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KISALTMALAR
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HIV: Human immunodeficiency virus
HSPs: Isi sok proteinleri

IgA: Immungiobulin A

lgG: immunglobulin G

IgM: immunglobulin M

LCR: Ligaz zincir reaksiyonu



LGV: Lenfograntloma venerum
LPS: Lipopolisakkarid

MIF: Mikro immunofloresan
MOMP: Major dig zar proteini
NPD: Negatif prediktif deger
OIA: Optik immunoassay

OMP: Dis zar proteinkeri

ORF: Open reading frame
PBS: Fosfat tampolu tuz

PCR: Polimeraz zincir reaksiyonu
PID: Pelvik inflamatuar hastalik
PNL: Polimorfonukleer I6kosit
PPD: Pozitif prediktif deger
RNA: Ribonukleik asit

YN: Yalanci negatif

YP: Yalanci pozitif



1. OZET

Cinsel iligki ile gegen hastaliklardan en sik sorumiu patojen bakterinin
Chlamydia trachomatis, oldugu bilinmektedir. Halen dinyada her yil 50 milyon
yeni C.trachomatis infeksiyonu olustugu tahmin ediimektedir. infeksiyonun
Tarkiye'deki durumu ise henliz yeterince bilinmemektedir ve yeni, kapsamii

verilere gereksinim vardir.

Calismamizda, hizli tanida uygulanan antijen arama yéntemlerinden direkt
floresan antikor (DFA) ile enzim immunoassay’a (EIA) dayali bir teknik olan
optik immunoassay (OIA) kullanarak sonuglarini dogrulama yéntemi olan
siklohekzimid uygulanmig McCoy hucrelerinin shell vial hicre kaltart
sonuclar ile kargilagtirdik. 75 ivegen veya slregen servisitli kadindan 24
tanesinde (%32) hiucre kiltiri olumluludu saptadik. ki tarama yéntemini
duyarhilik, 6zgullik, pozitif ve negatif prediktif degerleri ydnunden
karsilastirdik. Bu degerleri ayni sira ile DFA igin, %71, %100, %86, %100,
OlIA igin %75, %86, %72, %88 olarak bulduk. Sonu¢ olarak
laboratuvarimizdaki C.trachomatis taramasinda OIA yéntemi ile belirgin
olarak fazla hatali pozitif sonu¢ buldugumuzdan ve OIA ile elde edilen
sonuglarin referans yontemle dogrulanmasi gerektiginden DFA y&nteminin
OlA'den daha etkin oldugunu bulduk ve DFA yénteminin C.frachomatis

taranmasinda OIA yéntemine yeglenmesi gérlisine ulastik.



2. SUMMARY

Chlamydia trachomatis (C.trachomatis) is known to be the most common
bacterial sexually transmitted disease (STDs). Worldwide it is estimated that
there are more than 50 million new cases annually. The status of
C.trachomatis infection is not known in Turkey and we need a new wide data

about the infection.

In this study we used two screening methods (Direct fluorescent antibody
(DFA) and optical immunoassay based enzyme immunoassay technique) and
one gold standart (Cycloheximide treated McCoy cell culture in the shell vials)
method. We detected the C.trachomatis in 24 patients from 75 (%32) with
cervical infection with cell culture method and compared ftwo screening
methods about sensitivity, specifity, positive predictive value (PPV), negative
predictive value (NPV). We found the sensitivity, specifity, PPV, NPV, %71,
%100, %86, %100, for DFA, and %75, %86, %72, %88, for OlA respectively.
When the results were evaluated, it has been shown that DFA method more
effective than OIA for the screening of C.frachomatis in our laboratory.
Because OIA’'s have more false positive results and we have to confirm all

positive results of OlA’s with the reference methods.



3. GIRIS VE AMAG

3.1. GIRIS

Insanda infeksiyon olusturan Klamidyalar, Chlamydia trachomatis
(C.trachomatis), C.pneumonia, C.psiftaci olmak Uzere (¢ ana tirde
toplanmigtir. Yakin zamanda dérdinct bir tir olarak tanimlanan

C.pecorum’un patojen 6zelligi aciklik kazanmamistir (1).

C.trachomatis ilk kez 1907°'de Halberstaedter tarafindan trahom etkeni
olan intraepiteliyal inkluzyonlarla &zellenen mikroorganizmalar olarak
bildirmigtir (2). Osser “1911'de nongonokokal oftalmiya neonatorumiu
gocuklarda ve annelerinin servikal sUrintllerinde benzer inklilizyonlarin
Lindner tarafindan saptandi§i” ve “1957 vyilinda trahomlu hastalarin
konjunktiva kazintilarindan embriyonlu yumurta sari kesesinde Tang ve
arkadaglar tarafindan Uretildigini” bildirmistir (3). 1965'te C.frachomatis ilk
kez Gordon ve arkadaglar tarafindan hucre kuittrinde tretilmigtir (4). 1965-
1969 yillan arasinda yapilan caligmalarda, 6nceden virus oldugu sanilan
C.trachomatis’in replikasyonu, metabolizmasi, genetik materyali bakimindan
klguk, zorunlu hicre igi bir bakteri oldugu bildiriimistir (5-8).

1970-1975 yillarinda geligtirilen mikroimmunofloresan (MIF) teknidi ile
C.trachomatis kdkenlerinin serotiplendiriimesi, klamidyal antikorlarin duyarli
ve 6zgll olarak élctlmesi gergeklegtirilmistir (9,10).

1975'te C.trachomatis 15 serovar olarak siniflandirimistir; A, B, Ba, C
trahom serovarlari, D-K arasi genital serovarlar, L1, L2, L3 ise



Lenfograntiloma venerum (LGV) serovarlaridir. 1991°de Graystone ve Wang,

Da, la, L 24, olarak (¢ yeni serovar daha bildirmistir (11,12).

Son 20 yilda yapilan caligmalar, C.trachomatis'in ¢ok sayida klinik
hastalik ve sekellere yol actigini géstermistir. Ozellikle cinsel iligki ile gecen
hastaliklar (CIGH) iginde C.trachomatis'in 6nemi dikkat gekici olmus ve
sanayilesmisg bati llkelerinde gonokok infeksiyonlarini gecgerek birinci sirada
yer almigtir. Dinyada her yil 50 milyon yeni C.frachomatis olgusu olustugu
saniimaktadir. Amerika Birlegik Devletlerin’de, Centers for Disease Control’'un
(CDC-hastalik kontrol merkezi) verilerine gére her yil 4 milyon yeni
C.trachomatis olgusu goériimektedir (13,14). Turkiye'de ise henlz
C.trachomatis infeksiyonlarinin toplum igindeki sikligini gésteren kapsamii
bilgiler yoktur. izmir ve Istanbui’da yapilan bazi galigmalar bu bélgelerde
hastaligin gértuime siklig ile ilgili genel bilgiler vermektedir ancak bunlarin da

yeni verilerle desteklenmesine gerek vardir (15-21).

C.trachomatis infeksiyonlarinda yasanan en énemli sorun tan: zorlugudur.
Uygulanabilirligi zor, deneyimli bir ekip ve teknik donanima gerek gdsteren
hicre kultarandn yaninda ginimizde direk floresan antikor (DFA) ve enzim
immunoassay (EIA) gibi yeni antijen arama yéntemleri de geligtiriimistir.
Piyasada birgok ticari EIA ve DFA kiti olmasina karsin bunlarin duyarhlikiar
ve 6zgulltkleri 6zellikle kullanilan antikorlara gére degismektedir (22-24).
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3.2. AMAG

Bu caligmada, klinik yakinmasi olsun ya da olmasin, ivegen veya siregen
servisit klinik tanisi alan kadinlarda;

1) C.trachomatis ile infeksiyon sikhginin en glvenilir yéntem olan hicre
kaltard ile belirlenmesi

2) infeksiyonun yas, klinik yakinma ve bulgularla iligkisi

3) Hizli tamda kullanilan antijen arama yéntemieri olan EIA ve DFA'nin
duyarlilik, zgllluk ve etkinliginin saptanmasi amaclanmistir.

11



GENEL BILGILER

4.1. Biyoloji

C.trachomatis, zorunlu hucre i¢i paraziti olan bir bakteridir. Gelisimsel tipik
hicre dénguleri klamidyalar! diger bitin mikroorganizmalardan ayirir. Buttn
klamidyalar konak hicrenin sitoplazmasinda ¢ogalarak 1gik mikroskobisi ile
tanimlanabilen intrasitoplazmik inkllzyon cisimcikleri olusturur. Klamidyalar
hiicre igi yerlesimleri nedeni ile uzun sutre viruslar icinde aniimigtir ancak
birgok 6zellikleri ile viruslardan ayrilir. Bunlardan baglicalari; her iki nukleik
asiti (DNA ve RNA) yapilarinda bulundurmasi, gram negatif bakterilerin hcre
duvar yapisini animsatan bir hicre duvart  bulunmasi, birgok genis
spektrumiu antibiyotige duyarh olmasi ve bircok enzimlerinin bulunmasidir.
Klamidyalar, kendi metabolik yetileri ile enerji olusturamaziar, bu nedenie
konak hacrenin enerji kaynaklarindan vyararlanan enerji paraziti
bakterilerdir(11).

Klamidyalar yagsam déngulerinde elementer cisim ve retikller cisim olarak
adlandirilan iki ayr gelisim evresinde bulunurlar. Elementer cisim bakterinin
hacre digi formudur, 300-400 nm ¢apli, metabolik olarak inaktif, bélinmeyen,
koruyucu hiicre duvarina sahip, infektif formdur. Elementer cisimler konak
hicreyi infekte ettikten sonra retikller cisimlere déntgtrier, 800-1000 nm
capinda olan retiktier cisimler, infeksiy6z degildir ve yalniz hicre iginde
yasayabilir. Retikller cisimler hicre iginde bélinerek elementer cisimlere

dénasirler (1).
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4.1.1. Yagam Donglisii

Klamidyal infeksiyon déngisi, elementer cisimin konak hiicre yiizeyine
yapigmasi ile baglar. Bu baglanmanin olugmasi ortamdaki canii klamidya
varliina ve elementer cisim ile konak hicre ylzeyindeki yapiarin
etkilegimine baghdir. Buradaki etkilesim; hidrofobik iligkiler ve elektrik yuk
6zelliklerini igerir. 1992'de yapilan bir ¢aligmada C.trachomatisin konak
hiicreyi yakalayabilmesi icin hlcre ylzeyinde heparan stifat benzeri
glikozaminoglikana geregi oldugu bildirilmistir. Guglt van der vaals baglari ile
hiicre yuzeyine baglanan klamidya, reseptére bagli endositoza benzer bir
mekanizma ile hicreye girer. Bundan sonra, elementer cisim endozoma
gecer. Infeksiyondan birkag saat sonra elementer cisimin hiicre duvarinda
belirgin degigim gérllir ve kendilerinden 5-8 kat biaylk olan retikiler
cisimlere dénlisum baglar (25,26). C.trachomatis’in geligim déngisa sekil 1'de
gbsterilmektedir.

Sekil 1- C.trachomatis Geligim Dongiisii

1. Elementer cisimlerin hiicre yiizeyine tutunmasi / 2. Iceri alnma / 3. Elementer cisimden
retikiiler cisime déniigiim / 4. Retikiiler cisimlerin yapigik olarak bélinmesi / 5. Retikiiler cisimden
elementer cisimlere olguniagma / 6. Endozom iginde retikiiler cisimlerin yifilmasi / 7. Elementer ve
retikiiler cisimlerin salinmasi (27).

13



Infeksiyondan yaklagik 8 saat sonra retikller cisimler ikiye béltinerek
Uremeye baglar, 20-30 saat sonra bir kisim retikller cisim, sitoplazmasinda
yogulagsma olugarak kagllur ve tipik elementer cisimlere dénusar, diger
retikller cisimler ise konak hicre sitoplazmasini hemen hemen dolduruncaya
dek codalmay: slrdirerek klamidiyal inkiGzyon cisimlerini olusturur. Konak
hicreden klamidyalarin erkil kalig mekanizmasi hentz tam olarak
anlagilamamigtir.  Infeksiyondan 40-50 saat sonra bittn infekte htcreler

otolize olur ve infeksiy6z elementer cisimler ortama yayilir (27,28).

4.1.2. Antijenik Yapi

Klamidiyal elementer cisimlerin ylzeyleri karmagik bir molekller mozayik
yapi gbsterir. Bu yapi iginde cins, tlr, tip 6zgul antijenler vardir. Klamidiyal
antijenler; lipopolisakkarid (LPS), Major dig membran proteini (MOMP), Dis
membran proteini2 (OMP2), Isi sok proteini 60 (HSP60), Isi sok proteini 70
(HSP70), Hucre baglanma proteini (CBP), dis membran proteini (OMP)'dir
(Sekil2).

Lipopolisakkarid (LPS) :

Klamidyalarin ilk ve en genis dlglde calisiian antijenik yapisi LPS’dir.
LPS, cinse &6zgll olup yapisinda yan reaktif ketodeoksioktanoikasit
bulunduran isi stabil bir antijendir. C.trachomatis ve C.psittaci elementer
cisimlerinden elde edilen LPS’'nin kimyasal analizinde; D-glukozamin, uzun
zincirli 3-hidroksi yad asidi, 3-deoksi-D-manno-oktulonik asit (KDO) ve

fosfattan olustugu goésterilmistir. Bu antijenik yapi cinsin btin Gyelerinde

14



aynidir ve buna karsi olusan antikorlar enterobateriyal bazi LPS’lerle ¢apraz
reaksiyon verirler, ancak bu 6zellik serolojik tanida bir deger tagimaz (29).

Dis membran proteinleri (OMP’ler) :

Klamidyal dig membranda G¢ ana protein yapi bulunmaktadir. Klamidyal
hicre duvarinin dig kisminda rijit bir peptidoglikan tabaka olmadigindan,
yapisal saglamlik sisteinden zengin proteinler arasindaki capraz disuifit

baglari ile saglanmaktadir (30).

MOMP’un molektler adirhgi yaklagik olarak 40.000 dir. ikinci dig
membran proteininin molektl agirhgr (OMP2) 60.000, Gglncll proteinin
molekll agirh@ ise 15.000 dir. MOMP bitin klamidyalarda bulunmaktadir.
Yapilan caligmalarda MOMP’un cins, tar, alt tir ve serotip 6zgll
determinantlar igerdigi bildirilmistir (27). MOMP’a karsi olusan antikorlar in
vivo olarak elementer cisimlerin infektivitelerini nétralize eder. Klamidyal
hiicre duvarindan saflagtirtan MOMP bir porin gibi géranar. Battin MOMP
genleri klonlanmig ve molekuler agirlikiari, amino asit sekanslari saptanmistir.
C.trachomatis'e (Serotip L2) iliskin open reading frame (ORF) 1182 baz
ciftinden olugmaktadir ve 394 amino asit kodlamaktadir. L2’nin ilk 22 amino
asidi ile 23-44'Uncl amino asit sekanslari aynidir. ilk 22 aminoasit MOMP’un
dig membrana yerlesmesini saglayan sinyal sekansidi. MOMP, 372
aminoasitten olugur ve molekdl agdirligi 40282'dir (31). C.trachomatis serotip
B, C, L2’nin nikleotid ve aminoasit sekanslar arastinlmis ve bu genlerin
genellikle géreceli olarak benzer yapili olduklari gérGimistir. Ancak yine de
bu bélgelerde dért degisken sekans bulunmustur buniar; VDI, VDI, VDI,
VDIV'tar. C.pneumonia’'min, VDIV bélgesinin diger tarlerin ayni bélgeleri iginde
en genig yuksek degigken (hipervariable) bdlge oldugu gdsterilmigtir (32).

Sekil 2’'de C.trachomatis'in hiicre yapisi ve antijenleri gosteriimektedir.

15



OMP2

, HSP70  LPS

HSP 60
MOMP

Sekil 2- C.trachomatisin Hiicre Yapisi ve Antijenleri

LPS: Lipopolisakkarid/ MOMP: Major dis membran proteini/ OMP2:Dig membran proteini 2/
HSP 60: Isi sok proteini 60/ HSP70: 151 sok proteini 70/ CBP: Hiicre yapigma proteini/ OMP: Dig
membran proteini (28).

Klamidyal asgi hazirlanmasinda potansiyel antijen olarak gériimesi
nedeniyle C.trachomatis'in MOMP’u ayrintili olarak incelenmistir. Bunun
nedeni, MOMP’a kargi geligen antikorlarin invivo ve invitro olarak infektiviteyi
nétralize etmesidir. C.trachomatis’in L2 serotipinin MOMP’una kars: olugan
poliklonal antikorlar, serotip L2’'nin elementer cisimlerinin HeLa hucrelerine
olan infektivitesini noétralize etmektedir. Yine de bu antikorlar, elementer
cisimlerin hGcreye yapismalarini ve penetre olmalarimi engelleyemez. Bu
antikorlarin infekte hicrelerdeki elementer cisimierin yagam déngulerini inhibe
ettigi distnUimektedir (34).

16



OMP2 klamidyalarin ikinci dig membran proteinidir. Molekiler agirhidi
60.000'dir. C.trachomatis’in L2 serotipine ait genin analizinde 1641 baz ciftlik
bir ORF’nin kodladigi 547 aminoasitlik bir protein oldugu bulunmustur (35).

Diger dig membran proteininin molekuler agiri§ yaklagik 15.000 dir. Bu
proteinin analizinde tur ve tipe 6zgll epitoplar bulunmustur. Proteine karsi
geligen antikorlarin elementer cisimlerin Gzerinde etkisi olmadigi gérulmustur
(36).

Is1 sok proteinleri (HSP’ler):

Patojen mikroorganizmalarin major antijeni olup otoimmun hastaliklarin
patogenezinde de rol alan isi gok proteinleri batln klamidiya tarlerinde
bulunmaktadir. HSP’ler molekuler agirhklarina gére; HSP90, HSP70, HSP60
ve ubiquitin olmak Gzere dért gruba ayriimiglardir. Bunlardan HSP70 ve
HSP60, klamidyal elementer cisimlerde de bulunmaktadir (27).

HSP70'in geni 1956 nikleotid iceren ve 652 aminoasitlik 70588 molekl
agirhginda bir protein kodlayan ORF icerir. HSP60 geni ise 1632 nukleotid
icerir ve 544 aminoasitlik 58.088 molekil agirliginda bir proteini kodlar.

C.trachomatis’e ait HSP70 Escherichia coli ve Bacillus megatorium’un
DnaK proteini ile yaklasik %70 benzerlik gésterir. C.psittaciye ait HSP60 ise
Coxiella burnettinin HtpB proteini, E.coli nin GroEL proteini, M.tuberculosis’in
65.000 molekil a@irlikli proteini ve Saccharomyces cerevisiae ile %50-60
benzerlik gdsterir. C.trachomatis’e ait immunopatolojik yanitla iligkili HSP’ni
kodlayan iki gen C.pneumonia’da da gésterilmigti. HSP60 proteini hayvan
modelinde trahoma bagli gézdeki gecikmisg tip asirt duyarlilik yanitini arttinr.
HSP70’e karsi olugan antikorlar klamidiyal infektiviteyi nétralize eder ancak
gecikmisg tip agir duyarlilik yanitina neden olmazlar (37,38).

17



Hiicre baglayan proteinler :

Daha 6nce s6z edildigi gibi elementer cisimlerin konak hlicre ylzeyine
baglanmalar klamidyalarin gelisim déngtstnin ilk basamagini olusturur.
C.trachomatis'in L2 ve J serovarlari 18.000 ve 31.000 molekdl agirlikh iki
proteinie Hela hticre zarina baglanir. Hicre baglayici proteinler yalnizca
elementer cisimlerde bulunurlar, retikller cisimlerde bulunmazlar. Bu hcre
baglayici proteine karsi olusan antikorlar elementer cisimlerin infektivitesini
nétralize eder (39). C.trachomatis’in 18.000 molekll agirhkii hiicre baglayici
proteinini kodlayan gen klonlanmig ve sekanslanmigtir. Elde edilen
rekombinant proteine karsi olusan antikorlarin infektiviteyi nétralize ettigi
bulunmustur. Bu 18.000 molekul agirtikli protein "clanectin” dir (40).

4.1.3. Genom

Klamidyalar ¢ift iplikli cembersel bir DNA'ya sahiptir ve buytklaga 600-
1400 kilobaz giftlik bir araliktadir. Baytk bir molekul olan klamidyal DNA'yi
elde etmek zordur bu nedenle "Pulse - field" jel elektroforezi kullanilarak
klamidyal kromozom buylk DNA pargalarina bdélinerek blyGklagu
saptanmaya caligilir.

Baglica G¢ klamidya tarunin DNA yapilan farklidir C.trachomatis
kékenlerinin G+C oranlari %45-45,5 arasinda degigsmekteyken C.psittacinin
G+C oranlant %41,542 arasindadir. Yapilan DNA hibridizasyon
caligmalarinda klamidya tarlerinin kdkenleri arasinda homolojinin ylksek
oldugu bulunmustur (%94-100). C.trachomatis, C.psittaci, C.pneumonia
elementer cisimlerine ait DNA'larin ¢esitli restriksiyon endontkleazlar ile
pargalanarak yapilan analizlerinde C.trachomatis ve C.pneumoniae turlerine
ait kékenler arasindaki farkhiliklarin kiigik oldugu bulunmustur buna karsilik
C.psittacinin kékenleri arasindaki farklar anlamh bulunmustur. C.psittaci
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kékenleri restriksiyon endonlkleazlarinin analizine dayanarak gruplara

ayrilabilir.

Klamidya turlerinden yalnizca C.trachomatis ve C.psittacinin bazi
kokenlerinde plazmid varlidi saptanmigtir. Klamidyal plazmid DNA’s! yakiagik
7,4 kb blyukliginde ve klamidyal DNA'nin 1/100'Gnden kugUktlr. Her
elementer cisimde 10 kopya kadar bulunmaktadir (27).

4.2. Epidemiyoloji

4.2.1 Diinya ve Tiirkiye’deki siklik

Gunimazde C.trachomatis infeksiyonlari iki farkli epidemiyolojik tabloda
toplanirlar :

1- A, B, Ba ve C serovarlari d6zellikle az gelismis ve gelismekte olan
ulkelerdeki kirsal boélgelerde trahom (inkllizyonlu konjuntivit) etkeni olarak
infeksiyon olugturur. Kuru ve sicak iklim ile hijyen kogullarinin saglanamadigi
durumlar bu infeksiyonun riskini arttirmaktadir. Onlenebilir kéritk olarak
bilinen trahom, genellikle kirli eller, ortak kullanilan kirli esyalar ve kara
sineklerie yayilan bir infeksiyondur (1).

2- D-K, L1, L2, L3 dézellikle sanayilesmig tlkelerde cinsel iligki ile gecen
hastaliklardan (CIGH) sorumiu tutulmaktadir. C.trachomatis'in bu Urogenital
kdkenleri, erkeklerde siklikla Gretrit ve epididimit, kadinlarda ise servisit ve
pelvik inflamatuar hastalik olusturmaktadir. Lenfograntloma venerum (LGV)

ise C.trachomatis'in etkeni oldugu diger bir veneryan hastaliktir (1).
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C.trachomatis infeksiyonlari, tamami bildiriimemesine karsin 1996 yilinda
Amerika Birlesik Devletlerinde CIGH icinde en sik rastlanan etkendir. Halen
Amerika Birlegik Devletlerinde her yil yaklagik 4 milyon yeni klamidyal
infeksiyon olgusu gelistigi ve yillik 2.4 milyar dolarlik bir maddi ylke neden
oldugu bildirilmigtir. Dinya Gzerinde her yil yaklagik 50 milyondan fazla yeni
C.trachomatis infeksiyonu olustugu varsayiimaktadir. CIGH icinde yer alan
C.trachomatis infeksiyonlularin, HIV ile infeksiyon bakimindan da y(ksek riskli
grup olduklari bilinmekte olup bu olgulardaki C.trachomatis infeksiyonun etkin
sagaltimi, HIV infeksiyonun ilerleme hizinin geciktiriimesi bakimindan

énemlidir (13).

C.trachomatis'in etkin oldugu temel organ kadin genital kanali olmasina
kargin bu etken erkek ve cocuklarda da infeksiyon olusturur. Amerika Birlegik
Devletlerinde C.trachomatis'in cinsel bakimdan aktif yag grubundaki kadin
populasyonunda gértlme sikligi genellikle %10 dolayinda iken CIGH klinigine
bagvuran kadinlarda bu oran %40’in Uzerine ¢ikmaktadir. Asemptomatik
erkeklerde ise C.trachomatis orani %4-10 arasinda iken CIGH kiinigine
bagvuran erkek hastalarda bu oran %15-20'yve ¢ikmaktadir. Yeni doganda
géralen klamidya infeksiyonlari ise perinatal bulag sonucunda olusur.
C.trachomatis ile infekte annelerin yaklasik %65'inin bebeklerinin vaginal
kanaldan gegis sirasinda infekte olduklari bildirilmistir. C.trachomatis ile
infekte erkeklerin %50’si, kadinlarin ise %70-80'i bulgusuzdur. Bu sonuglar
buytk bir bilinmeyen tasiyici populasyonun varligini gésterir ki bu popuiasyon
cinsel partnerlerine infeksiyonu aktarirlar ve yineleyen infeksiyon siktir.
Tekrarlayan infeksiyonlar ektopik gebelik, infetilite gibi sekellerin olugsma
riskini arttirir (13,14).

Turkiye’de C.trachomatis infeksiyonlarinin epidemiyolojisi tam olarak
bilinmemekle birlikte 6zellikle Grogenital C.trachomatis infeksiyonlari

konusunda vyapilan bazi calismalar Ulkemizdeki genel duruma sk
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tutmaktadir. Ornedin izmirde yapilan cesitli calismalarda C.trachomatis
insidans! bulgusuz kadinlarda %23-27.3, yakinmal kadinlarda %32.4-42,
infertil kadinlarda %8.5-11.5, genelevde calisan kadinlarda ise %25.4 olarak
bildirilmigtir. Ayni bélgede etkeni C.trachomatis olarak bildirilen konjunktivit
olgularinin insidansi ise %26.5tr (15-19). lIstanbulda yapilan baz!
caligmalarda gebe kadinlarda %1.1, hayat kadinlarinda %22, hayat kadinlari
ile iligki kuran erkeklerde %14.7 oraninda C.trachomatis infeksiyonu
saptanmigtir (20,21).

Tarkiyede C.trachomatis infeksiyoniarinin epidemiyolojisi konusunda
énemli bir bogluk vardir, bu konuda yapilacak c¢aligmalar toplumumuzda

infeksiyonun olusturabilecedi riskleri azaltacaktir.

4.2.2 C.trachomatis infeksiyonlarinin demografik faktorierle iligkisi

Dunyada C.trachomatis infeksiyonlari ile bagintili en dnemli demografik
faktér, yag olarak bildirilmigtir. Ozellikle geng kadinlar (<20 yas) infeksiyon
bakimindan risk grubudurlar. Yas ile infeksiyon arasindaki bu iligkinin biyolojik
nedeni gen¢  kadinlarin servikslerindeki anatomik  farklardan
kaynaklanmaktadir. Skuamo-kolumnar birlesme béigesinin 20 yas alti grupta
dis servikal delige daha yakin (Ektopi) olmasi, C.trachomatis'in infeksiyondaki
hedefi olan kolumnar epitele daha kolay ve ¢ok sayida ulagsmasina neden
olmaktadir (14).

Daha ileri yag grubundaki kadinlarda infeksiyonla iligkili diger demografik
faktorler devreye girmektedir. Ozellikle evli olmayan kadinlar, nulliparite, siyah
iIrk ve dugtuk sosyoekonomik durum, Amerika Birlegik Devletleri'nde riski
arttiran demografik faktérier arasinda bildiriimistir. Cok sayida cinsel eg, yeni
bir cinsel es, bariyer kontraseptif araglarin kullaniimamasi ve gonokokkal

infeksiyon varligi C.frachomatis infeksiyonlart ile yakindan iligkili faktdrlerdir.
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Oral kontraseptif kullaniminin da C.trachomatis ile iligkili oldugu dustntimekle
birtikte, PID ile iligkisi yoktur, oral kontraseptif kullaniminin ektopiye yol actidi

inanci, bu durumun nedeni olarak éne strliimektedir (41).

Yukarida bildirilen demografik faktérler, dinya Uzerinde halen
C.trachomatis infeksiyonlarina maruz kalan kadinlarda, 6nde gelen risk
faktérleri olarak gérilmekle birlikte, farkli davranig gésteren toplumlarda ve
zaman iginde genel davranig modelindeki degisiklikler ile degigebilecegi

dustntlmektedir.

Tarkiyede toplum iginde riski arttiran faktérler ve infeksiyon ile iligkilerini
gésteren 6zel bir caligma hentz yoktur. Dinyada gecerli risk faktorieri,
Turkiye icin de kabul edilebilmekie birlikte, topluma 6zgli davranig modeli
farkhliklarindan kaynaklanan degisik risk gruplar ve bagka toplumlarda kabul
edilmis risk gruplarinda farkliliklaria kargilasilabilir.

4.3 Klinik

C. trachomatis yalnizca insanda patojendir ve en sik cinsel iligki ile gegen,
bakteriyel ajandir. Bu tlriin A, B, Ba, C serotipleri, siklikla énlenebilen kérlik
nedeni olan endemik trahomdan sorumiudurlar. L1, L2, L3, serotipleri
Lenfograntloma venerum (LGV) ile iligkilidir. C.trachomatis'in D-K arasindaki
serotipleri ise LGV disindaki diger cinsel gegigli infeksiyon tablolarinin
sorumlusudur. Erkeklerde; Uretrit, epididimit ve Reiter sendromu, kadinlarda;
Servisit, Uretrit, endometrit ve salpenijit olusturur. Salpenjit, tubal yapisiklik,
infertilite ve ektopik gebelije neden olabilir. Gebe kadinin serviksinde taginan
etkenin dogum kanalindan yenidogana bulasimi, yenidoganin inkitizyonlu
konjunktivitine velveya yenidogan pnémonisi ile sonuclanir. Bu etken
yenidoganin faringeal, vajinal ve enterik infeksiyonlarinda da akla gelmelidir
(1, 42).



Kadiniarda, klinik olarak C.frachomatis’in 6én tanisinin konmasi erkeklere
gére daha zor, olasi komplikasyonlari bakimindan da daha énemlidir. Vajinal
akinti, kanama, alt abdominal agri, distri, C.trachomatis infeksiyonlarinda
siklikla gérulen ancak ézgul olmayan bulgulardir. Birgok kadinda, sézl gegen
bulgular olugmadan C.frachomatis genital infeksiyonu haftalarca hatta aylarca
bulgusuz olarak strebilir. Gonokok infeksiyonlarinda oldugu gibi,
C.trachomatis infeksiyonlarinda da kadinlarda en sik serviks (infekte
kadinlarin %75'i), Uretra (infekte kadinlarin %50'si) ve rektum (infekte
kadinlarin %25'i) tutulur. Olgularin %30-%50 sinde gonokok ve C.trachomatis
infeksiyonu eg zamanli olarak gértltr, bu nedenle gonokok tanisi alan

kadinlarda C.trachomatis infeksiyonu ve sekel riski akla getirilmelidir (43).

C.trachomatis'e bagh servisitte tipik olarak, serviksten yesil-sari renkli
mukopdrtlan akinti, servikal ektopi, ektopi alaninda 6dem, kolayca veya
kendiliinden kanayabilen servikal mukoza géralar. Mukop(rilan
sekresyondan alinan slrdnta érneginden yapilan gram boyasinda ylksek
bayutmede (x 1000) her alanda 10°'dan fazla polimorfonukieer |6kosit (PNL)
gérilmesi C.trachomatis'i dustndGrmelidir (43,44).

C.trachomatis'in etken oldugu Uretral infeksiyonlar bulgusuzdur. Bazi
kadinlarda ivegen dGretrit tablosu Escherichia coliye ait Uriner sistem
infeksiyonlarina &yklnebilir. Bu olgularda disari, pyuri, bulunmasina karsin
rutin idrar klltUrlerinde Greme olmamasi dikkat ¢ekici olmalidir (45,46).

Serviksteki C.trahomatis infeksiyoniari asendan yolla endometriyum ve
fallop tlplerine yayilabilir. C.trachomatis ile infekte servisiti olan kadiniarin
lgte birinden fazlasinda histolojik olarak endometrit gésteriimesine kargin st
genital yollarla ilgili higbir klinik bulguya rastlanmamistir yine de bazi klinik
gozlem ve jinekolojik baki bulgulari ile endometrit taninabilir. Vajinal kanama

6ykist, mukopdlrilan servisitle birlikte alt abdominal adri, bimanuel pelvik
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bakida adnekslerde duyarliik olmaksizin uterusta duyarlilik bulunmasi

C.trachomatis endometriti igin kanit olabilir (47).

C.trachomatis'in etken oldugu pelvik inflamatuar hastalik (PID),
N.gonorrheae'nin etken oldugu PID'ta oldugu gibi yuksek ates, I6kositoz ve
diger Klinik bulgular gdstermediginden tanisi zordur, ancak klinisyenin pelvik
baki sirasinda mukopurilan servisitli hastada, servikal, uterin, adneksiyal,

duyarlilik bulmasi klamidiya infeksiyonunu dagundarmelidir (48).

Klamidyal infeksiyon bazen fallop tlplerinden karaciger kapsullne
yayilarak “Fitz-hugh Curtis sendromu” olarak adlandirilan perihepatit
olusturur. Geng, cinsel aktif kadinlarda, sag Ust kadranda agri, bulanti,
kusma, ates gérilmesi bu tanmy! dastndirmelidir. Son ¢alismalarda btin
perihepatitli olgularin C.trachomatis’le iligkili oldugu bildirilmigtir. PID’nin klinik
bulgulari olsun ya da olmasin Fitz-Hugh Curtis sendromu gérilebilir (49-50).

4.4. Laboratuvar Tant

C.trachomatis’in laboratuvar tanisinda geleneksel yaklagim urogenital
bdélgeden toplanan ve hazirlanan érneklerin 6zel hucre kulturlerine inokule
edilerek Uretilmesidir. 1980 li yillarin sonundan bu yana cesitli antijen ve
nikleik asit saptama yoéntemleri gelistirilerek C.frachomatis tanisinda, daha
ucuz, hizli, duyarli, 6zgul yoéntemlerle taniya gidilmesi saglanmaya
caligilmigtir.  C.trachomatis’in laboratuvar tanisina gunimutz yaklagimi
karmagik ve tartismalidir. Yapilan taramalarda, farkli teknolojilerdeki
yéntemlerin kullaniimasiyla tani ve dogrulamaya gidilmesi en gecerli hatta
zoruniu yaklagimi olusturmaktadir. Ozellikle diugik prevalansh topluluklarda
yapilan incelemelerde, uygulanan teknigin pozitif prediktif degeri ve alinan
6rnegin kalitesi, sonucu etkileyen en 6nemli faktorlerdir. Bu nedenle

C.trachomatis tanisina giden yolda en 6nemli basamaklar; Gegerli bir altin
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standart saptanmasi ve elde edilen sonuglarin bu teknikle dogrulanmasi ile
kullanilan tekniklere uygun, dogru d&mnekierin alinmasidir. Yapilan
calismalarda, érneklerin dogru, yeterli toplanmasinin ve uygun ortamlarda
taginmasinin, tani testlerinin duyarlihgini ve 6zgulitgunt dogrudan etkiledigini
bildirmigtir (51,52).

4.4.1. izolasyon

C. trachomatis’in tanisinda altin standart etkenin Uretilmesidir. Zorunlu
hicre i¢i paraziti olan bu bakterinin Gretilmesinde, viruslarda kullanilana
benzer bir hiicre kaltar yéntemi kullanilir.

Ornek Toplanmasi ve Taginmasi :

C.trachomatis'in izolasyonunda bagari saglanmasi icin ilk ve en énemli
agama, uygun 6&rneklerin, dogru bigcimde alinmasidir. Kadinlarda en sik
kullanilan ara¢ ve 6rnek, silgec ya da hicre firgalan (cytobrush) ile alinan
endoservikal vefveya Uretral surtnta érnekleridir. Ornek alimi sirasinda
kullanilan silgecler énemlidir, bunun nedeni silgeclerin hiicre kulttrlerine olan
toksik etkileri ve hicre kultirinde Uremesi olasi kiamidyalar inhibe
etmeleridir. C.trachomatis htcre kalttrl igin kullanilabilecek uygun silgecler;
dakron, rayon, pamuk ve kalsiyum alginat baglikli olanlardir. Bunlarin, hicre
kllturlerine toksik etkileri olmadigi saptanmigtir. Silgeglerin seciminde 6zen
gésterilmesi gereken diger bir &zellik ise saplarinin ada¢ veya agac
ardnlerinden yapiimamis olmasidir. ideal bir hiicre kaltira érnegi, plastik veya
aluminyum sapli ve dakron, rayon, pamuk yada kalsiyum alginat uclu bir
silgecle alinmahidir (53,54).

Endoservikal bélgeden érek alinmadan énce servikal girigin dig kisminda

bulunan akinti ve sekresyonlar steril bir silgec veya gazlibezle temizlenir ve
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atilir. Bunun nedeni iclerindeki maddelerin hiicre kaltari Gzerine olasi toksik
etkilerinin ve bakteriyel kontaminasyonun engellenmesidir. Sonra bir bagka
silge¢ servikal girigten 1-2 cm iceriye sokularak skuamokolumnar birlesme
bélgesi gegilir ve C.trachomatis infeksiyonuna duyarli olan kolumnar epitel
bélgesine gelinerek 10-30 saniye slre ile déndurilerek érnek alinir. Vajinal
mukozaya degmemeye &zen gosterilerek silge¢ geri cekilir. Endoservikal
érmek alinmasinda kullanilan diger ara¢ ise hucre firgasidir (cytobrush).
Bunlar, silgeclere gére daha fazla hicre toplayabilmekte, dolayisi ile hlcre
kaltarandn duyarlih@ini arttirmaktadir. Hacre firgalarinin, silgeglere gére direk
floresan antikor (DFA), ve hlcre kultarG tekniklerinde duyarlih@: arttirdig
bulunmustur. Ancak bunlar, érnek alimi sirasinda kanamayi kolaylagtirdigi
icin kanin inhibitér etki yaptigi bazi non-kulturel testlerde ve gebe kadinlarda
kullanisl degildir (13,54-56).

Kadinlarda, servikal sUrUntllerle birlikte, Gretral sUrinti dreklerininde
ayni anda alinarak, birlikte islemlenmesinin kaltar duyarlihini %23 arttirdidi
bildirilmistir (45). Uretral strint alinmadan énceki en az bir saatlik stre
icinde hasta idrar yapmamalidir. Uretral érneklerin aliminda, yapilan én
temizlikten sonra silge¢ Uretra agzindan 1cm igeri sokularak déndarilar ve
servikal 6rnekle birlikte veya ayr1 ayri, tagima besiyerine konur (13,53-56).

Erkeklerde C.trachomatis hicre Kultlra igin tercih edilen érnek, silgeg ile
distal Gretradan alinir. Kuru bir silge¢ son bir saat i¢inde idrar yapmamis
hastanin Uretrasindan igeri g, dért santimetre sokularak dénduraltr, ¢ikarilir

ve hemen tasima ortamina alinir.

Konjunktival rnek alimi igin endoservikal érneklerde oldugu gibi partlan
eksida dnceden temizlenmelidir. Epiteliyal hlicreler kuru bir silgegle palpebral

konjunktivadan toplaniriar.
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Lenfograniloma venerum daslntlen olgularda, bubolardan yapilan
aspiratlar, alt gastrointestinal sistemden anoskopi yardimi ile alinan rektal
sUruntl veya biyopsiler en iyi drneklerdir. Gastrointestinal kanaldan alinan

6rnek icin en uygun bélgeler hipertrofik veya tlsere lezyonlardir.

Toplanan klinik materyaller derhal tasima ortamina alinmali ve
laboratuvara ulastiriincaya kadar +2 - +8 c°de saklanmalidir. Klinikte alinan
materyaller en ge¢ 48 saat icinde kultire alinmalidir. Eger bu mamkin degilse
tasima ortami icindeki érnekler -70c°de dondurularak saklanir, ancak bu
oérneklerdeki elementer cisimlerde %20 oraninda caniilik kaybi olabilecegi

bildiriimistir.

Klamidyalar igin ¢esitli tagima ortamlari geligtirilmigtir. En ¢ok kullanilani
2-SUkroz fosfat (2-SP) veya sukroz glutamat fosfattir (13). Donduruimak tizere
saklanan tagima ortamlarina %2-5 oraninda fetal bovin serum (FBS)
eklenmesinin klamidyalarin canliiginin korunmasina yardimci olabilecegi
bildirilmigtir. Tasima ortamlarina bakteriyel ve fungal kontaminantlarin
Uremesini engellemek icin gerekli antimikrobiyal ve antifungal ajanlar
eklenmelidir. Bu ajanlarin klamidyalarin Gremesini engellememesi 6nemlidir.
Bu nedenle tetrasiklin, penisilin, makrolidier gibi genig spektrumliu
antibakteriyeller kullaniimamalidir. Viruslarin izolasyonunda kullanilan tagima
ortamlari da klamidyalar icin uygun degildir, ¢inkli bunlarda genellikle
antibakteriyel olarak penisilin kullantlir. Klamidyal tagima ortamlarina
bakteriyel kontaminasyonu engellemek Uzere Gentamisin (10ug/ml) ve
Vankomisin (100ug/mi), fungal kontaminasyonu engellemek icin ise
Amfoterisin B (2,5 - 4,0 ug/ml) veya Nistatin (25 - 50u/ml) kullanilir. Son
zamanlarda kiltir ve bazi nonkuiturel klamidyal testlerde kuilaniimak Gzere
hazir sentetik tagima ortamlar gelistirilmistir [ M4 transport Media ( Micro Test
Inc.), Flex Trans Media ( Bartels Diagnostics )] (13,56-58).
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Kaltar yéntemi :

Hicre kalturt, Chlamydia trachomatis'in  Urogenital &érneklerde
aranmasinda, yakin zamana kadar tek altin standart olarak benimsenmistir.
Bunun nedeni ézgaliuguntn % 100 olmasidir. KUltlr sadece canli infeksiyz
klamidyal elementer cisimleri gésterir ve kontaminasyon riski minimaldir.
Kaltardn altin standart olarak kullanimindaki sorunlar ise DNA ampilifikasyon
teknikleri ile karsilastinldiinda duyarhhidinin gérece az olmasi, klinik
drneklerin taginmasinda kesinlikle soguk zincire uyulmasina gereksinmesi, 3-
7 gun gibi uzun bir sGrede sonug¢ vermesi sayilabilir. Kultirin en énemli
avantajl ise organizmay! canli koruyarak serotiplendirme, genotiplendirme,
antibiyotik duyarlihk testleri gibi caligmalarin yapilabiliriigini saglamasidir
(59,60). Servikal, Uretral, nazofaringeal, rektal ve puberte éncesi gagdaki
kizlarda vajinal &rneklerde C.trachomatis hicre kultirli  uygulanmasi
6nerilmektedir.

C.trachomatis kulttrt, alinan klinik érnekler hiicre serilerine inoktle edilerek
uygulanmaktadir. Yeterli sayida canli C.trachomatis elementer cisimleri
htcreleri infekte ederek intrasitoplazmik inklizyon cisimleri meydana getirir.
C.trachomatis hucre kultlrleri icin gerekli hiicre serileri, genellikle “Shell vial”
icinde, tabaninda oturmus uygun lameller bulunan siseciklerde, ya da cok
cukurlu mikrokitar plaklarinda Uretilir. Bu kultGrlerde en sik Mc Coy veya
Hela 229 hicre serileri yeglenir. Son yapilan galismalarda Buffalo Green
Monkey bébrek (BGMK) hicrelerinin de kullanilabilecegi bildirilmistir. Klinik
érneklerden, shell vial teknigi kullanilarak yapilan kaltarlerin, mikroplak
ybntemine gére daha duyarli oldugu bildiriimigtir. Bunun nedeni shell vial
tekniginde mikroplak teknijine gére daha fazla klinik &rnek inokile
edilebilmesidir. Ayrica shell vial tekniginde, inokllasyon yapilacak olan hticre
serisine klinik érnegin eklenmesinden sonraki santrifljj iglemi cok daha yiksek

devirlerde yapilabilmektedir ve hlcre serilerine daha fazla elementer cisim
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gecmektedir. Mikroplak yénteminde gukurdan gukura gegisteki kontaminasyon
riski de yuksektir. Mikroplak ydnteminin en &nemli avantaji birim test

maliyetinin shell viale gére daha digtk olmasi ve uygulama kolayhgidir.

Inokulasyondan 48-72 saat sonra olugan inklizyonlar, floresan boya ile
igaretli klamidyal LPS'ye ya da C.trachomatis'e 6zgul MOMP’a tutunan
antikorlarla boyanarak gértunttlenirler. LPS antikorlan, butin Klamidyal tlrlere
ait LPS'lere tutunurken, MOMP’a ait antikorlar tire 6zgaldar. inklizyonlarin
géruntulenmesi, morfolojik bakimdan c¢ok tipik olmalan nedeni ile kuittr

testlerinin %100 6zgll olmasini saglamaktadir.

Gram, Giemsa, lyodin gibi boyalar da hicre kiltirlerindeki inklizyonlarin
géruntilenmesinde kullanilabilir ancak bu boyalarin kullaniminin floresan
antikorla boyama teknigine gére testin duyarlih@ini dustrdaga bildiriimistir.
Klamidyalar her ne kadar gram olumsuz bakteriler olarak tanimlaniyorsa da
bu boya klamidyalarin degigken boyanmalarn nedeniyle pratik degildir.
Giemsa ile boyamada klamidyalar diger mikroorganizmalardan renk, morfoloji,
inklizyonun hicre igindeki lokalizasyonu gibi 6zelliklerle ayirt edilebilir. Ancak
bu ayrimin yapilabilmesinde uzmanlasmis bir géze gerek vardir. Ayrica
inkltizyonlar, boyamadan kaynaklanan kalintilaria kolaylikla karigabilir. lyodin
ise glikojene segici bir boyadir. Sadece C.trachomatis bu boya ile boyanabilir,
ancak, servikal kolumnar épitel hacrelerinin de ylksek dlzeyde glikojen
icermesi nedeniyle, &zellikle endoservikal 6meklerin boyanmasinda iyot

kullaniimasi hatalara yol acabilir (61- 66).

29



4.4.2. infekte dokulardan alinan érnegin sitolojik incelemesi

C.trachomatis ile infekte doku &rnedi, doku kazintisi veya sUrlntlst
olarak alinarak infeksiyonun karekteristik bulgusu olan intrasitoplazmik
inklizyonlar aranir. Bunun igin infeksiyonun yerine gére endoservikal,

konjunktival ya da bagka epiteliyal hiicreler incelenir.

Alinan 6rnek Giemsa, floreasan ile isaretli antikor ya da iyodin boyasi
(glikojen igeren inklGzyonlar icin) ile boyanir. Bu yéntemlerin duyarlii§i ve
6zgulluglu laboratuvarlara gére degisir, ancak tecriibeli ellerde giemsa ve
floresan antikor tekniginin duyarliik ve 6zgulliginin ayni oldugu
bildiriimektedir. Giemsa boyasi inflamatuar yanitin da gésterilebilmesi icin
6nem tagir. Bu o&zellik C.frachomatis ile olugan okiler infeksiyonlarda
6nemlidir ancak serviks veya Uretradan alinan érneklerde bdyle bir avantaj

s6z konusu degildir (67).

4.4.3. Antijen aranmasi

C.trachomatis antijenlerinin, kultr digi yodntemlerle go6steriimesini
saglayan ticari kitler bulunmaktadir. Antijen arama tekniklerinde kullanilan
antikorlar, MOMP veya LPS antijenierini tanimaktadiriar. Bunlardan biri, DFA
teknigidir. Bu teknigin temeli hastalardan alinan klinik érneklerden hazirlanan
preparatlarin  florosein izotiyosiyanat ile igaretlenmis C.trachomatis
monoklonal antikorlari ile kargilagtirilarak &érnekte bulunan antijenierin
saptanmasidir (68). Kullanilan diger bir antijen arama teknigi ise EIA’dir (69).
EIA, DFA gibi tecribeli bir géze ve immun floresan mikroskobu gibi ek
donanima gerek gdéstermez. Antijen antikor reaksiyonlari spektrofotometrede

okutularak saptandigindan DFA’a gére daha nesneldir.
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Ayrica son yillarda, hizli testler ya da hasta bagi testleri adi verilen, ¢iplak
gozle degderlendirilebilinen, EIA tekniginde caligan ticari kitler ortaya gikmisgtir.
Hizli testler genellikle doktorlarin ofislerinde ya da az kiinik érnek gelen kiuguk
laboratuvarlarda kullaniimak Uzere hazirlanmiglardir. Geligmig donanima
gereksinmez, yaklagik 30 dakika iginde sonuc verir, tektek g¢ahisilabilir ve
sonuglar genellikle ¢iplak gézle okunur. Hizl testlerde de laboratuvarlarda
kullanilan klasik EIA lar gibi cinse 6zgll anti-LPS antikorlari kullaniliriar
(Genellikle fare 1gG). Anti-LPS antikorlarinin kullaniimasinin nedeni bu
antikorlarin MOMP a gére daha kolay elde edilmesi ve daha ¢6zunUr
olmasidir fakat bu antikorlarin, tire degil cinse &zgul olmalari, diger
mikroorganizmalarin (Gram negatif enterik basiller, Neisseria'lar vb.) LPS
antijenleri ile capraz reaksiyon vermesi gibi dnemli zayifliklari vardir. Capraz
reaksiyonlar nedeniyle olusabilen yanlis olumiuluklar hizhi testlerin digtk
riskli hasta gruplarinda, bulgusuz hastalarda tarama amach kullanilabilirligini
kisitlamaktadir (14,70).

Optik immunoassay adi verilen bir hizli teknik ile ince bir film ylzeyinde
olugan antijen antikor etkilegimi antikoru taniyan konjugat aracilid: ile gézie

gdrulebilir hale getirilmektedir (70).

4.4.4. Seroloji

Kompleman birlegme deneyi klamidiyal antikorlarin gésterildigi ilk serolojik
yontemdir. Kompleman birlegmesinde kullanilan antijen, embriyoniu
yumurtanin sari kesesinde Gretilen C.trachomatis’ in kaynatiimasi ve fenolle
karsilastiriimasi ile elde edilir. Bu test psittakoz ve LGV igin siklikla
kullaniimakia birlikte okUler ve genital infeksiyonlar i¢in duyarsizdir. Daha
sonra indirek mikroimmunofloresan (MIF) yéntemi geligtirilmistir (10). MIF
kompleman fiksasyon deneyine gére daha duyarli ve ézgul bir yéntemdir. Bu
yontemle IgA, IgM, IgG antikorlart &lgllebilmektedir. Ancak gegirilmis
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infeksiyonlara bagli serokonversiyon bu yéntemin tamida kullanilabilirligini
sinirlamaktadir. Bu antikorlar kitlr olumsuz hastalarda da bulunabilmektedir.
Serolojik testler, epidemiyolojik degerlendirmelerde, ézellikie populasyondaki
klamidya ile kargilagma oraninin saptanmasini amaclayan genel taramalarda
kullanighdir (67).

Deri testi agiri duyarlih@ (Frei testi), duyarhhd ve &zgullugu yuksek
tanisal testlerin olmadidi, uzun bir zaman slrecinde C.frachomatis’in
olusturdugu LGV tanisinda kullaniimisgtir. Ancak Frei testi diger klamidyalarla
olusan infeksiyonlarda da olumlu sonu¢ verdiginden glnimizde

kullamimamaktadir (67).

4.4.5. Molekiiler yéntemler

Polimeraz zincir tepkimesi (PCR), ligaz zincir tepkimesi (LCR), DNA
problari gibi yontemler C.trachomatis tanisinda gundeme gelmiglerdir.
Ozellikle PCR, duyarliidinin yuksekligi ile klamidya tanisinda yeni bir aitin
standart olmaya adaydir.

4.5. Sagaltim

Tetrasiklinler, C.trachomatis infeksiyonlarinda genellikle ilk tercih edilen
etkin antibiyotiklerdir. Tetrasiklinin kontrendike oldugu hamile kadinlar,
infantlar, kagUk ¢ocuklar vb. durumlarda eritromisin 6neriimektedir.
C.trachomatis infeksiyonlarinda son yillarda azitromisinin de etkili oldugu
bildiriimigtir (71). Erigkin ve adolesanlarda komplike olmamig genital
C.trachomatis infeksiyonlarinin tedavisinde 7 giin streyle oral yol ile giinde iki
kez 100 mg doksisiklin veya 1g azitromisin énerilmektedir (72-74).
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5. GEREG VE YONTEM

5.1. Olgu se¢imi ve 6rnek alinmasi
a. Olgu segimi:

Ornekler, Ocak 1998- Nisan 1998 tarihleri arasinda Dokuz Eylal
Universitesi Tip Fakiltesi Kadin Hastaliklari poliklinigine cesitli yakinmalarla
bagvuran ve spekulum bakisinda, servisitle ilgili yakinmasi olsun ya da
olmasin ivegen ya da silregen servisit tanisi alan hastalardan alind..

Toplam 86 hastadan 6mek alindi. Toplam 11 hasta 6megi; 6’st hicre
kGitari ve EIA igin deneyi etkileyebilecek kadar hemorajik olmasi, 5'i ise DFA
lamlarinda deg@erlendirme yapilabilecek yeterli sayida hicre bulunmamasi
nedeniyle calismadan c¢ikarildi. Calismaya alinan 75 hastanin yaglar 21 - 51
arasinda (ortalama 35) idi. Her hasta icin, érnegin alindigi tarih, hastanin
yagi, meslegi, adresi, sikayeti, klinik bulgulari, kullandidi antibiyotikler gibi
bilgileri igeren hasta formlar: dolduruidu (Ek 1).

b. Ornek alimi:

Her hastadan DFA, EIA ve hicre klltart icin olmak Uzere Gg ayri
endoservikal stGruntd 6rnegi alindi. DFA ve EIA deneyleri icin aluminyum
sapli, steril, dakron uclu silgecler (CHLAMYSETe Orion) kullanilirken, htcre
KGithra icin plastik sapli steril hucre firgalar (CLAMYSETe ORIBRUSH™)
kullanildi. Ornekler her hasta igin DFA, EIA, hiicre kuitar( sirasi ile topland.
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Ornek alimi, spekulum ile yapilan fizik bakiyi izleyerek, steril bir kuru pet
ile dig servikal girigteki mukus ve akinti temizlendikten sonra yapildi. Silgegler
ve cytobrush, kolumnar epitel seviyesine dek ilerletilerek birkag kez rotasyon
hareketi yapildi. Bu sekilde alinan érneklerden birincisi DFA incelemesi icin
6zel lamlara (CHLAMYSET®Antigen microscopic slides) surilerek havada
kurumaya birakildi. EIA i¢in alinan ikinci sGrtntl érnedi, hemen hasta baginda
bir optik immunoassay (OlA) olan CHLAMYFAST® OIA® ile igleme alindi.
Hlcre kaltarh igin alinan Gg¢ncl érnek ise derhal 2-SP klamidiyal tagima
ortamina alindi. HGcre kaltGrd icin alinan 6rneklerden iki saat icinde
islemlenemeyenler +4C°’ye kaldirildi. BGtan hticre kultGrt érnekleri en geg 8

- saat icinde islemienerek uygun besiyerine ekimi yapild.

5.2, DFA ile antijen aranmasi

DFA teknigi igin, florosein-izotiyosiyanat (FITC) ile igaretlenmis
C.trachomatis'in MOMP antijenine 6zgtil monoklonal antikorlari iceren ticari kit
CHLAMYSET® ANTIGEN FA (Orion Diagnostica) kullanildi. iglemler tretici
firmanin 6nerilerine uygun olarak yapildi. Tum caligma serilerinde ayni
firmaya ait olumlu ve olumsuz kontrol lamlari kullanilarak test kalite gtivencesi

sagland.

5.2.1. Kit igerigi :
e FITC ile igaretli liyofilize monoklonal antikor
o Liyofilize antikor ¢ézlict solvent ( fosfat tamponu )

o Kaplama cozeltisi

5.2.2. Arag ve Geregler:
¢ Otomatik pipetler ve Steril pipet uglari
e Lamelier

e Cam gale
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Dakron silgegler (CHLAMYSET® Orion)

Ozel lamlar (CHLAMYSET® ANTIGEN microscobic slides- Orion)
Petri kaplari

Floresan mikroskobu (NIKON)

5.2.3. Yontem :

o Ozel lamlara, sirilerek aktarilan endoservikal epitel hiicreleri havada
kurutulduktan sonra metanolle fikse edildi. Hemen isleme alinmayacak olan

émekler énerilen yénteme uygun olarak -20C°de sakiand..

e +4 C°de saklanan kit oda 1sisina getirildikten sonra liyofilize monoklonal

antikor, solvent icinde ¢ézindarilerek kullanima hazir duruma getirildi.

e Hazirlanan monoklonal antikordan 30ul alinarak fikse edilmis érnek

tzerine eklendi.

e Lamlar nemii ortam saglamak Gzere icinde islatiimig kagit haviu
bulunan petri kaplarinda, oda 1sisinda 15 dakika inkibe edildi.

e inkilbasyon sonunda lamlar icinde distile su bulunan salede yikanarak
baglanmayan antikorlar lamlardan uzaklastirildi ve lamlar kurumaya birakildi.

e Preparatlarin Uzerine 20ul kaplama c¢dzeltisi eklenerek lamel ile

kapatildi.

e Hazirlanan preparatlar eksitasyon dalga boyu <490 nm, emisyon dalga

boyu ortalama 520 mm olan filtreler ile floresan mikroskobunda x400
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blyltmede tarandiktan sonra pozitif bulunan lamlar x1000 buyttmede
immersiyon yagdt ile incelenerek dogrulandi.

e 10 veya daha fazla sayida elma yesili floresan veren dizglin kenarli
yuvarlak veya oval elenmenter cisim gérllen preparatlar olumlu olarak
degerlendirildi.

8.3. ElA ile antijen aranmasi :

ElA icin, klamidiyal LPS antijenlerini taniyan, konjugatla isaretlenen ve bir
substratla gérundrlestirilen, anti-LPS antikorlarinin kullanildigi ticari bir OIA®
kiti CHLAMYFAST® OIA® (International Microbio) ile ¢alisiidi.

5.3.1. Kit igerigi :

o Merkezine LPS antijeni ya da érnek eklenebilen ince silikon tabaka
iceren plastik kutular.

e Reagent1A (Klamidiyal antijen ekstraksiyon reaktifi).

« Reagent1B ( Klamidiyal antijen ekstraksiyon reaktifi).

e Reagent 2 ( Nétralizasyon reaktifi).

e Reagent 3 ( Konjugat).

¢ Reagent 4 (Yikama solusyonu).

e Reagent 5 (Substrat-tetrametil benzidin).

o Pozitif kontrol (inaktive klamidiyal LPS).

o Ekstraksiyon tlpleri ve damialik kapaklart.

e Tagima pipetleri.
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5.3.2. Arag ve Geregler :

e Saat.

e Kontamine atik kabi.

Dakron silgegler (CHLAMYSET®Orion).
Tup tasiyic.

5.3.3 Yontem :

o Ornekler isleme alinmadan 2 saat énce tim reaktifler Gretici firmanin
énerdigi gibi oda 1sisina getirildi ve kullaniimadan &énce c¢alkalanarak
homojenlestirildi.

o Alinan sarantl érmekleri hasta baginda hemen igleme alind..

Alinan klinik érneklerden antijen ekstraksiyonu:

e ReagentiA'dan iki serbest damla ekstraksiyon tapline aktarildi ve
hasta 6rneginin bulundugdu silgeg tlpian igine konarak karistirildi. iki-U¢ dakika
beklendi.

o Silge¢ kenara alinarak ekstraksiyon tupiine 6 damla Reagent 1B
ekiendi ve sivi silgec yardimi ile yine karigtiriidi. Iki-i¢ dakika beklendi.

o Ekstraksiyon tUplne 6 damla Reagent 2 (Nétralizasyon reaktifi) eklendi
ve kanstinldi. Silge¢ tapin iginde iken esnek olan tap sikilarak silgecin
icindeki sivinin tupe akmasi sa@landi ve silge¢ atildi. Olusan sar - turuncu
renkli sivi ekstrasiyonun tamamlandigini gésteriyordu.

Antijen aranmasi:
e Test kitinde bulunan plastik reaksiyon kutusu agiidi ve yatay bir ylizeye
konuldu.
¢ Antijenle kaplama; Ekstrakte edilmig érnek temiz bir tagima pipeti ile
karigtinidiktan sonra bir damla alinarak altin sarisi réfle veren antikor kapli
silikon tabakanin ortasina birakildi, 5-8 dakika bekiendi.



e Konjugatla igaretieme; Bir damla Reagent 3 (Konjugat) silikon ylzeyin
merkezinde bulunan ekstrakte edilmig klinin dmek damlasinin Gzerine
birakildi, 5-6 dakika beklendi.

¢ 1.Yikama; Silikon tabakanin ylizeyindeki Konjugatla karigik ekstrakte
edilmig o6rnek, Reagent4 (yikama solusyonu) ile yikanarak ylzeyden
uzaklastinldi. lg yizinde bir kurutucu bulunan plastik kapak kapatilarak 10
saniye kapal tutuldu ve silikon tabaka ylizeydeki nem giderildi.

o Kapak agcilarak igaretieyici (Blofter) 1-no'lu pozisyondan 2-no’'lu
pozisyona getirildi.

e Goérunurlestirme; Bir damla Reagent 5 (Substrat) kurutulan silikon
ylzeyin merkezine birakildi, 10-12 dakika beklendi.

e 2. Yikama; Silikon tabakanin yltzeyindeki substrat Reagent 4 ile
yikanarak uzaklagtirildi. Plastik kapak 10 saniye kapali tutularak ylzey
kurutuldu.

e Sonuglarin okunmasi ve degeriendiriimesi; Gegerli test icin silikon
ylzeyin merkezinde mavi-mor kigUk bir leke arandi. Bu kontrol lekesinin
etrafinda daha genis bir leke goraldudinde bu sonug¢ olumiu . olarak
degerlendirildi.

.

OLUMSUZ OLUMLU GUCLU OLUMLU  GEGERSIZ

$EKIL3- OIA Deneyinde Olasi Sonuglar ve Degeriendiriimeleri



5.4. Hicre kiiltiirii ile C.trachomatis aranmasi ve dogrulanmasi

Calismamizdaki hlcre klltarl uygulamalarinda, bir slrekli hicre serisi
olan McCoy hucreleri kullanildi. Hucreler flasklarda ardigik pasajlaria
aretilerek, shell vial olarak adlandirilan, iginde tabana oturan yuvarlak
lamellerin bulundugu sigeciklere aktarildi. Klinik érneklerin inokilasyonu shell
viallerin icinde gergeklestirildi.

5.4.1. Arag, gere¢ ve ortamlar :

e Klamidiyal tagima ortami (CTM): 2-SP (0.2M stkroz, 0.02M fosfat);
K2HPO4  2.01g
KH2POs4  1.01g
Sikroz 68.46g
Son hacmi 1000ml olacak bigimde deiyonize su da ¢ézuldtkten sonra 0.2
um por capl filtreden gegirilerek sterilize edildi. Eriyije aseptik kurallara
uyularak; Gentamisin (50ug/mi), Vankomisin (100ug/ml), Amfoterisin B
(25ug/ml) eklendi. Elde edilen ortam, siki kapakli, steril plastik tiplere 2'ser ml

olarak aktarildi. Gerektiginde ¢ikariimak izere -20 C°’de sakiandi.

¢ Hucre Uretme Ortami (Growth medium-GM):

Minimum Essential Medium Eagle (EMEM) (Sigma® / MQ769) 1L

Is1 ile inaktive edilmis FBS (Sigma®/F3018) 100mi
L-Glutamin (Sigma®/G5763) ' 10mi
Oranlarinda karistirilarak elde edildi. Ortam +4 C°de 5Q0'ser mi olarak

steril vidali kapakl polistiren tliplerde saklandi.

o Klamidiyal izolasyon Ortami:
EMEM (Sigma® / M0769) 500ml
Ist ile inaktive edilmig FBS (Sigma®/F3018) 50ml
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L-Glutamin (Sigma®/G5763) 5mi

Siklohekzimid (Sigma®/C0934) 2.5mg
Gentamisin (Sigma®/G1272) 2.5mi
Glukoz 30uM

Olacak bigcimde aseptik kogullara uyularak hazirlandi, 50’ser ml'lik steril

vidail kapakl tiplerde esit miktarlarda +4C°’de saklandi.

¢ Shell vialler

e Tripsin 10x

o 25 santimetrekarelik Hucre kuiturh flasklari (polistiren)
o Steril Pipetler

e Laminar akimli kabinet

e CO2li 37Clik etuv

e Santriflj

o Inverted 151k ve floresan mikroskobu

e -70C° Derin dondurucu

5.4.2. Hiicre Kiiltiiri Uygulamasi :

McCoy Hiicrelerinin seri pasajlanmasi, saklanmasi ve shell viallere

aktanimasi;

Sik bir bigimde tabaninda bir tabaka olusturan (Konfluent) McCoy
hiicrelerini igeren bir flask alindi. inverted 11k mikroskobunda hicrelerin
saglikli olup olmadigi kontrol edildi. Flaskin igindeki ortam bosaltildi ve
tabandaki hlcreler 5 ml PBS ile yikandi ve PBS aspire edilerek bosaltildi.
Flaska 1 ml %0.025'lik tripsin konuldu ve flask 10 saniye hafif¢ce sallanarak
hicrelere tripsinin etki etmesi saglandi. Bu tripsin bosaltiidi ve béylece tabana



iyi tutunamamig sagliksiz htcreler ortamdan uzaklastirldi. Flaska yeniden 1mi
%0.025'lik tripsin kondu ve 37C°de 3 dakika inkibe edildi. Bu surenin
sonunda flask etlvden cikarildi ve yandan hafifce wvurularak tabandaki
hicrelerin ayriimasi saglandi. Ortama 2 ml Gretme ortami konularak tripsinin
hacreleri yikici etkisi nétralize edildi. Flaskin igindeki hiicreler pipet yardimi ile
birkag kez ¢ekilip birakilarak topak halde olan hicrelerin ayrilmalar: saglandt.
Elde edilen hicrelerin bulundugu ortamdan 300 ul alinarak (Yaklasik olarak
500.000 hicreye karsilik gelir) icinde 6 ml Uretme ortami bulunan 25
santimetrekarelik flaska alindi. Flaskin kapadi hafifce gevsetilerek %5 CO2'li
37 Ceetlive kaldirildi. iginde ayrilmig hiicrelerin bulundugu kalan ortam, iginde
2 ml Uretme ortami bulunan steril shell viallere 20 ger ul olarak aktarildi. Shell
vialler de %5 CO2 li 37C° etuve kaldinldi. 48 Saat sonra flasktaki ve shell

vialdeki siki bir tabaka olusturan hicreler kullanildi.

Toplanan hasta érneklerinin inokiilasyona hazirlanmasi

Poliklinikte hiicre fircasi ile alinan servikal strtintt érmekleri bekletmeden
CTM icine alinarak en kisa zamanda laboratuvara ulastirildi. isleme alinmasi
4 saati gecen érnekler +4 C°de saklandilar ve tim érnekler alindiktan en ge¢
8 saat sonra islemlendiler. Toplanan &rnekler laboratuvarda 2500 devirde
vorteks ile kanistinlarak igindeki hticrelerin pargalanmasi saglandi péylelikle
ortamda olasi serbest elementer cisimlerin artmasi saglandi.

inokulasyon ve Inkiibasyon

Etave kaldirnimig sheli viallerden inverted i1sik mikroskobunda hucrelerin
inokUlasyona uygun olup olmadigi kontrol ediidikten sonra, ekilecek érnek
~ bagina 2 adet alinip, iglerindeki Uretme ortami aspire edilerek uzaklagtirildi.
Vorteksle karigtirilmig CTM igindeki 6rnekten vial bagina 0.2 ml alinarak shell
viallere aktarildi. Kalan CTM +4 C°de saklandi. Shell vialler oda isisinda 3000

rpm’de 60 dakika santrifllj edilerek varlidi olasi elementer cisimlerin hicrelerin
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ylizeyine gémiimeleri saglandi. Shell viallerin igindeki ortam aspire edilerek
uzaklagtirildiktan sonra hucrelerin Gzerine, 0.5ug/ml siklohekzimid iceren
izolasyon ortami eklendi. izolasyon ortami ekienen shell vialler %5 COZ2i
37Ce etlve kaldirildi ve 48 saat inklibe edildi.

Degerlendirme

inkibasyon sonunda shell vialler énce inverted isik mikroskobunda
incelenerek kontaminasyon ve toksisite bakimindan saglikhi olup olmadiklari
incelendi. Gerekli durumlarda +4C° de saklanan yedeklerinden yeniden

inokulasyon yapildi.

incelenecek olan vialdeki izolasyon ortami bosaltildi. Hicreler 1ml PBS ile
yikandiktan sonra metanol eklenerek 10 dakika streyle fikse edildi, sonra
metanol aspire edilerek ortamdan uzaklagtirildi ve htcreler 1 ml PBS ile

yikandi.

Bu bicimde floresan boyamaya hazir duruma gelen hicrelerin Uzerine
30ul FITC ile igaretlenmig C.trachomatis’in MOMP antijenine 6zgli monoklonal
antikor eklendi. Oda isisinda 15 dakika inktbe edildi. Sonra reaktif ortamdan
aspire edilerek uzaklagtinldi. Hiacreler birkac kez PBS ile yikandi. Shell
viallerin dibindeki lameller bir forseps yardimi ile gikarilarak énceden Gzerine

kaplama eriyigi damlatiimig lamiarin Gzerine kapatildi.

Hazirlanan preparatlar eksitasyon dalga boyu <490nm, emisyon dalga
boyu ortalama 520nm olan filtreler ile floresan mikroskobunda x400
bluyutmede tarandiktan sonra pozitif bulunan lamlar x1000 bilyGtmede
immersiyon yadi ile incelenerek dogrulandi. Olumlu bulunan érneklerin ikinci
Shell viallerinde inkiibe olan hicreler, daha ¢nce belirtilen prosedirlere

uygun olarak kaldiriip vorteksle pargalanarak yeni bir shell viale ikincil
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pasajlari yapildi ve Uremeleri kontrol edilerek olumlu sonuglar dogrulandi.
Batun caligmalarda olumsuz kontrol olarak, i¢ine hasta érnegi alinmamis bir
CTM yénteme uygun olarak ekildi ve boyandi.

5.5. Deney sonuglannin analizi

Hucre kiltarindeki sonuglar altin standart olarak kabul edilerek, DFA ve
OIA deneyierinin sonuglari duyarllik, 6zgGlitk, pozitif prediktif deger, negatif
prediktif deger ve etkinlik bakimindan kargilastirildi. Adi gegen parametreler

asagidaki formuillere gére hesaplandi;

Duyarlilik : [G.P. /(G.P. + Y.N.)] x100

Ozgullok : [G.N. /(G.N. + Y.P.)] x100

Pozitif Prediktif Deger (PPD) : [ G.P. / (G.P. +Y.P.)] x 100

Negatif Prediktif Deger (NPD) : { 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 predikitf deger



6.BULGULAR

Spekulum aracilidi ile yapilan fizik bakisinda klinik olarak ivegen veya
stregen servisit 6n tanisi alan, toplam 86 hastadan endoservikal strintu
ornegi alindi. Orneklerden altist gok hemorajik olmasi, besi DFA bakisinda
degerlendirilebilecek dlzeyde hilicre bulunmamasi nedeni ile nitelikli
bulunmayarak toplam 11 6&rnek c¢aligmadan ¢ikarildi. Hicreleri yetersiz
bulunan bes 6rnegin ikisi ayni zamanda sonucu etkileyebilecek dizeyde
mukus icermekteydi. Kalan 75 érnek hicre kaltari yéntemi referans alinarak
degerlendirildi. Calismaya alinan 75 olgunun 14'G servisitle ilgili bir yakinmasi
olmaksizin yapilan spekulum bakisinda servisit saptanan kadinlardi ve bu
olgulardan ikisinde DFA ve OIA sonuglarinda olumiuluk gérilmeksizin
C.trachomatis Gremesi saptandi. Hlcre kalturt degerlendirmesinde toplam 24
olguda (%32) C.trachomatis Gremesi saptanirken kalan 51 (%68) olguda

dareme gorulmedi.

Hicre kultarinde Greme saptanan 24 olgudan 10’'unda kasik agrisi ve
akinti yakinmasi bulunurken, altisinda yalnizca kasik agrisi, altisinda yalnizca
akinti 8yklst bulunmaktaydi. Diger iki olgu ise servisit dUgtndtrecek higbir
klinik yakinmasi olmaksizin kontrol amaci ile poliklinige bagvuran kisgilerdi.
Yaglari 42 ve 51 olan oigularin her ikisi de yapilan spekulum bakisinda
stregen servisit 6ntanili olarak caligma grubuna katildi. Olgularin her ikisinde
de hicre kultart pozitif bulunurken DFA ve OIA sonuglari negatifti.

ivegen servisit éntamisi alaniarda yas ortalamasi 315, slregen
servisitlilerde 3749 olarak bulundu. ivegen sevisitli toplam 13 hastanin dért
tanesi yalnizca kasik agrisi, beg tanesi yalnizca akinti, dért tanesi kasik agrisi

ve akinti yakinmalari ile, siregen servisitli 10 hastanin altisi kasik adrisi ve



akinti, ikisi yamzca kasik agrisi, ikisi ise yakinmasi oimaksizin kontrol

amagcityla poliklinige bagvurmuslardi (Tablo 1).

Bu sonuglar tablo 1°’de gdsterilmektedir.

Tablo 1:

C.trachomatis Uremesi

Saptanan Olgularda Test

Sonuglannin Yag, Klinik Yakinma ve Bulgularla Kargilagtinimasi
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Omn yas yakinma klinik éntani DFA OlA Hucre

no sonucu sonucu kaitard

sonucu
37 51 yok sr.servisit - - +
45 42 yok s{r.servisit - - +
24 25 kasik agrist | ivegen servisit - + +
35 29 kasik agrisi ivegen servisit + + +
39 41 kasik agrisi sdr.servisit + + +
42 40 kasik adrisi sir.servisit + - +
33 31 kasik agrist | ivegen servisit + + +
34 36 kasik agrisi | ivegen servisit - - +
46 35 akinti ivegen servisit + + +
40 36 akinti ivegen servisit + + +
31 30 akinti servisit? + + +
43 29 akinti ivegen servisit + + +
27 25 akinti ivegen servisit + + +
17 27 akinti ivegen servisit + + +
44 40 agri+akint sr.servisit - + +
2 23 agri+akinti sir.servisit + + +
6 39 | agn+akinti | ivegen servisit + + +
10 25 agri+akintt sur.servisit + + +
21 26 agri+akinti ivegen servisit + + +
22 28 agri +akinti sur.servisit + + +
7 38 agdri+akinti ivegen servisit + + +
12 43 agri+akinti sar.servisit + - +
25 39 agri+akinti | ivegen servisit - - +
23 35 agri+akint sar.servisit - + +




Hlcre kaltara calismalart C.frachomatis’e 6zgul FITC ile igaretlenmis
MOMP’a karsi
mikroskobunda degerlendirildi (Fotograf 1-3). Ik de§erlendirmeler sonunda,

monoklonal antikorlar ile boyanarak immunfloresan

dogrulama amaciyla Greme saptanan dérneklerden biri diginda ikincil pasaj
yapildi ve timinde Ureme saptandi. Ureme saptandi§i halde yedegi kirildigi
icin ikincil pasaj yapilamayan tek drnegin DFA ve OlA sonuglari da olumiu

bulundugundan, érmek caligmadan ¢ikariimadi.

75 omek, fluorescein ile igaretli C.frachomatis'e 6zgul monoklonal
antikortarin  (anti-MOMP) kullanildig: anti-LPS
antikorlarinin kullanildidi EIA yéntemi olan OIA ile de degerlendirildi. DFA ve

DFA ve cinse &zgul
OIA ile yapilan degerlendirmelerde, sirasi ile 17 (%23) ve 25 (%33) olgu
olumiu, 58 (%77) ve 50 (%67) olgu ise olumsuz bulundu. Bu sonuglar tablo

2'de gbsterilmistir.

Tablo 2: DFA, OIA ve Hiicre Kiiltiiri ile Elde Edilen Sonuglar

46

HUCRE DFA OlA
KULTURU + - +
+ 24 (%32) 17 (%23) 7 (%9) 18 (%24) 6 (%8)
- 51 (%68) 0 (%0) 51(%68) 7 (%9) 44 (%59)
Toplam 75(%100) | 17 (%23) | 58 (%77) | 25(%33) | 50 (%67)




Mc Coy hiicre serisinde C. Trachomatis inkliizyonlar: ( FITC ile boyanmus x400 )



McCoy hiicre Kiiltiiriinde iiretilmis intrastoplazmik C.trachomatis inkliizyonlar (x1000)



C.trachomatis’in McCoy hiicre kiiltiiriindeki elementer cisimcikleri (Okla isaretli) ve bir
biiyiik inkliizyon cismi (x1000).
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Huicre kilturinde Ureme saptanan, ivegen servisitli 13 hastanin 10’unda
(%77) DFA, OIA ve hicre kultart sonuglari olumlu bulunurken, ikisinde (%15)
tek basina hucre kultart olumlu, birinde (%8) ise DFA olumsuz, OIA ve hicre

kaltart olumlu bulundu. Suregen servisitli 10 hastanin ikisinde (%20) tek

basina htcre kulturt olumlu olarak saptanirken, dérdinde (%40) her g test

olumlu, ikisinde (%20) DFA ve hucre kultard olumlu OIA olumsuz, ikisinde

(%20) de OIA ve hucre kalttr olumlu, DFA olumsuz olarak saptandi. Bu

sonuglar tablo 3'te gdsterilmektedir.

Tablo 3: C.trachomatis Uremesi Saptanan Olgulann Klinik Ontam ve

Yakinmalan ile Test Sonuglannin Karsilagtinimasi

Klinik Ontani | Yakinma Durumu| Hucre Kaltara DFA OIA
ivegen Yakinma + 13 (%100) 10 (%77) 11 (%85)
Servisit Yakinma - 0 (%0) 0 (%0) 0 (%0)
Toplam 13 (%100) 13 (%100) 10 (%77) 11(%85)

Suregen Yakinma + 8 (%80) 6 (%60) 6 (%60)
Servisit Yakinma - 2 (%20) 0 (%0) 0 (%0)
Toplam 10 (%100) 10 (%100) 6 (%60) 6 (%60)




C.trachomatis Uremesi saptanan olgularin yaglara gére dagiimina
bakildiginda infekiyon sikliginin en fazla oldugu yas grubu 36-40 olmakia
birlikte genel dagihima bakildijinda 20-40 yaslar arasinda bir yogunlasma
oldugu géruldu. Genel yas dagilimi grafik 1°’de gosterilmigtir.

Grafik 1: C.trachomatis Uremesi Saptanan Olgulann Yaglara Gére
Dagilimi

olgu sayisi
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DFA ve hicre kulttrt sonuglar olumsuz, OIA'nin yalanci olumluluk verdigi
yedi olgunun altisi stregen servisit 6ntanisi alirken, biri kugkulu servisit ve
miks vajinit olarak degerlendirildi.

Hucre kulturtinde C.trachomatis Gremesi saptanan olgularda antibiyotik
kullamim &ykust yoktu. Ureme saptanmayan 51 olgunun alti tanesinde 6rnek
alimindan onceki iki hafta icinde antibiyotik kullanma &éykusu vardi. Bu
olgularin bes tanesi doksisiklin, bir tanesi ise siprofloksasin kullandigini

belirtti. Doksisiklin kullanan bir olguda hucre kultart ve DFA sonuglar

51



olumsuz, OIA ise olumluydu. Diger antibiyotik kullanan olgularda ise her ¢

test sonucu da olumsuz bulundu.

Her olgu igin elde edilen DFA ve OIA sonuglari hiicre kiltart sonuglari ile
karsilagtiriidiginda toplam 15 olgu her G¢ yéntemle olumiu olarak bulunurken,
44 olgu ise her G¢ ydntemle olumsuz olarak bulundu. Tek bagina DFA
olumlulu@u hicbir olguda gértimezken, OIA igin 7 olguda tek bagina olumiuluk
bulundu. Iki olgu DFA ve hiicre kaltarinde olumlu, OIA da olumsuz olarak
bulundu. Ug olgu ise OIA ve hicre kiltirinde olumlu bulunurken DFA da
olumsuzdu. Caligilan 75 hastanin her g test ile eide edilen sonuglar Tablo
4'te toplu halde gdésterilmektedir.

Tablo 4: DFA, OIA ve Hiicre Kiiltiirti Toplu Sonugclan
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n=75 HUCRE KULTURU (+) | HUCRE KULTURU (-) TOPLAM
DFA(+) ve OIA(-) 2 0 2
DFA(-) ve OIA(+) 3 7 10
DFA(-) ve OIA(-) 4 44 48
DFA(+) ve OIA(+) 15 0 15
TOPLAM 24 51 75




DFA ve OIA yéntemleri ile elde edilen ve tablo 4 de gésterilen sonuglarin

hicre kaltara altin standart kabul edilerek yapilan degeriendirmesinde, DFA

yontemi ile hi¢ yanlig olumiu sonu¢ saptanmazken OIA da 7 olgu yanhs

olumlu olarak saptandi. Yanlig olumsuz sonuglar ise her iki test igin yakin

degerlerdeydi ve DFA igin 7, OIA i¢in 6 olguda yanlig olumsuziuk gézlendi.

Dért olgu her iki test ile de yanlhig olumsuz olarak saptandi (%5) ve bu olgular

yalnizca referans testte olumlu bulundu. Bu sonuclar tablo 5'te gésteriimigtir.

Tablo 5: DFA ve OIA sonuglarnnin referans yéntemie kargilagtinimasi
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n =75 (%100) | Gercek Pozitif | Gergek Negatif | Yanlis Pozitif Yanlig Negatif
DFA 17 (%23) 51 (%68) 0 (%0) 7 (%9)
OIA 18 (%24) 44 (%59) 7 (%9) 6 (%8)

Tablo 5 ile gosterilen sonuglar, testlerin karsilagtiriimasindaki temei

degiskenler olan duyarlilik, ézgulltk, pozitif prediktif deger, negatif prediktif

deger ve etkinlik hesaplanmasindaki ham verileri olusturdular. Bu verilerin

gere¢ ve yéntem béliminde belirtilen formdllerde yerlerine konmasi ile DFA
ve OlA icin sirasi ile, duyarhilik; %71, %75, ézgulluk; %100, %86, PPD; %100,
%72, NPD; %86, %88 ve etkinlik; %91, %83 olarak bulundu (Grafik 2).




Grafik 2: DFA ve OIA testlerinin kargilagtinimasi

%

Degerlendirme parametreleri

duy: Duyarlihk  6zg: Ozgulitk  etk: Etkinlik
PPD: Pozitif prediktif deer =~ NPD: Negatif prediktif deger



7. TARTISMA

Bu ¢alismanin tartigmasi C.trachomatis infeksiyonlarinin gértlme sikhdi,
antibiyotik kullaniminin test sonuclar Uzerine etkileri, yoéntemlerle ilgili
uygulamada karsilagilabilecek olasi sorunlar, DFA sonuclarinin karsilagtirmali
¢bézumlemesi, OIA sonuglarinin karsilastirmali ¢éziimlemesi alt konu bagliklari
olarak incelenmistir.

7.1. Goriilme sikhig:

Danya Uzerinde -her yil 50 milyon yeni C.trachomatis olgusu gelistigi
sanilmaktadir. Tek bagina bu rakam bile bu infeksiyonun ne denli blytk bir
sorun oldugunu ortaya koyabilmektedir. Amerika Birlegik Devletlerin’de her yil
4 milyon yeni C.trachomatis infeksiyonu olustugu, cinsel aktif kadin
populasyonunda C.tfrachomatis gérilme orani %10, cinsel hastaliklar klinigine
bagvuran hasta populasyonunda ise %25-40 olarak bildirilmektedir. infekte
annelerden dogan bebeklerde bu infeksiyona yakalanma orani yaklagik %65
tir (14,25). Kanada'da yapilan genis kapsamli epidemiyolojik bir ¢alismada
Manitoba’'da PID ve ektopik gebelik nedeni ile klinide bagvuran kadinlarin
yaklasik %74’Gnde C.trachomatis etken olarak bulunmustur (75).

Tukiye'de C.trachomatis infeksiyonlarinin genel sikhgini gdsteren
kapsamli caligmalar henz bildirilmemis olmasina karsin Istanbul ve izmirde
yapilan bazi calismalar bu bdigelerdeki prevalans hakkinda genel bir fikir
vermektedir (15-18,20,21). istanbul’da Geng ve arkadaglarinin (20) yapti§i bir
caligmada gebelerde C.trachomatis sikli§i %1.1 olarak bildirilmigtir. Yiimaz ve
arkadaglarinin (21) caligmasinda ise seks caligani kadinlarda C.trachomatis
ile infeksiyon sikli§i %22'dir. izmir'de Dereli ve arkadaglarinin (15) DFA ve
htcre kaltar ile yaptiklari caligmada semptomlu olgularda %42, semptomsuz
olgularda %23 oraninda C.trachomatis infeksiyonu saptandidi bildirilmistir.
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Yine izmir yéresinde Ertem ve arkadaglarinin (16,17,18) DFA ile yapti§i
calismalarda C.frachomatis sikligi, kadin hastaliklari poliklinigine bagvuran
semptomiu ve semptomsuz kadinlarda %34.4, infertii kadinlarda %8.5,
genelevde calisan kadinlarda %25.4 olarak belirtilmigtir.

Ulkemizde C.trachomatis'e iligkin hiicre koltirine dayali cok calisma
bulunmamaktadir. Kadin hastaliklar: poliklinigine degisik nedenlerle bagvuran
75 olgu Gzerinde yuratulen ¢alismamizda hicre kalttrd ile %32, DFA ile %23,
OIA ile %33 oraninda olumiuluk saptadik (Tablo 1). Sonuglarimiz 6zellikle
Izmir yéresinde Dereli ve arkadaslarinin (15) hiicre kaltirid ve DFA ile
saptadiklari oranlarla uyumlu bulunmugtur. Dereli ve arkadaglarina gére bu
oranlar semptomatik kadinlarda %42, asemptomatiklerde %23'tar.
Calismamizda ise olgularin 22’si semptomatik olup olumluluk oran %36'dir.
Asemptomatik iki olgumuzda (%14) DFA ve OIA olumsuz bulundu ancak
hiicre kiitrande Greme saptanmadi.

Kadinlarda C.trachomatis éntanisinin konmasi erkeklere gére zor ve olasi
komplikasyoniart bakimindan daha &nemlidir. Vaginal akinti, kanama, alt
abdominal agdri, distri, C.trachomatis infeksiyonlarinda siklikla gériilen ancak
6zgul olmayan bulgulardir. Bir cok kadinda bu semptomlar ortaya ¢ikmaksizin
infeksiyon aylarca surebilir. C.frachomatis servisitlerinde tipik olarak sari
renkli, mukopirulan akinti, servikal ektopi, 6dem ve kolayca kanayabilen
servikal mukoza vardir. C.trachomatis ile infekte kadinlarda servisit ile birlikte
Uretrit tablosu da siktir (43,44).

C.trachomatis Gremesi saptadigimiz 24 olgunun, altisinda kasik agrisi,
altisinda akinti, 10’'unda kasik agrisi ve akinti yakinmalari varken iki olguda
higbir yakinma olmamasi ilgi ¢ekicidir. Bu hastalardan biri menapoz kontroi(,
dideri ise myoma uteri izlemi nedeniyle poliklinie bagvurmuglardir. Bu iki olgu

jinekolog tarafindan yapilan spekulum bakisinda slregen servisit olarak
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degerlendiriimis ve bu nedenle ¢alisma grubuna alinmistir. Yaslar 42 ve 51
olan hastalarin her ikisinde de hicre kiltarinde olumluluk saptanmis yapilan
OIA ve DFA caligmalari ise yanlis olumsuz bulunmustur, bu durum
C.trachomatis’in tarama testleri ile yakalanamayacak kadar dusuk duzeyde
olmasi ile agiklanabilir. Caligmamizda da Magder ve arkadaglarinin (76)
¢aligma bulgularina benzer durum saptanmistir. Aragtirmacilar 6zellikle yagli
kadinlarda az sayida inkluzyonun etken oldugu, dusik dizeyli
infeksiyonlarda, EIA'nin duyarliiinda soruniar ortaya giktigimi bildirmiglerdir
(76).

Ureme saptanan olgularimizdan, akut servisitlilerin %77’sinde her Ug test
sonucu da olumlu olarak bulunurken, uyumsuz sonuglarin orani %23 olarak
bulunmustur. Stregen servisitlilerde ise ayni dederler sirasi ile %40 ve %60
olarak saptanmigtir (Tablo 3). Bu sonuglar bize 6zellikle siregen
infeksiyonlularda tanisal testlerin duyarlifiklarinda sorunlar yaganabileceginin
bir bagka géstergesidir. Ayni durum OlA’da 6zgulligu de etkilemektedir. DFA
ve hicre kiltGrinan olumsuz olarak saptandigi yedi olgumuzun altisi siiregen
servisit olarak degerlendirilirken biri kugkulu servisit ve miks vajinit olarak
dederlendiriimigtir. Sregen olgularda, infeksiyona eslik eden diger bakteriyel
etkenlere ait LPS yapili, klamidiyal anti-LPS antikorlar: ile gapraz tepkime
veren maddelerin ortamda bulunmasi testin 6zgulluguna dustrmektedir
(13,70). Ozellikle siregen olgularda infeksiyonun saptanmasinda sorunlar
vardir ve olasi ise kiltur ydntemlerine gegilmesini énermekteyiz.

Kanada'da yapilan bir caligmada C.trachomatis ile infekte kadinlarin
%72'si 15-24, %24'G 25-39, %2'si <14, %2'si de >40 yag gruplarinda
saptanmigtir (75). Amerika Birlesik Devletlerinde de C.trachomatis
infeksiyonlarinin yas gruplarina gére dagiliminda en riskli yas grubunun 20
yag altindaki cinsel aktif gen¢ kadinlar oldugu bildirilmigtir (13,77). Bu
durumun nedenleri arasinda o&zellikle gen¢ kadinlarda skuamo-kolumnar
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birlegsme bdlgesinde goérilen farkhlikiar nedeni ile C.trahomatis’ in infeksiyona
duyarli olan kolumnar epitele ulagmasi ve bu bélgeyi tutmasi, geng kadinlarda
daha kolay olmaktadir (13).

Aragtirmamizda g¢alisma kapsamina alinan 75 olgunun tuma 20 yas
Uzerinde ve evlidir. Hicre kaitlrt olumiulugu 2040 yas arasinda toplanmig
olup en sik géruldiga yag grubu da 7 olgu ile 36-40 yastir (Grafik1). Yas
gruplarindaki ayricalik, Kanada ve Amerika Birlesik Devletleri’'ndekilerle
benzer gruplar cimamasi ve calisma kapsamindaki tim olgularimizin evlilik
nedeni ile cinsel aktif olmalari diger ¢alismalarla kargilastiriimasini olanaksiz
kilmaktadir. Sonuglarimiz Ertem ve arkadaslarinin (16) DFA ydntemi
kullanarak yaptiklari tarama ¢aligmasi ile uyumludur. Aragtirmacilar en ytksek
infeksiyon oranlarini 30-40 yag grubunda bildirmistir. Ulkemizde aktif cinsel
yagsama gecigin ge¢ oldugu bir gercektir bunun yarisira 20 yas altindaki
kadinlarda gercek sikliklarin gdésterilmesinin, toplumsal ahlak degerleri
nedeniyle hekime basvurmalarn yeterli olmayacagindan cok zor olacagini

dustnmekteyiz.

7.2. Antibiyotik Kullaniminin Test Sonuglan Uzerine Etkileri

Ornek alimindan énceki iki hafta igerisinde rastgele antibiyotik kullanim
dykusu olan olgularin higbirinde hiicre kultGriinde Greme saptanamamisgtir. Bu
olgulardan doksisiklin kullanim &ykdsd olan birinde OIA sonucu olumiu
bulunmugtur. Bu durumun sebebini Roblin ve arkadaglarinin (70)
galismasinda oidugu gibi, ortamda 6l C.frachomatis’e ait antijenler
bulundugu biciminde yorumianabilirse de aym 6rnedin DFA sonucunun
olumsuz olmasi bu olasiligl zayiflatmaktadir. CUnki ortamda bulunan 6iU
C.trachomatis antijenlerinin DFA ydéntemi ile de saptanabiimesi gerekir (16).
Ancak yinede DFA ile OIA testlerinde kullanilan antijenik yapilarin farkli
olmasi nedeni ile bu olasilik tamamen gdzardi edilmemelidir. Bu durum hicre

58



kaltard uygulamalarinin zayif noktasi olarak kargimiza ¢ikmakta ise de
ortamda canl etken bulunmadigi i¢in hastanin alacadi sagaltim sonucuna

etkisi 6nemsizdir.

7.3. Yontemlerle ilgili Uygulamada Karsilagilabilecek Olasi Sorunlar

C.trachomatis tanisinda kullanilan testlerin  uygulanabilirliginin
arastiriimasinda, maliyet, 6meklerin alimi ile ilgili soruniar, &rneklerin
taginmasi ile ilgili sorunlar, arag, gere¢ ve donanimiarla ilgili sorunlar ve

degerlendirmede kargilagilabilecek sorunlar dikkate alinmalidir.

1. Orneklerin alinmasi ile ilgili sorunlar:

Yapilacak testlerin gereksindigi uygun o&zellikte &rneklerin alinmasi,
calisma sonucunu birincil olarak etkileyen degiskenlerden biridir. Bu
calismada kullanilan testlerde de érnek alimi ile ilgili sorunlarla zaman zaman
kargilagiimigtir. Toplam 11 hasta drnegi aranilan 6zellikte olmadidi igin
calismadan cikariimigtir. Bu omneklerin alti tanesi, ¢ok hemorajik olarak
degerlendiriimigtir. Hemorajik érmekler ile ¢aligiimama nedeni hlcre kalttrine
olast toksik etkileri ve OIA calismasinin sonuglarini etkilemesidir. Kanin
icindeki kompleman gibi maddeler hicre serilerine toksiktir. Hicre kaltari
uygulamasinda kullaniilan FBS'nin 1si ile inaktive edilmesinin nedeni de budur.
Diger bes drnek ise yapilan DFA bakisinda hiicre sayisi yetersiz oldugu icin
uygun 6rnek olarak degerlendiriimemis ve ¢alismadan ¢ikariimigtir. Toplanan
orneklerde yeterli sayida hiicre bulunmamasi OlA iginde énemli bir sorundur.
Bu konuda DFA tekniginin ©6nemli avantaji 6rnegin yeterliliginin
degeriendirilebilir olmasidir, OIA tekniginde ise bdyle bir degerlendirme

yapmak olanaksizdir ve hatali olumsuziuklara yol acabilir (15,16,51,52).
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Calismada uygulanan antijen arama tekniklerinde, érnek alimi sirasinda
toplanan érnegin kalitesini etkileyen 6nemli bir diger faktér de ekzoservikal
mukus bulasidir (13). Ornek alimi yapilmadan énce ekzoservikal mukusun
temizlenmesi gerektigi bildirilmigtir. lyi temizlenemeyen mukusun OIA ve DFA
testlerinin  degerlendiriimesinde yanlig olumluluklara neden olacagi
bildirilmigtir (13,70). Bu calismada mukus bulagi olan iki 6rnek ayni zamanda
hucre sayilann da yetersiz oldugu igin caligmadan cikariimigtir. Béyle
durumlarda mukusun yogun oldugu ve iyi temizienemedidi zaman érnek alimi
sirasinda hicrelerin de yetersiz toplanmasina neden oldugu séylenebilir.

Kadinlarda servikal strtntilerie birlikte Gretral strintt érnegdi alinmasinin
Kaltar duyarliiimi %23 arttirdigi  bildiriimistir (45). Bu calismada tarama
testlerinin  etkinlikleri yalnizca servisit etkeni olan C.trachomatis
infeksiyonlarinda aragtirildigindan Uretral strint érmegi alinmamustir.

2. Orneklerin tagimast ile ilgili sorunlar:

Toplanan &rneklerin iglemleninceye kadar bulundugu tasima kosullari
testlerin sonuglarini dogrudan etkileyen bir etmendir. Bu ¢alismada 6rneklerin
taginmasi ile ilgili bir sorunla kargilagiimamistir. DFA icin alinan 6rnekler
hemen hasta baginda lamlara sGrllerek havada kurutulduktan sonra
metanolle fikse edilmig ve ayni gin icinde isleme alinmigtir. OlA ise 6rnek
alinir alinmaz hasta baginda ¢alisiimistir. Calismada 6rnek taginmasinin en
6nemli oldugu test, hicre kuiturt yéntemi olmustur. Bu yéntem igin toplanan
drneklerden alindiktan sonra 2 saat iginde inoklle edilmeyenier +4°C de

saklanmig ve en ge¢ 8 saat icinde isleme alinmigtir (13,56,23).
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3. Arag, gerec ve donanim ile ilgili soruniar:

Tanisal testlerin uygulanabilirligi konusunda kisitlayiciligi en énce gelen
sorunlardan biri de arag, gere¢ ve donanimdir. Bu ¢alismada karsilagtirilan
antijen arama deneylerinden, DFA testi kit igerigi ve silge¢ diginda pipet, sale
ve immunfloresan mikroskobu gibi donanim ve araglara gerek géstermektedir.
OIA testi uygulamasi igin ise silge¢ diginda gerekli tim arag¢ ve gerecler kitin
icinden gikmaktadir. Bu 6zelligi OlA testini genel ve hizli taramalarda avantaji
kilmaktadir. Hlcre kaitara yéntemi ise ayrintilari gereg ve yéntem béliminde
verilen yogun bir malzeme ve donanim listesi gerektirmektedir. Bu 6zellidi ile
hicre kaitarunan, bir dogrulama testi olmasina karsin genel taramalarda

kullaniimasi uygulanabilir degildir.

4. Sonuglarin degerlendirilmesi ile ilgili sorunlar:

Hicre kaltari c¢aligmalarinda inkGbasyon sonrasinda inklUzyonlarin
gérundr duruma getirilmesi asamasinda Giemsa veya lyotla boyama gibi
yontemler kullanilabilirse de fluoresein ile isaretli monoklonal antikorlarla
boyama yonteminin en duyarli ve ézgll yéntem oldugu bildirilmistir (61,63).
Giemsa ile boyanan inklizyonlarin belirlenmesi kolay olmasina karsin baz
boya kalintilarinin ya da 6la hacrelerin inkllzyon olarak yorumlanmasinin
mimkdn oldugu, glikojen igin segici bir boya olan iyotla boyamada ise
duyarlihgin digtk oldugu ve ézellikle endoservikal 6rneklerden yapilan hiicre
klitard calismalarinda servikal kolumnar hicrelerin de yUksek miktarda
glikojen igermesi nedeniyle yanlig olumluluklarin ¢ok artabilecegi bildirilmigtir
(13,23).
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Yukarida s6zi edilen boyama ydéntemlerinden birinin kullanildigi her
durumda sonuglarin degerlendiriimesi igin deneyimii bir géze gerek vardir.
Ozellikle boya artiklarinin olusturabilecedi yanlis olumiuiuklar ve alanlarin
yetersiz incelenmesi, az sayida hatta bazen tek bir inkitizyon cisimcigi iceren
6rmeklerde  godrllebilecek  yanlis  olumsuzluklar,  deneyimsiz  bir
degerlendiricinin karsilasabilecegi sorunlardir. Bu galigmadaki hicre kaltar
deg@erlendirmelerinde sézi edilen durumlarla zaman zaman karsilagilmigtir.
Ozellikle az sayida inkilizyon cismi olan érneklerde, inkliizyonlarin net olarak
tanimlanamadigi durumlarda &rneklerin ikincil pasajlari, daha kesin ve dogru

bir degerlendirme yapiimasini saglamistir.

DFA testi dederlendirmesinde de hicre kiltirinde karsilagilan sorunlar
s6z konusudur, ancak degerlendiricinin deneyimi DFA yénteminde ¢ok daha
6n plandadir. DFA lamlarinda genellikle blylk inklizyon cisimlerinden ¢ok
ktigtk elementer cisimlerin bulunmasi degerlendiricinin daha 6zenli ve
deneyimli oimasini gerektirmektedir. Bu yéntemin uygulamasinda kullanilan
monoklonal antikorlarin tipi de énemlidir. DFA tekniginde kullanilan igaretli
antikorlardan MOMP’a 6zgal olanlarin, elementer cisimleri LPS'ye &zgul
olanlara gére, daha parlak, belirgin ve tipik olarak boyadigi bildirilmistir (79).

Bu ¢alismada kullanilan CHLAMYSET®ANTIGEN Kkiti tire ézgal MOMP’a
karst olusan antikorlardan dretilmigtir. Bu nedenle elementer cisimierin
tanimlanmasi ile ilgili bir sorunla kargilagiimamigtir. Elementer cisimler, oval
veya yuvarlak, parlak elma yesili renkte, konak hucrelere gére gok kiglk olan
tipik morfolojilerinde gérildl. Incelenen DFA lamiarinin higbirinde inklizyon

cisimine rastlanmadi.

OIA yoéntemi ise kullanilan kitin bir hizli test ve sonuglarinin giplak gézle

dederlendirilebilir olmasi nedeniyle deneyimli bir degeriendiriciye
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gereksinmemektedir. Yalnizca degerlendirme agisindan bakildi§inda en

kullanigli testin OlA oldugu séylenebilir.
5. Testlerin sonuca ulagma streleri

Kullanilan DFA yénteminde &rnekler toplandiktan ve lamlarin kurutulup
fikse edildikten sonra sonu¢ alinincaya dek gecen slUre toplam 20-25
dakikadir. Hizli OIA igin ise bu sure yaklagik 30 dakikadir. Her iki ydntem de
olduk¢a hizli sonu¢ vermektedir. Hizli sonu¢ verme, tarama testleri igin
aranilan, énemli bir niteliktir. Ozellikle hastaya ¢abuk ve etkin bir sagaltimin
baglatilabilmesi taninin hizli konmasina baglidir. S6z( edilen her iki yéntem
de bu konuda vyeterli dizeyde hizlidir. Ancak OIA nin giplak gdzle
degerlendirilebilmesi ve DFA gibi, teknik donanima gereksinmemesi taniya
gidiste sure bakimindan da bir avantaj saglamaktadir. Hucre kultariinde ise ilk
sonuglar en erken 48. saatin sonunda alinabilmektedir (62). Bu ézelligi, hiicre
klitarunan pratik bir tarama testi olmasinin en énemli engellerinden biridir.

7.4. DFA sonuclarinin kargilagtirmali ¢éziimiemesi

DFA yéntemi ile C.frachomatis aranmasinda kuilanilan ticari kitler, iki tip
antikordan birini icermektedir. Bu'r'ﬂar;

1. Cinse 6zgul klamidyal LPS antijenine karsi olugan Anti-LPS antikorlar
2. C.trachomatis’in MOMP una karsi olusan ttre 6zgtl antikorlardir.

Bu calismada DFA uygulamasi, C.trachomatis'le iligkili MOMP’a &zgl
monoklonal antikorlarin kullanildig ticari bir kit olan CHLAMYSET® ANTIGEN

(Orion diagnostica) ile yapilmistir.
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DFA sonuclarinin hicre kaltara altin standart kabul edilerek yapilan
¢bzimlemesinde DFA'nin duyarlihgi %72, 6zgulliga %100, PPD'i %100,
NPD'i %87 ve etkinligi %90 olarak bulunmustur.

Schwebke ve arkadaslarinin (51) yaptigi bir galismada MOMP’a ézgul
antikorlarin kullamididi bir DFA kitinin, hicre kultara ile karsilastirimasinda,
duyarlihgr %90, 6zgulligu %99.8, PPD'i %97.4, NPD'i %99.1 olarak
bildirilmigtir. Bulgularimiz Schwebke ve arkadaslarinin sonuglar ile yakinlik
gdstermekle birlikte calismamizda DFA'nmin duyarlii§i daha dustk olarak
saptadik. Benzer durum Quinn ve arkadaslarinin (80) yapti§i ¢calismada da
géruimagtur. Bu caligmada DFA tekniginin, hlcre kultara ile
kargilagtiriimasinda duyarhhi@i %92, 6zgullida %99 bulunmustur. Bunun
nedeni kullandiklari hicre kultarl yénteminden kaynaklaniyor olabilir ¢inki
her iki calismada da hicre klltra yéntemi olarak 96 gukurlu mikroplaklarda
Uretilmig hacre serilerine inoktlasyon yapilmigtir. Bu uygulamanin, gerek
mikroplaklarin kuyucuklarina inokule edilebilen 6rnek miktarinin gérece azligi,
gerekse mikroplaklarin santrifjj igleminin daha disuk devirlerde yapilabilmesi
nedeniyle bizim altin standart uygulamamiz olan shell vial yéntemine gore
daha az duyarli oldugu bildirilmektedir (13,64,61). Schwebke ve Quinn'in,
calismalarinda uyguladikiar altin standartin duyariih@inin, shell vial teknigine
gbre duslk olmasi, DFA’nin duyarlihigini bizim ¢alismamiza gére daha yuksek

bulmalarinin nedeni olsa gerektir.

DFA'nin 6zgulligu ve pozitif prediktif degerleri ise ézellikle MOMP’a 6zgul
antikorlarin kullanildigi ¢alismalarda % 98-99 olarak bulunmustur (51,80). Bu

degerler bizim galigmamizin buigular (her ikisi de %100) ile uyumiuydu.

DFA testi, tipki hicre kaltira gibi klamidiyal inkl(zyonlarin velveya
elementer cisimlerin ayirici bigim ve boyanma &zelliklerinin géruntllenmesi
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temeline dayali oldugundan, &6zgulludi bu denli ylksek olarak

saptanabilmektedir.

MOMP’a iligkin monoklonal antikorlarin kullanildigi DFA yéntemi, hizli
sonu¢ veren C.trachomatis testleri icinde en 6zgll olanidir tanimi yanhs
olmaz. Ancak yine de bu testin dodru olarak degerlendirilebilmesi icin
deneyimli bir degerlendiriciye gereksinim vardir. Bu yéntemin 6zgulligune etki
eden en 6nemli etkenler, degerlendirmedeki nesnellik ve insan etmenidir.
Ozellikle <10 sayida elementer cisim saptanan érneklerde yinelemenin dogru

tani agisindan uygun bir yaklasim olacag: bildirilmigtir (13).

7.5. OlA sonuglannin kargilagtirmali ¢éziimlemesi

C.trachomatis tanisinda kullanilan hizli veya hasta bagi olarak anilan
testler, OIA teknolojisi tabaninda hazirlanmis, membran kaplamasi veya
lateks immunodifizyon modelleridir (13,70,81,84). Hizli testlerin genelde
doktor ofislerinde ya da aylik 100 testten az &rnek gelen kiclk
laboratuvarlarda kullanildigi bildirilmigtir (81). Bu tur testler uygulamasi kolay,
fazla donanima gereksinmeyen, yalkagik 30 dakika icinde sonug¢ veren ve
sonuglari ¢iplak gézie kalitatif olarak okunabilen niteliktedir.

Bu ¢aligmamizda kullanilan Biostar OIA ®Chlamydia test 25 dakika icinde
sonu¢ veren, 6rnek alimi icin gerekli olan dakron silgecler haricinde ek
donanima gereksinmeyen ve sonuglari direk i1sik altinda verdigi metalik
yansimaya bakilarak c¢iplak gézle degerlendirilebilen bir EIA tabanli
yontemdir. Testin degerlendirmesinde bakilan yansitici ylUzeyin kaplandigi
ince film tabakasi, 6zgll dalga boylarinin yansimasinda degisiklikler
olugturabilen duyarli bir yapidadir. Ekstrakte edilen érnekte bulunan klamidyal
LPS (eger varsa) bu ylzeyin Gzerine kondugunda filme baglanir, daha sonra
Uzerine horseradish peroxidase-antiLPS igeren konjugat ve ardindan substrat
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eklenir ve bunlarda énceden ylzeye baglh bulunan antijenlerle etkilegerek
birlesirler. Antijen-antikor etkilegimi sonucu olusan yogunlasma artisi,
yansiticl yizeye dasen igidin izledigi optik yolu degistirerek ylGzeyde renk
degisikligine yol agar. Olumlu olgularda altin sarisi metalik yansima veren OIA
ylzeyinde mora dogru giden bir renk degisikligi olugur (70).

Bu galigmada yapilan OIA uygulamalarinda, toplam 25 (%33) olgu olumiu
olarak bulunmug ve bunlarin 18 tanesi altin standarda gére gergek olumiuluk
olarak deg@erlendiriimistir. Yapilan karsilastirmah ¢ézimlemelerde OIA nin
duyarlili§i %75, 6zgullagt %86, PPD i %72, NPD i %88 olarak bulunmustur.
Roblin ve arkadaglarinin (70) yeni doganlardan toplanan géz strinttlerinden,
McCoy hucre kultGruna altin standart  kullanarak yaptiklart toplam 152
hastalik, retrospektif caligmada ayni testin duyarlili§i, ézgulluga, PPD ve NPD
leri sirasi ile, %94.2, %97, %94.2, %97 olark bildiriimistir. Toplam 37 hastalik
prospektif galismalarinda ise ayni degerleri sirasi ile, %100, %92.6, %83.3,
%100 olarak bildirmiglerdir.

Bizim galigmamizdan oidukga farkli olan bu degerlerin, caligilan érneklerin
ve kullanilan hicre koltara yéntemlerinin farkliliklarindan kaynaklandig
sdylenebilir. Endoservikal kanaldan toplanan 6meklerde, 6zellikle gram
negatifler gibi bulunma olasili§i ylUksek olan bakterilerle iligkili LPS nin
Chlamydial Anti-LPS ile ¢apraz etkilegimi bildirilmigtir (13). Bu tur etkilesimler
olasilikla OIA nin bizim ¢alismamizdaki ézgulluguna dustrmasttr, konjuntiva
strantllerinde bu tlr bakterilerin bulunma olasili§i daha daguktar. Caligmalar
arasindaki duyarhlik farki ise Roblin ve arkadaslarinin (70) nin altin standart
olarak kullandigi mikroplak yénteminin duyarliliginin shell vial yéntemine gére

daha dugtk olmasi ile agiklanabilir (82).

Dider hizl testlerin kulanildigi, hicre kaltara ile kargilagtirmali ve 6zellikle

servikal slrinta 6rneklerinin incelendidi ¢esitli ¢alismalarda hizh testlerin



duyarhliklar % 48-73, 6zgullukleri %98-99, PPD leri %73-94, NPD leri % 96-
99 arasinda bildiriimigtir (83,84). Bu degerlere bakildiginda, kullanilan hizii
testlerin duyarliliklarinin  bizim c¢alismamizdaki de@ere yakin oldugu
sdylenebilir, ancak ozguilukleri olduk¢a farklidir, bunun nedenini sadece
kullanilan kitlerin farkhligina baglamak yeterli bir yaklagim olmaz ¢lnkl bltin
hizli test kitlerinde bu c¢aligmadaki ile aynt olan cinse &6zgul anti-LPS
antikorlari  kullaniimaktadir. Burada sorulmasi gereken soru bizim
calismamizda OIlA i¢in toplanan drneklerin kalitesinin yeterliligidir. Toplanan
drneklerin niteligi test sonuglarinin performansini dogrudan etkileyen bir
degiskendir (13,22,23). Ozellikle servikal surinti éreklerinde iy
temizlenememis, gesitli yang! hicreleri ve bakteriler iceren mukus veya akinti,
testlerin icerdigi anti-LPS ile ¢apraz etkilegime giren maddeler tasiyabilir.
Alinan klinik éreklerin kalitesinin kontrol edilememesi, hizli testlerin
sonuglarinda kargilagilabilecek ¢éziimQ zor sorunlardan biridir. Bu sorunun
ortadan kaldiriimasi i¢in hizli testlerde kullanilan antikorlarin degistiriimesi ve
daha 6zgul olan anti-MOMP: kullaniimasi teknik olarak zordur. Anti-LPS, anti-
MOMP a goére hem elde edilmesi daha kolay hem de ¢oézUnurii§tu daha
yuksek olan bir antikordur. Bu nedenlerle anti-LPS, EIA teknolojilerinde daha
kullanighdir (13,85).

Yalanct olumluluklarin béylesine sorun yaratmasi hizli testlerin, dustk risk
gruplarinda, dugtuk prevalansli topluluklarda ve semptomsuz olgularda
kullanilabilirligini engellemektedir. Hizli testlerin en énemli avantajt hemen
sonu¢ vererek, hasta hentuz doktorun ofisinden ayrilmadan sagaltiminin
ybnlendiriimesine olanak vermesidir. Hastanin klinik bulgulan ile uyumiu
olumlu hizli test sonuglar klinisyene bir fikir verebilir ancak bu sonuclarin

diger laboratuvar tani yéntemleri ile dogrulanmasi gerekmektedir (13).
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8. SONUC ve ONERILER

Klinik olarak servisit ntanisi ile ¢galismaya alinan olgularda hiicre kulttrQ
ile %32 olumluluk saptanmigtir. Bu oran yurdumuzda ve dlnyadaki gesitli
yayinlarda bildirilen oranlarla uyumludur ve C.trachomatis infeksiyoniarinin
Turkiye icin de 6nemli bir sorun oldugunu géstermektedir. infeksiyonun sinsi
seyretmesi ve olusturdugu gec klinik sekeller, dodru taninin &nemini

arttirmaktadir.

Kargilagtirmali  bulgularimiza gére DFA teknigi OlA’e gére daha etkin
bulunmustur. Bu noktada OIA'in verdigi yanlig olumiu sonuglar bu y&éntemin
etkinligini dastren en énemli etmendir. Hizh testler her ne kadar uygulama
kolayh@), hizli sonug verme ve maliyet bakimindan daha kullanigli ise de
sonuglarinin bir bagka teknikle dogrulanmasi gerekmektedir bu da ek is ve
maddi yUk getirmektedir.

Calismamizin sonuglarina gére laboratuvarimizda dusik risk gruplarinin
veya semptomsuz olgularin taranmasinda DFA teknigi daha uygun
bulunmakla birlikte klinik agidan C.trachomatis infeksiyonu dugtntlen
olgularda hicre kaltara tekniginin uygulanmasi ytksek duyarlihk ve ézgullagu

nedeniyle, sagaltim ve sagaltim sonrasi izlemlerde bir gerekliliktir.

68



69

9. KAYNAKLAR

1. Schachter J, Stamm WE: Chiamydia “Murray P et al. (Ed) Manual of Clinical
Microbiology” P669-670, ASM Press, Washington D. C. (1995).

2. Halberstaedter L, Von Provazek S:. Zur Aetiologie des Trachoms. Deutsch.
Med. Wschr. 33: 1285-1287 (1907).

3. Osser S: Consequences of genital chlamydial infection in women Osser (Ed)
P6-7, Graphic systems AB, Malmé (1989).

4. Gordon FB, Quan AL: Isolation of the trachoma agent in cell culture. Proc.
Soc. Biol. Med. 118: 354-359 (1965).

5. Moulder JW: The relation of the psittacosis group (Chlamydiae) to bacteria
and viruses . Ann. Rev. Microbiol. 20: 107-130 (1966).

6. Sarov |, Becker Y: RNA in the elementary bodies of trachoma agent. Nature.
217 849-852 (1968).

7. Sarov |, Becker Y: Trachoma agent DNA. J. Mol. Biol. 42: 581-589, (1969).

8. Weiss E: Adhenosine triphosphate and other requirements for the utilization of
glucose by agents of the psittacosis-trachoma group. J. Bacteriol. 90: 243-253
(19865).



9. Wang S-P, Grayston JT: Immunological relationship between genital TRIC,
lymphogranuloma venerum, and related organisms in a new microtitre indirect
immunofluorescence test. Am. J. Ophtalmol. 70: 367-374 (1970).

10. Wang S-P, Grayston JT, Alexander ER, Holmes KK: Simplified
microimmunofluorescence test with trachoma-lymphogranuioma venerum
(Chlamydia trachomatis) antigens for use a screening test for antibody. J. Clin.
Microbiol. 1. 250-255 (1975).

11. Grayston JT, Wang S: New knowledge of chlamydiae and the diseases they
cause. J. Infect. Dis. 132; 87-105 (1975).

12. Wang SP, Grayston JT: Three new serovars of Chlamydia trachomatis: Da,
la, and L2a. J. infect. Dis. 163: 403-405 (1991).

13. Black CM: Current methods of laboratory diagnosis of Chlamydia trachomatis
infections. Clin. Microbiol. Rev. 10: 160-184 (1997).

14. Hillis SD, A Nakashima, PA Marchbanks, DG Addiss, JP Davis: Risk factors
for recurrent C.trachomatis infections in women. Am. J. Obstet. Gynecol. 170:
801-806 (1994).

15. Dereli D, Ertem E, Serter D, Yiice K Evaluation of a direct fluorescent
antibody test for detection of Chlamydia trachomatis in endocervical
specimens. APMIS. 99: 961-964 (1991).

16. Ertem E., Dereli D, Serter D, Yiice K: Screening for Chlamydia trachomatis in
a Turkish population. Genitourin. Med. 67: 354 (1991).

70



17. Ertem E, Dereli D, Serter D, Tavmergen E, Capanoglu R: infertil kadinlarda
Chlamydia trachomatis insidansi. Turk Mikrobiyol. Cem. Derg. 21: 47 (1991).

18. Ertem E, Dereli D, Serter D, Engin O: izmir genelevinde calisan kadinlarda
Chlamydia trachomatis aragtiriimasi. Mikrobiyol. Bult. 27: 335 (1993).

19. Dereli D, Ertem E, Serter D, Kdse S, Haznedaroglu G: Konjunktival
érneklerde Chlamydia trachomatis arastiriimasi. Mikrobiyol. Bult. 327: 127
(1993).

20. Geng M, Agacfidan A, Yegenoglu Y, Turan O, Kuru 4, Mardh P-A: Screening
for Chlamydia trachomatis and Neisseria gonorrhceae in pregnant Turkish
women. Eur. J. Clin. Microbiol. Infect. Dis. 12: 395 (1993).

21. Yilmaz G, Turkoglu S, Gerikalmaz O, Badur S: istanbulda hayat kadinlarinda
Chlamydia trachomatis infeksiyonu prevalansinin enzim immunoassay (EIA)
ve Immunofloresan (DFA) yéntemleri ile saptanmasi. 6. Ulusal Antibiyotik ve
Kemoterapi (ANKEM) Kongresi, Ozet kitabi $:237, Antalya, (6-10 Mayis
1991).

22. Cengiz AT, Kiyan M, Cengiz L, Ugurel S:' Chlamydia trachomatis
infeksiyonlarinda laboratuvar tani yéntemleri. Tark. Mikrobiyol. Cem. Derg.
21: 359-379 (1991).

23. Agacfidan A: Chlamydia trachomatis infeksiyonlarinin tanisinda laboratuvar
yontemlerin yeri. Tark. Mikrobiyol.Cem. Derg. 23: 100-104 (1993).

24. Chernesky MA, JB Mahoney, S Castriciano, M Mores, 10 Stewart, SF Landis,
W Seidelman, ve ark: Detection of Chlamydia trachomatis antigens by

71



enzyme immunoassay and immunofluorescence in genital specimens from
symptomatic and asymptomatic men and women. J. infect. Dis. 154: 141-148
(1986).

25. Zhang JP, Stephens RS: Mechanism of C. trachomatis attachment to
eucaryotic host cells . Cell 89: 881 -889 (1992 ).

26. Bose SK, Goswami PC: Enhancement of adherence and growth of
Chlamydia trachomatis by Estrogen treatment of Hela cells . infect. immunol.
53: 646 -650 (1986).

27. Ustagelebi §: Bacteriology and molecular biology of Chlamydiae "Serter D et
al. FEMS workshop Human Chlamydial infections ” P. 9-23 , Ege Universitesi

Basimevi Bornova [zmir (1997) .

28. Moulder J W: interaction of Chlamydiae and host cells in vitro. Microbiol.
Rev. 55: 143-190 (1991).

29. Brade L, Schramek S, Schade U, Brade H: Chemical, biological and
immunochemical properties of Chlamydia psittaci lipopolysaccaride. Infect.
immun. 54: 568-574 (1986).

30. Newhall WJ, Jones BR: Disulfide-linked oligomers of the major outer
membrane protein of chlamydia . J. Bacteriol. 154: 998-1001 (1983).

31. Stephens RS , Mullenbach G, Sanchez-Pescador R , Agabian N: Sequence
analysis of the major outer membrane protein gene from C. frachomatis
serovar L2 . J. bacteriol. 168:; 1277-1282 (1986).

72



32. Gaydos CA, Quinn TC, Bobo LD, Eiden JJ: Similarity of Chlamydia
pneumoniae strains in the variable domain IV region of the major outer
membrane protein gene. Infect. Immun. 60: 5319-5323 (1992).

33. Campbell LA, Kuo CC, Grayston JT: Structural and antigenic analysis of
Chlamydia pneumoniae. Infect. Immun. §8; 93-97 (1990).

34. Caldwell HP, Perry LJ: Neutralization of Chlamydia trachomatis infectivitiy
with antibodies to the major outer membrane protein. Infect. Immun. 38: 745-
754 (1982).

35. Allen JE, Stephen RS: ldentification by sequence analysis of two-site
posttranslation processing of the cystein-rich outer membrane protein 2 of
Chlamydia trachomatis serovar L2. J. Bacteriol. 171: 285 -291 (1989).

36. Zhang YX, Watkins NG, Stewart S, Caldwell HD: The low molecular weight
mass, cysteine rich outer membrane proteine of Chlamydia trachomatis
possesses both biovar- and species- specific epitopes. Infect. Immun. 55:
2570-2573 (1987).

37. Kaufmann SHE: Heat shock proteins and immune response. Immunol.
Today. 11: 129 -136 (1990).

38. Danilition S L, Mac Lean | W, Peeling R et al: The 75-Kilodalton Protein of
Chlamydia trachomatis. A member of the heat shock protein 70 family? Infect.
Immun. 58:; 189 -196 (1990).

73



39. Wenman WM, Meusser RV: Chlamydia trachomatis elementary bodies
possess proteins witch bind to eucaryotic cells. J. Bacteriol. 169: 5152-5156
(1987).

40. Kaul R, Roy KL, Wenman WN: Clonning expression and primary structure of
a Chlamydia trachomatis binding protein. J. Bacteriol. 169: 5152-5156 (1987).

41. Harrison HR, Costin M, Meder JB, Bownds LM, Sim DA, Lewis M, Alexander
ER: Cervical Chlamydia trachomatis infection in university women:
relationship to history, contraception, ectopy, and cervicitis. Am. J. Obstet.
Gynecol. 153; 244-251 (1985).

42. Esen T, Erdogan T, Ander H: Genitolriner sistemin Chlamydia trachomatis
infeksiyonlari. Ang O et al. (ed), Chlamydia infeksiyonlari ve tanida yenilikler.
S: 12, Turk Mikrobiyoloji cemiyeti, i{U Basimevi ve Film merkezi istanbul
(1994).

43. Brunham RC, Paavonen J, Stevens CE, Kiviat N, Kuo CC, Critchlow CW,
Holmes KK: Mucopurulent cervicitis - the ignored counterpart in women of
urethritis in men. N. Engl. J. Med. 303: 1-6 (1984).

44. McCormack WM, Alport S, McComb DE, Nickols RL, Semine DZ, Zinner SH:
Fitheen-month follow up study of women infected with C.trachomatis. N. Engl.
J. Med. 300: 123 - 125 (1979).

45. Jones RB, Kate BP, Van der Pol B, Caine VA, Batteiger BE, Newhall WJ:
Effect of blind passage and multiple sampling on recovery of Chlamydia
trachomatis from urogenital specimens. J. Clin. Microbiol. 24: 1029 - 1033
(19886).



46. Stamm WE, Guinan ME, Johnson C, Starcher T, Holmes KK, McCormack
WM: Effect of treatment regimens for Neisseria gonorrhoeae on simultaneous
infection with Chlamydia trachomatis. N. Engl. J. Med. 310: 545-549 (1984).

47. Paavonen J, Kiviat N, Brunham RC, Stevens CE, Kuo CC, Stamm WE,
Miettinen A, Soules M, Eschenbach DA, Holmes KK: Prevalance and
manifestations of endometritis among women with cervicitis. Am. J. Obstet.
Gynecol. 152: 280-286 (1985).

48. Svensson L, Westrédm L, Ripa KT, Mardh PA: Differences in some clinical
and laboratory parameters in acute salpingitis releated to culture and clinical
findings. Am. J. Obstet. Gynecol. 138: 1017-1021 (1980).

49. Shannan D, Gau D: Chlamydial Fitz-Hugh / Curtis Syndrome. Lancet 24:
1216 (1986).

50. Paavonen J, Saikku P, Von Knorring J: Association of infection with
Chlamydia trachomatis with Fitz-Hugh-Curtis Syndrome. J. Infect. Dis. 144:
176 (1981).

51. Schwebke JR, Stamm WE, Handsfield HH: Use of sequential enzyme
immunoassay and direct fluorescent antibody tests for detection of Chlamydia
trachomatis infections in women. J. Clin. Microbiol. 28: 2473-2476 (1990).

52. Mocada J, Schachter J, Bolan G, Engelman J, Howard L, Mushahwar I
Confirmatory assay increases specifity of the Chlamydiazyme test for
Chlamydia trachomatis infection of the cervix. J. Clin. Microbiol. 28: 1770-
1773 (1990).

75



53. Mocada J, Schachter J, Shipp M, Bolan G, Wilber J: Cytobrush in collection
of cervical specimens for detection of Chlamydia trachomatis. J. Clin.
Microbiol. 27: 1863-1866 (1989).

54. Weiland TL, Noller KL, TF Smith, SJ Ory: Comparison of dacron-tipped
applicator and cytobrush for detection of chlamydial infections. J. Clin.
Microbiol. 26: 2437-2438 (1988).

55. Kellogg JA, Seiple JW, Klinedinst JL, Levisky JS: Comparison of
cytobrushes with swabs for recovery of endocervical cells and for
Chlamydiazyme detection of Chlamydia trachomatis. J. Clin. Microbiol. 30:
2988-2990 (1992).

56. Mahony JB, Chernesky MA: Effect of swab type and storage temperature on
the isolation of Chlamydia trachomatis from clinical specimens. J. Clin.
Microbiol. 22: 865-867 (1985).

57. Reeve P, j Owen, JD Oriel: Laboratory procedures for the isolation of
Chlamydia trachomatis from the human genital tract. J. Clin. Pathol. 28: 910-
914 (1975).

58. Ossewaarde JM, M Rieffe: Storage conditions of Chlamydia trachomatis
antigens. Eur. J. Clin. Microbiol. infect. Dis. 8: 658-860 (1989).

59. Chernesky MA, H. Lee, Schachter J, Burczak. JD, Stamm WE, McCormack
WM, Quinn TC: Diagnosis of Chlamydia trachomatis urethral infection in
symphtomatic and asymphtomatic men by testing first-void urine in a ligase
chain reaction assay. J. infect. Dis. 170: 1308-1311 (1994).

76



60. Lee HH, Chemesky MA, Schachter J, Burczak JD, WW Andrews, Muldoon
S, Leckie G, Stamm WE: Diagnosis of Chlamydia trachomatis infection
genitourinary infection in women by ligase chain reaction assay of urine.
Lancet. 345: 213-216 (1995).

61. Stamm WE, Tam M, Koester M, Cles L: Detection of Chlamydia trachomatis
inclusions in Mc Coy cell cultures with fluorescein conjugated monoclonal
antibodies. J. Clin. Microbiol. 17; 666-668 (1983).

62. Ripa KT, Mardh PA: Cultivation of Chlamydia trachomatis in cycloheximide
treated McCoy cells. J. Clin. Microbiol. 6; 328-331 (1977).

63. Stephens RS, C-C Kuo, MR Tam: Sensitivity of immunofluorescence with
monoclonal antibodies for detection of Chlamydia trachomatis inclusions in
cell culture. J. Clin. Microbiol. 16: 4-7 (1982).

64. Yoder BL, WE Stamm, CM Koester, ER Alexander: Microtest procedure for
isolation of Chlamydia trachomatis. J. Clin. Microbiol. 13:1036-1039 (1981).

65. Kuo CC, SP Wang, BB Wentworth, JT Grayston: Primary isolation of TRIC
organisms in HelLa 229 cells treated with DEAE - Dextran. J. Infect. Dis. 125
:665-668 (1972).

66. Kretch T, M Bleckmann, R Paatz: Comparison of Buffalo Green Monkey cells
and Mc Coy cells for isolation of Chlamydia trachomatis in a microtiter system.
J. Clin. Microbiol. 27; 2364-2365 (1989).

67. Ustacelebi S: Chlamydia Infeksiyonlarinin Laboratuvar Tanisi.”Chlamydia
infeksiyonlari ve Tanmida Yenilikler’(Ed: Ang O, Badur S, Adacfidan A). Turk

77



Mikrobiyoloji Cemiyeti Yayiri No:20 [.U. Basimevi ve film merkezi istanbul
(1994).

68. Tam MR, StammWE, Handsfield HH, Stephens R, Kuo C-C, Holmes KK,
Ditzenberger K, Crieger M, Nowinski RC: Culture Independent Diagnosis of
Chlamydia trachomatis using monoclonal antibodies. N. Engl. J. Med. 310:
1146-1150 (1984).

69. Jones MF, Smith TF, Houglum AJ, Hermann JE: Detection of Chlamydia
trachomatis in genital specimens by the Chiamydiazyme test. J. Clin.
Microbiol. 20: 465-467 (1984).

70. Roblin PM, Gelling M, Kutlin A, Tsumura N, Hammerschlag MR: Evaluation
of a new optical immunoassay for diagnosis of neonatal chlamydia
conjuctivitis. J. Clin. Microbiol. 35: 516-517 (1997).

71. Bailey RL, Arullendran P, Whittle HC, Mabey DCW: Randomized controlled
trial of single dose azithromycin in the treatment of trachoma. Lancet. 342:
453 (1993).

72. Workowskly KA, Lampe MF, WongKG, Watts MB, Stamm WE: Long term
eradication of Chlamydia trachomatis infection after antimicrobial therapy.
JAMA 270:2071 (1993).

73. Krohn K: Gynecological tissue levels of azithromycin. Eur. J. Clin. Microbiol.
Infect. Dis. 10:859 (1991).

74. Weber JT, Johnson RE: New treatments for Chlamydia trachomatis genital

infection. Clin. Infect. Dis. 20 (suppl 1): 66-71 (1995)



79

75. Orr P, Sherman E, Blanchard J, Fast M, Hammond Gz Brunham R :
Epidemiology of infection due to Chlamydia trachomatis in Manitoba, Canada.
Clin. Infect. Dis. 19: 876-883 (1994).

76. Magder LS, Klontz KC, Bush LH, Barnes RC: Effect of patient characteristics
on performance of an enzyme immunoassay for detecting cervical Chlamydia
trachomatis infection. J. Clin. Microbiol. 28: 781-784 (1990).

77. Quinn TC, Warfield P, Kappus E, Barbacci M, Spence M: Screening for
C.trachomatis infection in an inner-city population: A comparison of diagnostic
methods. J. Infect. Dis. 152: 419-423 (1985).

78. Dereli D, Ertem E, Serter D, Tavmergen E, Tavmergen E, Capanoglu R:
infertil kadinlarda Direkt floresan antikor ve enzim immunoassay yéntemleri ile
Chlamydia trachomatis insidansi: Yoéntemlerin karsilastinimasi. Tark.
Mikrobiyol. Cem. Derg. 23:110-112 (1993).

79. Cles LD, Bruch K, Stamm WE: Staining charasterictics of commercially
available monoclonal immunofluoresence reagents for diagnosis of Chlamydia
trachomatis infections. J. Clin. Microbiol. 26:1735-1737 (1988).

80. Quinn TC, Gupta PK, Burkman RT, Kappus EW, Barbacci M, Spence MR:
Detection of Chlamydia trachomatis cervical infection: A comparison of
Papanicolaou and immunofluorescent staining with ceil culture. Am. J. Obstet.
Gynecol. 157: 394-399 (1987).

81. Suchland KL, Counts JM, Stamm WE: Laboratory methods for detection of
Chlamydia trachomatis in Washington state. J. Clin. Microbiol. 35: 3210-3214
(1997).



80

82. Stamm WE: Diagnosis of Chlamydia trachomatis genitourinary infections. Ann.
Intern. Med. 108: 710-717 (1988).

83. Bladding J, Hirsch L, Stranton N, Wright T, Aarnaes S, Maza LM, Peterson EM:
Comparison of the Clearview Chlamydia, the PACE 2 assay, and culture for
detection of Chlamydia trachomatis from cervical specimens in a low -
prevalence population. J. Clin. Microbiol. 31: 1622-1625 (1993).

84. Kluytmans JAJW, Goessens WHF, Mouton JW, Rijsoort-Vos JH, Niesters
HGM, Quint WGV, et al: Evaluation of Clearview and Magic Lite tests,
polymerase chain reaction, and cell culture for detection of Chlamydia
trachomatis in urogenital specimens. J. Clin. Microbiol. 31: 3204- 3210 (1993).

85. Kellog JA, Seiple JW, Hick ME: Cross-reaction of clinical isolates of bacteria
and yeasts with the chlamydiazyme test for chlamydial antigen, before and after
use of a blocking agent. Am. J. Clin. Pathol. 97: 309-312 (1992).



Ek 1:

HASTA FORMU
Ornegin alindii tarih :
Ornek sira no :
Hastanin :

Adi Soyadi:

Yasl :
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Kullandi§i antibiyotikler :
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DFA
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