanmistir. C. trachomatis; ektopik gebelik (%9), tubal faktérlere
bagh infertilite (%20) ve kronik pelvik agriya (%18) neden olan PID’nin énde
gelen etkenidir. infeksiyonun asemptomatik seyri, komplikasyonlarin ciddiyeti
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ve ekonomik kayiplarin buly0kligi infeksiyonun kontrolinde taramanin
dnemini géstermektedir (52, 53).

Ulkemizde, klinik yakinmasi olmayan kadinlarin rutin kontrol amaciyla
hastaneye basvurmalari olagan bir durum degildir. Toplum genelinde elde
edilen verilerin ¢codu C. trachomatis antikor pozitifligini yansitan
calismalardan elde edilmistir ve asemptomatik kadinlarda jinekolojik
muayene yapllmadigindan ya da yapilsa bile klamidya agisindan
endoservikal 6rnek alinmadidindan, antijen aramaya yoénelik c¢alismalar
kisithdir. Calisma grubumuzdaki kadinlar, tip bebek merkezine basvuran ve
rutin kontrolleri yapilan hastalardir. Galismada incelenen infertil hastalardan,
PID 6ykisu olan tek hastada hem altin standart yéntem olan hicre kiltird ile
hem de PACE 2 CT/NG ile C. trachomatis saptanmistir. Calismada,
asemptomatik olmalarina ragmen 11 olguda hlcre kilttrQ ile C. trachomatis
infeksiyonu varligi saptanmistir. Hiicre kiltiirii ile elde edilen sonuglar, izmir
bélgesinde Ertem ve arkadaslarinin (26) yaptigi calismada infertil hastalarda
saptadiklari oranlarla uyumlu bulunmustur. Dolayisiyla elde edilen sonuclar,
yakinmasi olsun veya olmasin erken tani ve tedavi icin tarama
programlarinin uygulanmasi gerekliligini ortaya koymaktadir.

Kanada’da yapilan bir calismada C. trachomatis ile infekte kadinlarin
%72'si 15-24, %24’0 25-39, %2'si <14, %2’si de 240 yas gruplarinda
saptanmistir (54). Amerika Birlesik Devletlerinde de C. trachomatis
infeksiyonlarinin yas gruplarina gére dagiliminda, en riskli yas grubunun 20
yas altindaki cinsel aktif gen¢ kadinlar oldugu bildiriimistir (33, 55). Bu
durumun nedenleri arasinda 06zellikle gen¢ kadinlarda skuamo-kolumnar
birlesme bdlgesinde gobritlen farkliiklar nedeni ile C. trachomatisin
infeksiyona duyarli olan kolumnar epitele ulasmasi ve bu bdlgeyi tutmasi,
genc kadinlarda daha kolay olmaktadir (33) .

Galismamizda incelenen 100 olgunun vyaslarn 23 ile 48 arasinda
degismekteydi. Hicre kaltlrQ ile pozitiflik saptanan hastalarin yas ortalamasi
ise 34,8 olarak saptandi. Sonuglarimiz Ertem ve arkadaslarinin (25) yaptigi
tarama calismasi ile uyumludur. Arastirmacilar en yiksek infeksiyon
oranlarini 30-40 yas grubunda bildirmigtir. Calismamizda hasta grubunun

41



timundn evlilik nedeniyle cinsel ydnden aktif olmasi ve hastalarin genellikle
30-35 yas araliginda tip bebek merkezine basvurarak incelenen hastalar
olmasi diger ¢calismalarla karsilastirilmasini olanaksiz kilmaktadir.

V.2. Yéntemlerle ilgili Uygulamada Karsilasilabilecek Olasi Sorunlar

C. trachomatis tanisinda kullanilan testlerin  uygulanabilirliginin
arastiriilmasinda, maliyet, O&rneklerin alimi ile ilgili sorunlar, &rneklerin
tasinmasi ile ilgili sorunlar, arag, gere¢ ve donanimla ilgili sorunlar ve

degerlendirmede karsilasilabilecek sorunlar dikkate alinmalidir.
1. Orneklerin Alinmasi ile ilgili Sorunlar:

Yapilacak testler icin gerekli olan uygun 6zellikte 6rneklerin alinmasi,
calisma sonucunu birincil olarak etkileyen ilk ve en énemli asamadir. Hlcre
kdltirine olasi toksik etkileri ve sonuglari etkilemesi olasiligi nedeniyle
calisilacak 6rneklerin hemorajik olmamasina dikkat edilmigtir. Kanin igindeki
kompleman gibi maddeler hlcre serilerine toksiktir. Hlcre kaltGrinde
kullanilan FBS’nin 1s1 ile inaktive edilmesinin nedeni de budur. Toplanan
6rneklerde yeterli sayida hicre olmamasi DFA ve hlcre kiltlrd igin énemli
bir sorundur (33).

Ornek alimi sirasinda toplanan érnegin kalitesinin etkileyen énemli bir
diger faktér de yanhs olumluluklara neden olacag i¢in ekzoservikal mukus
bulasidir. Ornek alimi yapiimadan énce ekzoservikal mukusun temizlenmesi
gerektigi konusunda klinisyen bilgilendirilmistir (33).

Kadinlarda servikal sUrantilerle birlikte Gretral strintl 6rnegi alinmasinin
kaltdr duyarhhgini %23 arttirdigi bildirilmigtir (39,56). Bu calismada tarama
testlerinin  etkinlikleri yalnizca servisit etkeni olan C. trachomatis

infeksiyonlarinda arastirildigindan Gretral striinti 6rneg@i alinmamistir.
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2. Orneklerin Tasinmasi ile llgili Sorunlar:

Hucre kdltirinde; toplanan érneklerin iglemleninceye kadar bulundugu
tasima ortamlari testlerin sonuglarini dogrudan etkileyebilen bir faktérdar.
Ornegin, tagima ve saklama kosullarinin uygun olmamasi testin duyarlihgini
olumsuz ybénde etkiler. Calisma sirasinda, poliklinik sartlarinda alinan
o6rnekler +4°C’de saklanmis ve gun sonunda biriktirilerek laboratuvara
ulastinimistir. Hemen igleme alinmayacak o6rnekler -70°C’de saklanmistir.
Orneklerin tasinmasi sirasinda herhangi bir sorunla karsilasilmamistir.
Ozellikle hiicre kiltiir(i uygulamasi icin transport sirasinda da soguk zincirin
bozulmamasina 6zen gésteriimistir (33). Ornek transportunun 24 saatten
fazla sirdigu bircok laboratuvarda, bu gecikmenin kdltarin duyarhliginda
%55—65 gibi oranlara kadar diismeye neden oldugu bilinmektedir (57). Ruij
ve arkadaslarinin yaptigi bir calismada, 6rnek alindiktan sonra hemen
yapilan hicre kuiltirine goére gecikmis kuiltir sonuclarinin daha yetersiz
oldugu ortaya konmustur (58). DFA ve PACE 2 CT/NG’de ise soguk zincire
ve canli mikroorganizmaya gereksinim olmamasi bir avantaj olarak kargimiza

clkmaktadir.

3. Arag, Gerec Ve Donanim ile ilgili Sorunlar:

Alt yapi, tanisal testlerin uygulanabilirligi konusunda &nde gelen
sorunlardan biridir. Bu calismada karsilastirilan testler gerekli donanim ve
araglar agisindan degerlendirildiginde; DFA testi kit igerigi haricinde pipet,
sale, immin fléresan mikroskobu, sitospin cihazi gibi malzemeler
gerektirmektedir.

Hulcre kaltarinin tanida kullanilabilirligini sinirlayan faktorler hiicre kaltird
sisteminin kurulmasinin yiksek maliyetli olmasi, glvenlik kabini, inkibatér,
buzdolabi, dondurucu, inverted mikroskop ve immuin fléresan mikroskobu
gerektirmesidir. Bu durum hicre kaltdrindn genis tarama programlarinda bir
tani metodu olarak kullaniimasini zorlastirmaktadir (59). Pace 2 CT/NG
testinde de su banyosu, magnetik rak ve sonuglarin degerlendirilmesi igin
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Okuyucunun laboratuvarda bulunmasi sarttir. Dolayisiyla kullanilacak testin
seciminde tercih yapilirken, laboratuvar sartlarinin da g6z &ninde

bulundurulmasi gerektirmektedir.

4. Sonuclarin degerlendiriimesi ile ilgili sorunlar:

immiin fléresan yéntemle boyanmay: takiben degerlendirmenin deneyimli
gdzle yapiimasinin bily(ik 5nemi bulunmaktadir. Ozellikle boya artiklarinin ve
non-spesifik boyanmalarin ayirt edilmesi ve yalanci pozitiflik olarak
degerlendiriimemesi, alanlarin yetersiz derecede incelenmemesi, az sayida
hatta bazen tek bir inkllzyon cisimcigi iceren drneklerde yanlis negatiflikler
disdndlmemesi icin bu sarttir. Bu ¢calismada bu durumun mimkin oldugunca
ortadan kaldiriimasi amaglanmig, bu konuda pratik ve teorik egitim alinmig ve
drnekler 2 degerlendirici tarafindan incelenmisgtir.

DFA’da da hicre koltarindeki degerlendirme sorunlari séz konusudur,
hatta deg@erlendiricinin deneyimi daha da O6n plandadir. Bu yéntemin
uygulanmasinda secilen monoklonal antikorlarin tipi de 6nemlidir. DFA
tekniginde kullanilan isaretli antikorlardan MOMP’a 6zgul olanlarin, elementer
cisimleri LPS’e 6zgul olanlara gére, daha parlak, belirgin ve tipik olarak
boyadigi bilinmektedir.

Bu c¢alismada C. trachomatisin MOMP antijenine 6zgul olan FITC ile
isaretlenmis monoklonal antikorlari iceren ticari kit Fluorotect® Chlamydia
(Omega Diagnostics) kullanildi. Bu nedenle elementer cisimlerin
tanimlanmasi ile ilgili bir sorunla karsilagiimadi. Elementer cisimler, oval veya
yuvarlak, parlak elma yesili floresan veren, konak hiicrelere gére ¢ok kiguk
olan tipik morfolojide secilebildi.

DFA’da 3-10 inklizyon cisimcigi gérilmesi gerekmesi yiiksek bir sayi gibi
gbériinse de, diger fléresan veren maddelerin de taniya dahil edilebilme
olasihdina kargl sarttir. Fléresanin degerlendiriimesi ile ilgili zorluklar
deneyimi olmayan personel tarafindan kullanilmasini olanaksiz kilmaktadir.
Ayni zamanda 6rnek miktari da DFA icin kisitlayici bir faktérdir (55).
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Calsmada incelenmeye deger olabilmesi igin, her slrintl érneginin en az 25
kolumnar epitel hlicresi igermesi sarti da g6z éniinde bulunduruldu.

PACE 2 CT/NG ise degerlendirme sirasinda deneyimli bir personel
gerektirmemektedir. Sonuclar okuyucuda otomatik olarak okutulur ve cut-off
hesaplanarak 6rneklerin RLU degerleri belirlenir. Bu durum, sonuclarin
degerlendiriimesi acgisindan bakildiginda PACE 2 CT/NG’nin diger testlere
g6re daha kullanish oldugunu géstermektedir.

5. Testlerin Sonuca Ulasma Sireleri:

DFA yénteminde yaklasik 30 dakikada sonuc¢ elde edilmektedir. PACE 2
CT/NG ile sonuc elde edilene kadar gecen silre yaklasik 2—3 saattir. Her iki
yontem de hizli sonu¢c vermektedir. Hizli sonu¢c verme, tarama testlerinde
aranilan bir 6zelliktir. GUnkd hizli tani konmasi sayesinde ¢abuk ve etkin bir
tedaviye baslanabilmektedir. Hucre kultlrG ile ise sonuglarin alinmasi igin
ortalama 48 saate ihtiyagc vardir. Bu hidcre KkdltGrinin en 6énemli
dezavantajlarindan biridir (9).

V.3. DFA Sonugclarinin Karsilastirmali C6ziimlemesi:

DFA yoénteminde kullanilan ticari kitler, cinse 6zgul klamidyal LPS
antijenine karsi olusan Anti-LPS antikorlan veya C. trachomatisin MOMP
antijenine karsi olusan tlre 6zgul antikorlardan birini icerir. Bu calismada
DFA uygulamasi, C. trachomatisin MOMP antijenine 6zgul olan FITC ile
isaretlenmis monoklonal antikorlar iceren bir ticari kit olan Fluorotect®
Chlamydia (Omega Diagnostics) ile yapilmistir.

Hlcre koltdra altin standart kabul edilerek, hicre kaltart ile DFA testi
sonuglari karsilastinldiginda, duyarlihk 9%54,5, 6zgullik %98,9, pozitif
prediktif deger %85,7 ve negatif prediktif deger %94,6 olarak bulundu.

DFA testi, tipki hlcre kultird gibi klamidyal inklGzyonlarin ve/veya
elementer cisimlerin ayirici bigim ve boyanma 6zelliklerinin gérintilenmesi

temeline dayandigindan, &6zgulligi bu denli yliksek saptanabilmektedir.
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MOMP’a iligkin monoklonal antikorlarin kullanildigr DFA ydntemi, hizli sonug
veren C. trachomatis testleri icinde en 6zgul olanidir. Ancak yine de bu testin
dogru olarak degerlendirilebilmesi icin deneyime gereksinim vardir. Ozellikle
<10 sayida elementer cisim saptanan érneklerde testi tekrarlama dogru tani
acisindan uygun bir yaklasimdir (33). Cok sayida calismada Urogenital
klamidya infeksiyonu tanisi i¢in laboratuara gdnderilen &6rneklerin en az
%10’unun uygunsuz oldugu (Uretral/servikal kolumnar epitel igermedigi veya
ekslda icerdigi) gdsterilmistir. Bazi durumlarda bu oranin %30’a kadar c¢iktigi
bildiriimektedir. Calismamizda da bu durum g6z 6nine alinarak érnekler
buna uygun olarak incelenmis ve vyetersiz olan &rnekler, preparatlarin
hazirlanmasindan kaynaklanan problemler olacagr dustnullerek yeniden
hazirlanarak test tekrar edilmistir.

DFA hizli bir test olmasina karsin duyarlihdr diasiktir (%50-70), disuk
prevalansli bélgelerde yanlis pozitiflik oranlar ylksektir ve érnek sayisinin az
oldugu laboratuvarlarda o&nerilmektedir (60). Bu acgidan bakildiginda,
calismamizdan elde edilen degerler ve prevalans birlikte degerlendirildiginde
bu oranlarla uyumlu oldugu gértlmastar.

V.4. PACE 2 CT/NG Sonuclarinin Karsilastirmali C6ziimlemesi:

Hicre kaltdra ile PACE 2 CT/NG test sonuclar karsilastinldiginda ise
duyarlilik %81,8, 6zgullik %88,8, pozitif prediktif deger %47,4 ve negatif
prediktif deger % 97,5 olarak bulundu.

PACE 2 CT/NG ile pozitiflik saptanan hicre kdltiri negatif sonuglarin
sebebinin; transport besiyerlerindeki farkhlik, 6rnekte canl
mikroorganizmanin bulunmamasi, 06rnegin niteliginin iyi olmamasi ve
tasinmasi sirasinda uygun olmayan kosullara maruz kalmasi gibi nedenlerle
aciklanabilecedi duastntlmustir. Klamidyal nikleik asit testlerinde, érnegin
alinmasi ve tasinmasi sirasinda C. trachomatis’in canli olup olmamasi test
icin bir dezavantaj degildir. Ayrica PACE 2 CT/NG negatif-kaltir pozitif
orneklerin nedeni, C. trachomatisin miktarinin PACE 2 CT/NG testi ile
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saptanamayacak derecede dusik olmasi veya O&rneklerin hazirlanma
asamasindaki hatalardan kaynaklanabilecedi distntlmastir.

iki test arasinda uyumsuzlugun oldugu 10 6rnek icin testler 2 kez
tekrarlanmis ve énceki ¢alismalara dayanilarak, sonuglar “cut off” degerinin
Uc kati Gzerinde RLU degerlerine sahip bulundugundan hicre kilttrl negatif
olsa da sonucglar gercek pozitif olarak kabul edilmistir. Burada hicre
kaltdrindeki negatifligin, uygunsuz transport kosullarina bagl olabilecegi
distnulmuastar. (61, 62)

PACE 2 CT/NG uygulamasi sirasinda magnetik rak kullanimi gibi birtakim
kontaminasyonu Onleyici ybntemlerle yanhs pozitiflikler azaltiimaya
calisiimaktadir. Ayni érnekle testin tekrar ile ayni sonucun ikinci kez elde
edilmeye calisilmasi da bu konuda yardimci olabilir. Sonucu tekrar ile
dogrulanamayan 6&rnekler icin kontaminasyon dusdndlebilir. Bu nedenle
6rnegin ayni testle bile olsa tekrari, pozitif sonucun gegerliligi icin
dnerilmektedir. Yine de, farkh bir yéntem kullaniimadigi i¢cin dogrulama testi
olarak kabul edilemez. Ancak, dogrulama igin farkh bir test yapilmasi da, yeni
drnege ihtiyac olmasi nedeniyle pratik bir yaklasim degildir. ikinci bir teste
tabi tutulabilecegi dustnUlerek 6rneklerin islemlenmesi gerekir ki bu da
zaman alicidir. Elde edilen test sonuglari igin bir gri bélge tanimlanmis ve bu
6rnekler igin bir algoritm 6nerilmigtir. Bu sonuglarin, bir dogrulama testi ile
kanittanmasi 6nerilir. PCR dogrulama icin kullanilabilir. (63). Bu sekilde
testlerin tam performanslari dederlendirilebilir.

DUsUk prevalansli toplumlarda hibridizasyon testi secildiginde, dogrulama
testinin gerekliligi gdéz éniine alinarak; PACE 2 CT/NG testinin bir dogrulama
testi ile konfirme edilmesi planlanmis ancak gerceklestirilememigtir.

YUksek prevalansli bélgelerde testin duyarlihdi buylik énem tagsir. Eger
disUkse mutlaka ayrintili incelenmesi gerekir. Kultlr digi ydntemler klamidya
infeksiyonu tanisinda objektif ve hizli tani avantajini sunar. Ancak bu testlerin
uygulanabilirliginin incelenmesinde hasta ¢ikari 6n planda tutulmali, yanhs
pozitif ve yanlis negatifliklerin sayisi, neden olabilecekleri gereksiz tedavi
veya sekeller agisindan tani testinin uygunluguna karar vermede dikkate
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alinmalidir (64). Tarama testlerinin degerlendiriimesinde asemptomatik diisik
prevalansli populasyonlar hedef olmalidir.

incelenen testin uygulanabilirliginin  degerlendiriimesinde gdz 6niine
alinmasi gereken nokta, testin uygulanacagr bélgede, o hastaligin
prevalansina goére testin PPV ve NPV degerinin degisecedidir. %10
prevalans altindaki bélgelerde vyalanci pozitifik oranlarinin  arttig
g6zlenmektedir. Prevalans disuk oldugunda, altin standart yéntemin veya
hibridizasyon testlerinin kullaniimasi énerilmektedir (65).

PACE 2 CT/NG testi pahali bir test olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Ancak,
bu noktada maliyet/yarar analizinin yapilmasi &énemlidir. Klamidya
infeksiyonlarinin ekonomik sonuglari ile ilgili yapilan caligmalar her gegen
gun artmaktadir. Maliyet vyarar/zarar analizleri yapildiginda klamidya
infeksiyonlarinin UGlkelere getirdigi ekonomik ylk oldukga yUksektir. Amerika
Birlesik Devletler’inde C. trachomatise bagh pelvisin inflamasyonlu
hastaliginin yilda 3,5 milyar dolarlik bir maliyet olusturdugu saptanmigtir.
Toplam maliyetin  dértte Gc¢lnl, tedavi edilmeden gecirilen basit
infeksiyonlardan sonra gelisen sekeller olusturmaktadir. Koruma ve kontrol
programlari dogru yapildiginda maliyet yikd minimum dizeye inmektedir.

Bu calismada, C. trachomatis'in servikal 6rneklerde saptanmasinda bir
dogrulama testi ile birlikte kullanildiginda PACE 2 CT/NG testinin hicre
kilthrl testine bir alternatif olusturdugu gériimustir. PACE 2 CT/NG testinin
6zellikle cok sayida 6rnek taramalarinda uygulanmasi son derece kolaydir ve
hicre kiltirine gére daha kisa sirede sonuglar elde edilmektedir.
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V1. SONUC VE ONERILER

TOp bebek merkezine basvuran 100 infertil olgu Uzerinde yGratlilen
calismamizda hicre kultirl sonuglarina gére C. trachomatis’in prevalansi %
11 olarak bulundu. Bu oran yurdumuzda ve dinyadaki gesitli yayinlarda
bildirilen oranlarla uyumludur. Ozellikle pelvik inflamatuvar hastalik, ektopik
gebelik ve tubal infertilite gibi sonuclara yol agmasi erken ve dogru taninin
6nemini ortaya koymaktadir. Klamidya prevalansi ile ilgili ¢aligsmalarin
yapllmasi tarama programlarinin toplumun hangi gruplarina yoénelik
olacagina karar verilmesi acisindan da énem tasimaktadir.

Hlcre kaltord ybénteminde laboratuvardan laboratuvara duyarhlik ve
6zgulligin degiskenlik gdsterebilmesinden 6tlrd, klamidya infeksiyonlarinin
tanisinda alternatif teknolojiler gelistirilmistir. Bu calismada, C. trachomatis’in
servikal 6rneklerde saptanmasinda PACE 2 CT/NG testinin hicre kiltird
testine bir alternatif olusturdugu gértlmasttr. Hucre kaltlra ile pozitif olan 2
o6rnekte PACE 2 CT/NG testi yetersiz kalmistir. Buna érneklerin disik sayida
inklizyon cisimcigi igcermeleri nedeniyle C. trachomatis'in hibridizasyonla
saptanamamas! sebep olmus olabilir. Ancak bu hasta grubunda PACE 2
CT/NG testi hicre kaltirine, 10 pozitif hasta daha bularak katkida
bulunmustur. Negatif hdcre kaltiri sonuglarinin transport kosullarindaki
yetersizlik ve 6érnekte canli mikroorganizmanin olmamasi ile iligkili oldugu
6ngdrulmektedir. DFA ydntemi kolay uygulanabilir ve hizli bir test olsa da
uygulayan Kisinin deneyiminin blydk énem tasimasi ve distk duyarlilik
oranlari testin kullanimini sinirlandirmaktadir. Ornek sayisinin az oldugu

laboratuvarlarda onerilebilir.



Bu calismadan elde edilen sonuclar dogrultusunda, acil sonug¢ istenen
veya tarama nedeniyle coklu &érnek gdénderilen durumlarda hibridizasyon
testlerinin  kullanilabilecegi gértstine varimistir. PACE 2 CT/NG testi
dogrulama testi ile Dbirlikte uygulandiginda, hicre Kkdltiri yerine
kullanilabilecek 6zgul ve kolay uygulanabilir bir testtir. Ancak; klinik érneklere
rutin sartlarda standart hiicre kalttrd tekniginin uygulanmasi yiksek duyarlilik

ve 6zgulligu nedeniyle tercih edilmelidir.

50



VIL.OZET

Cinsel temasla bulasan hastaliklarin énemli bir etkeni olarak karsimiza
cilkan Chlamydia trachomatis infeksiyonlarinin kapsamli bir sekilde
arastirlmasi her gecen gin O6nemini arttirarak devam etmektedir.
infeksiyonun Turkiye’deki durumu ile ilgili yeterli veri bulunmamaktadir. Bu
konuda yapilacak ayrintili calismalar klamidya infeksiyonlarinin tanisinda
yeni gelismelerin olusmasina katkida bulunacaktir. Halen kullanilan
yéntemlerin duyarlligi ve 6zgulligand arastiran calismalar devam etmekte,
hangi testin mikrobiyoloji laboratuvarinda kullaniimasinin daha verimli olacagi
tartisiimaktadir.

Bu calismada, altin standart olarak kabul edilen hicre kaltGrina, hizh
tanida kullanilan antijen arama yéntemlerinden direkt fldresan antikor (DFA)
testini ve yiksek duyarlihk ve 6zgullige sahip hibridizasyon testini (PACE 2
CT/NG) Kkarsilastirildi. 100 infertil kadindan alinan endoservikal surint
6rneginde, hidcre koltard ybéntemi ile 11 &érnekde C. trachomatis pozitif
bulundu ve prevalans %11 olarak saptandi. DFA ve hibridizasyon testlerinin
duyarliliklari sirasiyla %54,5 ve %81,8, 6zgullikleri ise sirasiyla %98,9 ve
%88,8 olarak bulundu.

Sonu¢ olarak; C. trachomatis tanisinda, hicre kdltdri uygun 6rnek
alindiginda ve transport kosullarina uyuldugunda halen &nemini
korumaktadir. Hibridizasyon testi dogrulama testleriyle birlikte yapildiginda
6zellikle tarama testi ve hizli sonug ¢ikariimasi gereken durumlarda uygun
oldugu, DFA testinin ise distk duyarliigi nedeniyle 6rnek sayisi az olan,

olanaklarin kisith oldugu laboratuvarlarda, deneyimli kisi tarafindan



degerlendirildiginde C. trachomatis tanisinda kullanilabilir oldugu sonucuna
varildi.
Anahtar sézcikler: Chlamydia trachomatis, DFA, hibridizasyon testi, hlicre

kaltara
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VIII.SUMMARY
THE COMPARISON OF CELL CULTURE, HYBRIDIZATION
AND DIRECT FLOURESCENT ANTIBODY TESTS IN
CHLAMYDIA TRACHOMATIS DIAGNOSIS

The importance of the comprehensive studies on Chlamydia trachomatis,
which is an important cause of sexually transmitted diseases, increases day
by day. There is no sufficient data on the condition of the infections in Turkey.
The detailed studies on this matter will contribute newly developments on
diagnosis of chlamydia infections. The studies on the sensibility and specifity
of the current methods still continue and the discussions for determination of
the efficient test to be used in microbiology laboratory are carried out

In our study, we have compared the cell culture, which is accepted as
gold standart, direct fluorescent antibody (DFA) test, which is an antigen
detection method utilized in rapid diagnosis and PACE 2 CT/NG, which is a
high sensitive and specific hybridization test. We have determined 11 positive
results and %11 prevelance in the endocervical swab cell culture obtained
from 100 infertle women. Respectively, the sensibility of the DFA and
hibridization tests are determined as %54,5 and %81,8, the specifity is
determined as %98,9 and %88,8.

Consequently, the cell culture keeps its importance in C. trachomatis
detection if adequate sample is obtained. We have reached the result that
hybridization test is acceptable especially as a screening test if applied
together with confirmation tests, due to its low sensibility DFA test could be
utilized in C. Trachomatis diagnosis if it is made by an experienced personnel

in laboratories where samples and facilities are limited



Key words: Chlamydia trachomatis, DFA, hybridization test, cell culture.
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IX. EKLER

Hasta Formu
1) Soyadi-Adi :
2) Dosya No :
3) Dogum Tarihi :

4) Sistemik Hastalik : ..................

€ Diabetes Mellitus
€ Endokrin hastalik

€ Yapisal anomali

5) infertilite Sebebi : ..................

€ Primer
€ Sekonder

6) PID Oykisi :

€ Var
€ Yok



7) Antibiyotik Kullanimi : ............

€ Evet
€ Hayir

8) Diger Cinsel Yolla Bulasan Hastaliklar Oykiisi : ...........

€ HIV

€ Hepatit B

€ Hepatit C

€ Gonore

€ Sifiliz

€ Herpes simplex

9) Servikal Erozyon:

€ Var
€ Yok
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