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OZET

Zorunlu hiicre ici bakteriyel patojenler olan klamidyalar, evrimsel gelisimleri sirasinda tek hiicreli
okaryotik canlilardan cok hiicreli 6karyotik canlilara dogru yayilim gostermistir. Bu grubun en 6nemli ti-
ri olan Chlamydia trachomatis, evrimsel gelisim sonucunda Ug biyotipe ayrilmis ve bunlardan iki tanesi
(Trachoma ve LGV) sadece insanlar icin patojen hale gelmistir. Baglangicta klamidyalarin yiiksek konak
0zgulligu gosterdigi dusiintlmis ve bu durum zaman icerisinde gelisen konak-parazit arasindaki uyum-
la aciklanmistir. Ancak bazi arastirmalar, bu bakterilerin laboratuvar hayvanlarinda, embriyonlu yumurta-
da ve in vitro hiicre kiltirlerinde de Ureyebildigini gostermistir. Bu calismada, insanlar icin 6zgiin enfek-
siyon etkeni olan C.trachomatis’in atik sigir fetuslarinda olasi enfeksiyon etkeni olarak arastirilmasi amac-
lanmistir. Calismaya 90 adet atik sigir fetusu alinmis ve 6ncelikle duistik etkeni olabilecek diger bakterile-
rin varligi geleneksel mikrobiyolojik yontemlerle arastirimistir. Bu yontemlerle herhangi bir bakteriyel et-
kenin saptanmadigi 23 (%25.6) 6rnek klamidya varligi yéniinden incelenmistir. Bu amacla, doku 6rnek-
leri embriyonlu yumurta sari kesesine ekilmis ve ilk 24 saatten sonra élen embriyonlarin sari kese memb-
ranindan siirme preparatlar hazirlanarak Giemsa boyama ile inkliizyonlar yoniinden degerlendirilmistir.
Bu 23 ornekte C.trachomatis’e 6zgll antijen ve glikojen inkliizyonlarinin varligi, parafine gémiilen fetal
doku kesitlerinin sirasiyla immuinohistokimyasal ve lugol (iyot) boyama yontemleri ile incelenmesiyle
arastinlmistir. Immiinohistokimyasal yéntem, C.trachomatis majér dis membran proteinlerine 6zgiil isa-
retli antikorlar kullanilarak immiinoperoksidaz boyama ile gerceklestirilmistir. Sonug olarak, degerlendiri-
len 23 6rnegdin bes tanesinde (%21.7) her li¢ yontemle de (Giemsa, imminoperoksidaz ve lugol boya-

* Bu galisma, Erzurum Veteriner Kontrol ve Arastirma Enstitlisii Laboratuvarlarinda yiiriitiilmiis olup, kismen Atatiirk
Universitesi Rektorligiiniin bilimsel arastirma projeleri fonu (No: 2005/183 ve 2005/184) ile desteklenmistir. Calis-
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ma) C.trachomatis pozitifligi saptanmistir. Calismamizin bulgulari, C.trachomatis’in insandan baska yeni
konak tiirlerine uyum kazanabilecegini distindiirmekle birlikte, konu ile ilgili daha ileri calismalara gerek
duyulmaktadir. Bulgularimiz ayrica, C.trachomatis enfeksiyonlarinin bulasinda olasi yeni enfeksiyon kay-
naklarinin distiniilmesi gerektigini de glindeme getirmektedir.

Anahtar sézciikler: Chlamydia trachomatis, konak 6zglilliigii, immiinoperoksidaz boyama, lugol boya-
ma, atik sigir fetusu.

ABSTRACT

Chlamydiae, which are obligate intracellular bacterial pathogens, have been radiated from single-cel-
led eukaryotes into multi-celled hosts during their evolution. Chlamydia trachomatis one of the impor-
tant species in this group, is classified into three biovars as a result of their evolution. Two of those bi-
ovars, Trachoma and LGV, are pathogens only in humans. Initially, the presence of a high specificity bet-
ween the host and chlamydiae has been recognized and this relation has been considered as an adap-
tation mechanism. However, some studies have indicated that chlamydiae can also grow in laboratory
animals, yolk sacs of embryonated eggs and in vitro cell cultures. The aim of this study was to investi-
gate if C.trachomatis human specific biovars are possible infectious agents in the aborted bovine fetuses.
Ninety aborted bovine fetuses were included in the study, and the bacteria which could be the causati-
ve agents for abortion were searched by conventional microbiological methods. Twenty-three (25.6%)
abortion materials which have yielded negative results with these methods for the presence of bacterial
agents other than chlamydiae, were further evaluated in terms of the presence of C.trachomatis. For this
purpose the samples were inoculated into the yolk sac of embryonated eggs and the slides prepared
from the yolk sac membranes of embryons died after 24 hours of inoculation, were examined for the
presence of inclusion bodies by staining with Giemsa method. The presence of C.trachomatis specific an-
tigens and glycogen inclusions in those 23 samples were also investigated by immunohistochemical and
Lugol’s iodine staining methods, in the fetal tissue samples which were embedded in paraffin. Immuno-
histochemical method was performed with immunoperoxidase staining by the use of specific antibodi-
es against C.trachomatis major outer membrane proteins. As a result, 5 (21.7%) of the 23 samples we-
re found positive for C.trachomatis with three of the methods (Giemsa, immunoperoxidase and lugol sta-
inings). Although the data of our study have supported that chlamydiae can adapt to new host species
other than humans, further advanced studies are needed on this subject. Our results have also empha-
sized that novel routes of transmission should be considered for C.trachomatis infections.

Key words: Chlamydia trachomatis, host specificity, immunoperoxidase staining, iodine staining, aborted
bovine fetus.

GiRis

Zorunlu hiicre ici yasama gereksinim gosteren ve en kiicuk bakteri grubu olarak ka-
bul edilen klamidyalar, kendilerine 6zgii bir cogalma déngiisiine sahiptir'. Bu gruptaki
en O6nemli patojen olan Chlamydia trachomatis, diinyada cinsel yolla bulasan etkenler
arasinda ilk siralarda yer almaktadir'-2, Kadin ve erkeklerde akut enfeksiyonlarin yani sira
firsatci enfeksiyonlara da yol acan bu bakteri, kadinlarda st genital yollarda yerlestigin-
de uzun doénemde ciddi komplikasyonlar olusturabilmektedir. U¢ biyotipi bulunan
C.trachomatis, hiicre duvarindaki major dis membran proteinleri (MOMP)'ne karsi mey-
dana gelen immin yanita gore serotiplere ayrilmaktadir. Okiilo-genital hastaliklarla ilis-
kili olan “Trachoma” biyotipinin A’dan K’ya kadar harflerle ifade edilen 11 ve bunlarin
yani sira Ba, Da ve la olmak Uzere toplam 14 serotipi mevcuttur. A, B, Ba ve C serotip-
leri trahom hastaligina; B, Ba ve A-K serotipleri daha ziyade cinsel yolla bulagan hastalik-
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lara ve inkliizyon konjunktivitine neden olur. Bakterinin “LGV” biyotipi ise lenfograntilo-
ma venerum (LGV) hastaligina yol acar ve L1, L2, L2a ve L3 serotiplerine sahiptir. C.trac-
homatis’in tglinci biyotipi olan “Mouse Pneumonitis” ise insanda hastalik olusturmamak-
tadir'3. Enfeksiyonlar, insanlar arasinda herhangi bir vektér gerekmeksizin, damlacik yo-
lu, yakin temas, ortak egya kullanimi ve cinsel yolla dogrudan yayilmaktadir.

Klamidya ile bulundudu konak arasinda zaman icerisinde gelisen uyum, konak 6zg(il-
[Gglnl olusturmustur ve bu da Chlamydiaceae ailesine ait bakterilerin ekolojik siniflan-
dirmasinda kullanilan kriterlerden biri olmustur®*. Ancak daha sonra, klamidya enfeksi-
yonu ile birlikte, diger bakteri ve virus enfeksiyonlari ile konaga ait durumlarin da deger-
lendirilmesi gerektigi distntlmustdr. Nitekim bircok Chlamydia tiriinin embriyonlu yu-
murtanin sari kesesinde Uretilmesi, C.trachomatis'in 6kiizlerden (kisirlastirilmis boga) izo-
le edilmesi, insan izolati C.pneumoniae’nin amiplerde Uretilmesi, C.pecorum’un koyun ve
sigir izolatlari ile C.trachomatis insan izolatlarinin kobaylarda ve farelerde tretilmesi, kus-
lardan izole edilen C.psittaci’'nin memelilerde ve kara kaplumbadalarinda tretilmesi, kla-
midyalarin siniflandirmasinda konak 6zgulligindn kesin belirleyici bir kriter olarak kulla-
nilamayacagini disiindiirmektedir*. Bu gériisten hareketle bu calismada, insanlarda
enfeksiyon etkeni olan ve diistige sebep olabilecedi bilinen C.trachomatis’in sigirlar icin
de patojen olup olmadigini sorgulamak amaciyla, atik sigir fetuslarinda diistige sebep
olabilecek herhangi bir bakteriyel etkenin saptanamadigi 6rneklerde, C.trachomatis’in
immunoperoksidaz ve iyot boyama yontemleri ile arastinlmasi planlanmugtir. Literatir in-
celemelerinde bir benzerine rastlayamadigimiz bu calisma, insana 6zgln bir bakterinin
farkh bir konaktan izole edilmesini amaclamanin yani sira, insanlar icin yeni bir enfeksi-
yon kaynadi olasihgini da glindeme getirmesi bakimindan 6nemlidir.

GEREC ve YONTEM

Calismada, 2006 yilinda Erzurum Veteriner Kontrol ve Arastirma Enstitlist Laboratu-
varlarina génderilen 90 adet atik sigir fetusu (diisiik materyali) kullanildi. Ornekler ilk
asamada, Chlamydia disinda dusiik etkeni olabilecek diger bakterilerin variginin arasti-
rnimasi icin geleneksel bakteriyolojik yontemler ile degerlendirildi’.

Klamidya kiilturi icin fetal doku ve organlardan uygun kosullarda hazirlanan 6rnek-
ler, 6-8 guinlik embriyonlu tavuk yumurtasi sari kesesine ekildi ve kontrol grubu embri-
yonlu yumurtalariyla birlikte 37°C’de %75-80’lik nemli kulucka ettivlerinde inklibasyona
birakildi®. ilk 24 saat icinde 6len embriyonlar degerlendirmeye alinmadi ve tekrar ayni
orneklerden yeni yumurta ekimleri yapildi. ilk 24 saatten sonra 6len embriyonlar agildi
ve yumurta sari kesesi membranindan hazirlanan siirme preparatlar (frotti) Giemsa ile
boyanarak inkliizyonlar yoniinden degerlendirildi. Ekimleri izleyen 10 gunlik inkibas-
yon déneminde 6len embriyonlardan hazirlanan preparatlara da Giemsa boyasi uygu-
land; 6lum gorilmeyen ornekler ise negatif kabul edilmeden 6nce iki kor pasaj daha ya-
pilarak ayni islem yiritildi®.

imminohistokimyasal yontemde, sigir disiik materyallerinden hazirlanan parafin do-
ku kesitlerinde C.trachomatis'in MOMP’lerine 6zgul antikorlar kullanilarak immuin isaret-
leme yapildi. Bu amacla fetal karaciger, akciger ve dalaktan alinan doku ornekleri
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%10’luk notral formalinde tespit edildikten sonra rutin histolojik yontem kullanilarak pa-
rafine gémiildi®'°. Dustik etkeni olabilecek herhangi bir bakteriyel etken saptanamayan
érneklerin parafin doku bloklarindan “Leica® Jung RM 2055 Rotary Microtom” cihazi
kullanilarak 4-5 pm kalinhiginda kesitler alindi ve immiinoperoksidaz (iP) boyama yapil-
di’. Bu boyama icin, standart avidin-biotin-peroksidaz yéntemini kullanan ticari bir kit
(Cadenza Tags peroxidase kit with AEC; Catalog no: 407300, Shandon Immunon-Ther-
mo Electron, Pittsburg, PA, USA) kullanildi. Primer antikor olarak kecide hazirlanmis an-
ti-C.trachomatis EBs polyclonal 1gG (AbD Serotec®; Catalog number: 1990-0404, Ox-
ford, UK) kullanildi. Avidin-biotin kompleks iP boyama islemi, “Sequenza™ Immunosta-
ining Center” (Shandon, Pittsburgh, PA, USA) cihazinda manuel olarak yapildi®'3. Pri-
mer antikor sollisyonunun en uygun dillisyon orani ve uygulama siresi, farkli siireler ve
dilisyonlar denenerek belirlendi. En iyi sonuclar, primer antikorun 37°C’de, 1 saat siire
ve 1/400 dilisyonda uygulanmasi ile elde edildi. Hematoksilen ile zemin boyamasi ya-
pildiktan sonra, lamlar su bazl bir kapatma maddesi olan “GVA mounting solution”
(Zymed® Laboratories; Catalog no: 00-8000) kullanilarak lamel ile kapatildi. Preparatlar
bir Olympus C5050 dijital kamera ekipmanli Olympus CX41 (Tokyo, Japan) arastirma
mikroskobunda incelenerek resimleri cekildi. Ayrica, IP boyama sonucunda C.trachoma-
tis antijeni saptanan doku orneklerinin mevcut parafin bloklarindan hazirlanan yeni ke-
sitlere, 25 dakika siireyle lugol (iyot) soliisyonu uygulandi' ve steril distile su ile yikan-
diktan sonra zemin boyamasi icin 90 saniye hematoksilen ile boyandi. Lamelle kapatil-
diktan sonra Olympus CX41 mikroskobunda incelenerek fotograflari cekildi.

BULGULAR

Calismaya dahil edilen 90 adet atik sigir fetusunun 23’tinde, geleneksel bakteriyolojik
yontemlerle dusuik sebebi olabilecek baska bir bakteriyel etken gdsterilememistir. Bu 23
atik fetusa ait 6rnegin embriyonlu yumurta ekimlerinde, 24 saatten sonra 6len embri-
yonlarin 5 (%21.7)'ine ait sari kese yayma preparatinda Giemsa boyama ile inkliizyon
cisimcikleri gorilmis; ayni érnekler IP ile boyama sonucunda da C.trachomatis elemen-
ter cisimleri yontinden pozitif bulunmustur (Resim 1a ve 1b). Ayrica, IP ile C.trachoma-
tis antijeni saptanan 5 doku 6rneginin lugol ile boyali preparatlarinda, 6zellikle makro-
fajlarin icinde koyu kahverengiden siyaha kadar degisen renklerde intrasitoplazmik ink-
lizyonlar saptanmistir (Resim 1c ve 1d). Siyah boyanan hiicre ici inklizyon cisimcikleri-
nin, makrofajlar tarafindan fagosite edilen bakterinin glikojen depolarindan kaynaklandi-
g1 dusgtinilmis; konagin hepatosit ve kondrosit gibi diger hiicre tiplerinde gozlenen gli-
kojen depolarindan farkli olarak daha belirgin koyulukta olan bu inkliizyonlarin, 6zellik-
le akciger kesitlerinde alveoler makrofajlar icinde lokalize oldugu izlenmistir.

TARTISMA

Guniimuzde en cok ilgi goren insan patojenleri arasinda yer alan klamidyalar, insan
ve hayvanlarda ciddi hastaliklara yol agmaktadir. C.trachomatis’in laboratuvar tanisin-
da, 1970 ve 1980’li yillarda yaygin olarak kullanilan hicre kiltirleri ve embriyonlu yu-
murtadan izolasyon gibi geleneksel mikrobiyolojik yontemler, giiniimiizde yerini daha
pratik ve hizli yéntemlere birakmistir?. Bu amacla, klinik érneklerde bakteriyel antijen-

602 MiKROBIYOLOJi BULTENI




Ozbek A, Ozbek E, Kalkan Y, Temur A, Kiiclikkalem OF.

T

Resim 1. Atik sigir fetuslarindan alinan akcidger kesitlerinin immiinoperoksidaz (a, b) ve lugol (c, d) ile boyan-
diktan sonra elde edilen isik mikrograflari. Beyaz ok, C.trachomatis elementer cisimlerine ait antijenlerin pozi-
tif oldugu alanlari; siyah ok, 6zellikle alveoler makrofajlar icinde siyah renkte boyanmis glikojen inkliizyonla-
rini géstermektedir (Barlarin uzunlugu: 60 ym).
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lerin tespitini mimkin kilan enzim ve floresan temelli yontemler (sirasiyla, EIA ve DFA)
ve immunoperoksidaz (iP) gibi imminohistokimyasal yontemlerin yani sira, MOMP
gen bolgelerini (ompA-omp1) saptayabilen ya da gen dizi analizi yapilabilen moleku-
ler yéntemler de kullanilabilmektedir?#. Calismamizda da, sigir fetusu 6érneklerinde
C.trachomatis’e 6zgil MOMP antijenleri iP yontemiyle gdsterilmistir. Ancak bu yon-
temle, patojenite ve konak 6zgilligl yoniinden farkh ozellikler gosteren iki biyotip
olan Trachoma ve LGV arasinda ayirim yapilabilmesi, capraz reaksiyon olasiliyi nede-
niyle mimkiin olmamustir.

Klamidyalarin dogadaki yayihminda evrimsel gelisimin roli oldugu ve bu bakterile-
rin tek hicreli 6karyotlardan ¢ok hicreli konaklara dogru bir yayihm gostermis olabi-
lecegi disiinilmektedir>*. Bu yayiim, hayvan hiicresindeki “yogun segici baski” ile
tim klamidya gruplarini etkilemis ve ailenin tiim tyeleri omurgalilarda enfeksiyon et-
keni olma ozelligi kazanmistir. Zaman igerisinde klamidya-hayvan tirl arasindaki
adaptasyon, ekolojik olarak farkli klamidya popiilasyonlarini ortaya cikarmistir>*. Bu
“yogun secici baski” her zaman icin rRNA dizileri tzerinde fazla etkili olmamissa da,
DNA-DNA homolojilerinde dikkate deger farklari olusturmustur. DNA dizilerindeki
farklilasmalar bakterilerin gen buyukliklerini etkilemelerinin yani sira, 6zellikle bakteri-
nin glikojen olusturma yeteneklerinde ve siilfadiazin duyarliiginda farkliliklara yol ag-
mugtir. Bakterinin glikojen Gretmesi, besin ihtiyacinin tam olarak karsilanamamasi ile
iliskilidir. Dolayisiyla beslenme eksikligi olmayan klamidya turlerinde bu gen bélgesi
zaman icerisinde delesyona ugramistir®*. Ancak bu gen bélgesi C.trachomatis'te mev-
cut oldugundan, diger klamidya tlrlerinden farkli olarak glikojen inklizyonlar icer-
mektedir ve bu calismada lugol boyama ile incelenen dokulardaki makrofajlarda belir-
gin olarak gosterilmistir.

Yapilan bazi calismalarda, C.suis ve C.muridarum suslarinin C.trachomatis ile benzer
MOMP yapilarina sahip olabilecedi ve bu nedenle immiinolojik testlerde capraz reak-
siyon verebilecedi; ayrica zaman zaman ve ¢ok az miktarda glikojen sentezleyebilece-
gi ifade edilmektedir*'®. Calismamizda kullanilan primer antikorlar, olasi capraz reak-
siyonlar yonliinden giivenilir olabilmesi amaciyla degisik dilisyonlarda denenmis ve en
uygun sonug¢ 1/400 dilisyonda elde edilmistir. Glikojen birikiminin gosterilmesinde
gecerli ve pratik bir yontem olan lugol boyamanin uygulandigi preparatlarda gozle-
nen siyah renkteki yogun sitoplazmik inkliizyonlar ise bakteriyel glikojen birikimi ola-
rak degerlendirilmistir. Bu yogun inklizyonlarin iP boyamayla pozitif olan érneklerde
goOzlenmesi ve son derece belirgin olmasi, C.trachomatis’e ait glikojen birikimleri sek-
linde yorumlanmustir.

Sonug olarak, C.trachomatis’in guvenilir kabul edilemeyecek bir konak 6zgulligu-
nin oldugu dislincesinden hareketle yapilan bu calismada, atik sigir fetusu dokulari-
nin %21.7'sinde C.trachomatis antijen varligi gosterilmis ve baska bir bakteriyel etken
saptanamadigi icin distige yol acabilecek bir enfeksiyon etkeni olabilecedi distndl-
mdstir. Bu durum, bakteri ile farkli konak arasinda zamanla gelismesi olasi uyum me-
kanizmalariyla aciklanabilir. Klamidyalarin evrimsel gelisimini aciklayan calismalara kat-
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ki saglayacagini disindiigiimiiz bu arastirma ayni zamanda, enfeksiyon zincirinde yer
alabilecek yeni bir bulasg kaynagini da tanimlamaktadir.
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