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OZET

Tim diinyada cinsel yolla bulasan bakteriyel hastaliklardan en yaygin olani Chlamydia trachomatis en-
feksiyonlaridir. C.trachomatis, trahom ve yenidogan inkliizyon konjunktiviti gibi g6z enfeksiyonlarina, ye-
nidoganlarda pnémonilere, genitodriner sistem enfeksiyonlarina ve stipiratif inguinal adenitle karakteri-
ze lenfograniiloma veneruma yol acabilmektedir. Bu calismada, genital enfeksiyon on tanisiyla mikrobi-
yoloji laboratuvarina gonderilen klinik 6rneklerde C.trachomatis varhginin, hiicre kiltird, direkt floresan
antikor (DFA) ve polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) yontemleriyle arastiriimasi amaclanmistir. Calismaya,
Subat-Mart 2010 tarihinde genital akinti yakinmasiyla hastanemize basvuran 50 (49 kadin, 1 erkek) eris-
kin hastadan alinan siiriintii rnekleri dahil edilmistir. Orneklerde C.trachomatis antijeni ticari bir DFA
(PathoDx, Remel, ABD) yontemiyle arastirilmis; etkenin izolasyonunda ise mikroplaklarda hazirlanan
McCoy hiicre kilturleri kullanilmigtir. Hiicre kiiltirlerinde C.trachomatis liremesi DFA ve iyot boyama yon-
temleri ile dogrulanmistir. Orneklerde C.trachomatis DNA varliginin arastiriimasi icin ticari bir PCR yonte-
mi (Chlamydia trachomatis 330/740 IC; Sacace, Italya) kullanilmistir. Calismamizda, 50 striinti 6rnegi-
nin 4 (%8)’tinde DFA ile, 1 (%2)’inde hiicre kiltiird ile ve 1 (%2)'inde de PCR ile pozitiflik saptanmustir.
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Semptomatik Hastalarin Genital Striintii Orneklerinde Hiicre Kiltrii,

DFA ve PCR Yontemleriyle Chlamydia trachomatis’in Arastiriimasi

Her {i¢ yontemle de pozitif bulunan tek 6rnegin, calismadaki erkek hastaya ait Gretral striintii 6rnegi ol-
dugu izlenmistir. Sadece DFA ile pozitifligin saptandigi lg¢ servikal stiriintli 6rnegi ise yalanci pozitif ola-
rak degerlendirilmistir. Hiicre kiltlru referans olarak alindiginda DFA yonteminin duyarhigi %100, 6zguil-
1Ggu %94; PCR yonteminin duyarlihg ve 6zgiilligiu %100 olarak belirlenmistir. Sonug olarak, hiicre kiil-
tlrd altin standart olarak yerini korumakla birlikte, zaman alici olmasi ve uygulama glicliigii nedeniyle
daha hizli ve giivenilir olan PCR y&nteminin, kosullar ve olanaklar dahilinde, C.trachomatis enfeksiyonla-
rinin tanisinda kullanilabilecegi distintlmstar. Rutin klinik laboratuvarlarda pratik ve ucuz olmasi nede-
niyle tercih edilen DFA yonteminde ise, yalanci negatif ve yalanci pozitif sonuclarin énlenebilmesi agisin-
dan, érnegin kaliteli olmasina, degerlendirmenin deneyimli personel tarafindan yapilmasina ve her calis-
mada kalite kontrollerinin kullaniimasina 6zen gosterilmesi gerektigi akilda tutulmaldir.

Anahtar sozciikler: Chlamydia trachomatis; genital enfeksiyon; tani; immtinofloresans; PCR; hiicre kdiltcirti.

ABSTRACT

Chlamydia trachomatis infection is considered the most prevalent bacterial sexually transmitted dise-
ase worldwide. C.trachomatis causes eye infections such as trachoma and newborn inclusion conjuncti-
vitis, newborn pneumonia, genitourinary system infections and suppurative inguinal lymphadenitis na-
mely lymphogranuloma venerum. The aim of this study was to investigate C.trachomatis by direct flu-
orescent antibody (DFA), polymerase chain reaction (PCR) and cell culture methods in the clinical samp-
les sent to the microbiology laboratory with the prediagnosis of genital infections. A total of 50 swab
samples obtained from adult patients (49 female, 1 male) who were admitted to Erciyes University Hos-
pital, Kayseri, Turkey between February-March 2010, were included in the study. C.trachomatis antigens
were investigated by a commercial DFA (PathoDx, Remel, USA) method. McCoy cell cultures prepared
in microplate wells were used for the isolation of C.trachomatis. The growth of C.trachomatis in cell cul-
tures was confirmed by DFA and iodine staining methods. C.trachomatis DNA was investigated by com-
mercially available PCR (Chlamydia trachomatis 330/740 IC; Sacace, Italy) method. In our study, 4 (8%)
of the 50 swab samples were found positive with DFA, 1 (2%) was positive with cell culture, and 1 (2%)
was positive with PCR. The only sample that gave positive results with all of the three methods was an
urethral swab. Three cervical swab samples that were found positive only with DFA method was evalu-
ated as false positivity. When cell culture was considered as the reference method, the sensitivity and
specificity of DFA method were estimated as 100% and 94%, respectively, while those rates for PCR we-
re 100% and 100%, respectively. In conclusion, although cell culture is still the gold standard in the di-
agnosis of C.trachomatis. infections, since it is time consuming and difficult to apply, more rapid and re-
liable PCR methods may be applied in diagnosis. DFA method which is practical and cheap, is preferred
largely in routine laboratory practice. However, false negative and false positive DFA results should be
prevented by the maintainence of good quality clinical specimens, evaluation of the test by experienced
personnel and use of quality control samples in each run.

Key words: Chlamydia trachomatis; genital infection; diagnosis; immunofluorescence; PCR; cell culture.

GiRis

Zorunlu hucre i¢i paraziti olan Chlamydia trachomatis, tim dlinyada en yaygin seksu-
el gecisli bakteriyel enfeksiyon ajani olarak bilinir'. Genis bir klinik spektrumda hastalik
olusturabilen C.trachomatis, kronik keratokonjunktivit (trahom) ve yenidogan inkliizyon
konjunktiviti gibi g6z enfeksiyonlarina; yenidoganlarda pnémonilere; genitolriner sis-
tem enfeksiyonlarina ve stpuratif inguinal adenitle karakterize lenfograniiloma veneru-
ma yol acabilmektedir'. Kadinlarda genital C.trachomatis enfeksiyonlarinin cogu asemp-
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tomatik olarak seyretmekte ancak pelvik inflamatuvar hastalik ve tiibal infertiliteye kadar
ilerleyebilmektedir?.

C.trachomatis enfeksiyonlarinin laboratuvar tanisi; kiiltir ve izolasyon, serolojik testler-
le antijen ve antikor tespiti, sitolojik inceleme ile inklizyon cisimciklerinin arastiriimasi ve
molekiiler yontemlerle yapiimaktadir®®. Bu calismada, genital enfeksiyon 6n tanisiyla
mikrobiyoloji laboratuvarina gonderilen klinik 6rneklerde C.trachomatis variginin, hiicre
kultiru, direkt floresan antikor (DFA) ve polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) yontemleriy-
le arastinlmasi amaclanmigtir.

GEREC ve YONTEM

Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dali Vi-
roloji Laboratuvarinda yapilan bu calisma, Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi llac Aragtir-
malari Yerel Etik Kurulu onayi (4.11.2008 tarih ve 2008/548 no) ile gercgeklestirildi. Su-
bat-Mart 2010 tarihleri arasinda Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Gevher Nesibe Arastir-
ma ve Uygulama Hastanesi Kadin Hastaliklari ve Dogum Poliklinikleri ile Uroloji Polikli-
niklerine genital akinti 6n tanisiyla basvuran ve genital enfeksiyon dustiniilen 50 hasta-
dan (49 kadin, 1 erkek) alinan surlintii 6rnegi calismaya dahil edildi. Genital akinti 6n ta-
nili hastalarin herbirinden ikiser adet steril plastik sapli dakron ekiivyon ile Uretral veya
servikal surlintl 6rnekleri alindi. Stirtintii 6rneklerinden birisi PCR ve DFA igin, digeri ise
hicre kiltirinde kullaniimak tzere C.trachomatis icin 6zel tagima besiyerine (Vircell, is-
panya) koyularak -70°C’de saklandi.

Orneklerden niikleik asit izolasyonu QIAamp DNA Mini Kiti (Qiagen, Almanya) kulla-
nilarak, kit prosediriine uygun olarak calisildi. C.trachomatis DNA amplifikasyonu igin
“Chlamydia trachomatis 330/740 IC” (Sacace, italya) kiti ile termal déngu cihazinda (Ge-
neAmp PCR System 2700, Applied Biosystems) PCR uygulandi. PCR urnleri jel elektro-
forezi ile degerlendirildi. Jel transiliiminatérde UV 1sik altinda incelendi. Ornekler 330 baz
¢ifti (b¢) uzunlugunda olan pozitif kontrol ile ayni bélgede bant verdiginde pozitif kabul
edildi.

Suruntd orneklerinde C.trachomatis antijeni, DFA (PathoD,, Remel, ABD) yontemiyle
kit proseduriine uygun olarak arastirildi. Teflon kaplh lam Gzerindeki kuyucukta hiicre di-
sinda floresan veren en az 10 adet elementer cisim (EC) gorildigiinde test pozitif ola-
rak degerlendirildi.

Klinik 6érneklerden C.trachomatis izolasyonu, McCoy hiicre kiltirleri (Vircell, ispanya)
kullanilarak konvansiyonel yéntem ile yapildi*. Kisaca; hiicre kiiltiiri siselerinde tek taba-
ka olarak uretilen hiicreler, 1 ml tripsin ile muamele edildi ve 5-10 dakika 37°C’de CO,’li
ortamda bekletilerek sise ylizeyinden ve birbirlerinden ayrilmalari saglandi. Daha sonra
10 ml hicre tretim besiyeri (MEM Eagle besiyeri 500 ml, 200 mM L-glutamin 6 ml, fe-
tal sigir serumu 55 ml) siseye ilave edildi ve pipetaj yapilarak homojen hiicre stispansi-
yonu elde edildi. Hiicre stispansiyonunun tizerine 20 ml hiicre tretim besiyeri eklendi ve
pipetaj yapilarak karistirildi. Bu siispansiyondan 24 kuyucuklu hticre kiltiri plaklarinin
her kuyucuguna 1’er ml dagitildi ve 37°C’de %5 CO,’li ortamda inkibe edildi. Hiicrele-
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rin plak tabanini kaplayip kaplamadigi invert mikroskobuyla kontrol edildi. Plak tabani
hicre ile kaplandiktan sonra, lireme besiyeri hicrelere zarar vermeden pipetle alindi ve
1’er ml esit oranlarda her kuyucug@a izolasyon besiyeri eklendi. Muayene maddesi iceren
tasima besiyerleri iki dakika vorteklendi ve tagima besiyerinden 500 pl alinarak hiicre ice-
ren kuyucuklara ekim yapildi. Plaklar 37°C’de %5 CO,'li ortamda Gg¢ gun inkibe edildi.
Her giin invert mikroskobuyla hiicreler incelendi ve giinliik olarak izolasyon besiyeri de-
gistirildi. Hiicre kuyucuklarinin icindeki izolasyon besiyeri 72 saat sonra pipet yardimiyla
bosaltildi. Her kuyucuga 500 pl PBS soliisyonundan esit oranlarda eklendi ve plak taba-
nindaki hiicreler ucu kiint plastik pastor pipetleri ile kazinarak pipetaj yapildi. Hazirlanan
bu hiicre stispansiyonunda DFA ve iyot boyama yontemleriyle C.trachomatis antijenle-
ri/inkliizyonlari arastirild®.

Suspansiyon haline getirilen hucrelerde DFA yontemi (PathoD, Chlamydia Culture
Confirmation Kit, Remel, ABD) kit prosediriine gore uygulandi. Preparatlar floresan mik-
rokobunda 10x ve 40x objektifle incelenerek C.trachomatis’e 6zgi floresan veren inkliiz-
yon antijenleri arastirildi. Her alanda bir adet floresan veren hiicre gortldigiinde test po-
zitif olarak degerlendirildi.

iyot boyama yonteminde; hiicre stispansiyonundan hazirlanan yayma oda isisinda ku-
rutulduktan sonra metanol ile fikse edildi ve Gizerine iyot ¢Ozeltisi damlatilarak bir dakika
bekletildi. Preparat su ile yikanarak boya fazlasi uzaklastirildi ve immersiyon yagi ile 1sik
mikroskobunda 100x objektifle incelendi. Degerlendirmede, sari renkle boyanmis McCoy
hicreleri icinde koyu kahverengi inkliizyonlarin gorilmesi pozitif olarak kabul edildi.

BULGULAR

Calismamizda, 49 servikal striinti 6rneg@inin tglinde ve bir Uretral siiriinti 6rnegin-
de olmak tizere toplam 50 6rnegin 4 (%8)’linde DFA ile C.trachomatis antijeni pozitif bu-
lunmustur (Resim 1). Hiicre kilturiine ekimi yapilan genital strinti 6rneklerinin %2
(1/50)'sinde DFA ve iyot boyama yontemiyle C.trachomatis antijen/inklizyonlari saptan-
mig; PCR ile caligilan 6rneklerin de %2 (1/50)'sinde C.trachomatis DNA'si pozitif bulun-
mustur (Resim 2-4). Her li¢ yontemle de pozitif bulunan 6rnegin Uretral siirlintl 6rnegi
oldugu izlenmistir. DFA yontemi ile C.trachomatis antijeni pozitif bulunan Gg servikal su-
rintd orneginde, hem PCR hem de hiicre kiltirt yontemleri ile negatif sonug alinmistir
(Tablo I).

Hicre kultiri altin standart olarak kabul edildiginde, DFA yonteminin duyarlihg
%7100, 6zgulliglu %94; PCR yonteminin duyarlihgi ve 6zgilligi ise %100 olarak bulun-
mustur.

TARTISMA

Ginumizde cinsel yolla bulasan bakteriyel hastaliklardan en yaygin olani C.trachoma-
tis enfeksiyonlaridir. Diinya Saglik Orgiitii raporuna gére, diinyada her yil 50 milyondan
fazla yeni C.trachomatis olgusunun ortaya ciktigini tahmin edilmekte, ancak kadinlarin
cogunda (> %50) alt genital sistem enfeksiyonlarinin asemptomatik olmasi nedeniyle ta-
ni konulamamaktadir?. Ulkemizde izmir bélgesinde DFA yontemiyle yapilan cesitli calis-
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A

Resim 1. Uretral siiriintii érnedinde DFA yéntemiyle saptanan C.trachomatis antijen pozitifligi.

Resim 2. McCoy hiicre kiiltiiriinde DFA ydntemiyle saptanan C.trachomatis antijen pozitifligi.

Resim 3. McCoy hiicre kiiltiiriinde iyot boyama yéntemiyle saptanan C.trachomatis inkltizyon pozitifligi.
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HASTA I NTC I pc [l M

Resim 4. PCR sonucu tiretral 6rnekte C.trachomatis DNA pozitifligi (NTC: Negatif kontrol, PC: Pozitif kontrol,
M: Molektiler belirte).

Tablo 1. Siiriintii Orneklerinde DFA ve PCR Bulgularinin Hiicre Kiiltiirii Bulgulariyla Karsilastinimasi

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

malarda, C.trachomatis enfeksiyon insidansinin asemptomatik kadinlarda %23-27.3,
semptomatik kadinlarda %32.4-42, infertil kadinlarda %8.5-11.5, hayat kadinlarinda
9%25.4, konjunktivit olgularinda ise %26.5 oldugu bildirilmektedir*. Ankara’da Ozdag
ve arkadaglarinin'® calismasinda, kadin hastaliklari klinigine basvuran semptomatik ve
asemptomatik kadinlarda C.trachomatis antijen pozitifligi DFA yontemiyle %24.5
(49/200) olarak saptanmustir. Agacfidan’in'" istanbul’da yaptigi calismada ise, risk gru-
bundaki 560 olguya ait klinik 6rneklerde hiicre kiiltiri yontemi ile C.trachomatis varhg
arastirilmig; servikal 6rneklerde %19.2 (45/234), Uretral orneklerde %15.2 (43/282) ve
rektal 6rneklerde %718.2 (8/44) oraninda pozitiflik saptamistir. Cicek ve arkadaglarinin'?
Ege Bolgesinde semptomatik olgularda C.trachomatis prevalansini arastirmak icin yaptik-
lari calismada, McCoy hiicre dizisi ile shell-vial yontemi kullaniimis ve erkek hastalarin
%20 (10/50)'sinden, kadin hastalarin %20 (15/75)'sinden ve ¢ocuk hastalarin %30.8
(4/13)'inin konjunktival, %6.1 (12/195)’inin ise nazofarengeal 6rneklerinden C.tracho-
matis izole etmistir. Bizim calismamizda, McCoy hiicre kiltiri yontemiyle 50 genital su-
runtd 6rneginin 1 (%2)’'inden C.trachomatis izole edilmistir.

C.trachomatis enfeksiyonlarinin tanisinda DFA yontemi, hizli, pratik ve ekonomik ol-
makla birlikte, 6rnegin uygunlugu, kalitesi (epitel hiicre icerigi) ve degerlendirmeyi ya-
pan kisinin deneyimine bagli olarak 6zgiillik ve duyarlilidi degisebilmektedir'>'4.
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Schwebke ve arkadaslar'®>, majér dis membran proteinine (MOMP) 6zgiil antikorlarin
kullanildigr bir DFA kitinin, hiicre kultirtyle karsilastinldiginda %99 duyarlihk ve %99.8
6zgiillige sahip oldugunu bildirmislerdir. Ertem ve arkadaslar® ise, semptomatik ve
asemptomatik 93 kadindan alinan endoservikal siriintii 6rneginde DFA yontemiyle
C.trachomatis pozitifligini %34.4 olarak saptamislar; yontemin duyarlilik ve 6zgilligiinu
sirayla %50-96 ve %94-96 olarak rapor etmislerdir. Dereli ve arkadaslar’, endoservikal
orneklerde C.trachomatis tespitinde DFA yonteminin duyarlihidini semptomatik ve
asemptomatik kadinlarda sirasiyla %84 ve %75, 6zgulliguni ise sirasiyla %89 ve %95
olarak bildirmislerdir. Bizim calismamizda, MOMP’a 6zgul antikorlarin kullanildigi DFA
yonteminin duyarlihgr %100 ve 6zgilligu %94 olarak bulunmus; olgu sayisinin az ol-
masina ragmen verilerimizin diger calismalarin sonuglari ile uyumlu oldugu gérulmus-
tar.

Son yillarda molekiler yontemler, mikrobiyolojinin tim alanlarinda oldugu gibi
C.trachomatis enfeksiyonlarinin tanisinda da hizli ve duyarl bir tani araci olarak kullanil-
maktadir>'®. Cheng ve arkadaslar'” asemptomatik 1138 erkegin uretral siiriintii drnek-
lerinde C.trachomatis’in arastirlmasinda molekdler yontemleri hiicre kiltiruyle karsilas-
tirmiglar ve PCR yonteminin hiicre kiltiriine kiyasla daha duyarli, ancak 6zgulligin bir-
birine benzer oldugunu ifade etmislerdir. Olafsson ve arkadaslari'8, yiiksek risk grubun-
da yer alan 203 kadinin servikal surtinti 6érneginde McCoy hticre kiilttri ve PCR yon-
temleriyle, ayni hastalarin idrar 6rneklerinde PCR yontemiyle C.trachomatis varligini aras-
tirmuglar; servikal siriint 6rneklerinde hiicre kilttri ve PCR yontemlerinin duyarlihgini
sirastyla %87 ve %92, idrar 6rneklerinde PCR yonteminin duyarliigini ise %95 olarak bil-
dirmislerdir. Goessens ve arkadaslar'?, ilk akim idrar érneklerinde C.trachomatis varhigini
farkl molekuler yontemler (PCR, LCR, TMA) ile arastirmiglar; C.trachomatis prevalansini
%?7.7 olarak tespit etmisler ve tiim yontemlerle 6zgulligin %99’dan fazla oldugunu be-
lirtmislerdir. Bizim ¢calismamizda, kriptik plazmid gen bolgesinin hedef alindigi PCR yon-
teminde duyarlhk ve 6zgiillik %100 olarak bulunmustur.

Bu calismada, incelenen bir Uretral siiriintl 6rneginde hiicre kdilttrd, PCR ve DFA yon-
temleriyle C.trachomatis pozitif olarak bulunmus; 49 servikal siirintli 6rneginin ise Gglin-
de DFA yontemiyle pozitiflik saptanmistir. Bu 6rneklerde hiicre kiltiiri ve PCR yontem-
leri negatif sonug verdiginden, elde edilen DFA sonucu yalanc pozitiflik olarak yorum-
lanmistir. Calismamizda, C.trachomatis’in hicre kiltirtiinden izolasyonu tg¢ gin sonra so-
nuclanirken, DFA ve PCR yontemleri calisma basladigi glin birkag saat icerisinde tamam-
lanmistir. Sonug olarak, hicre kiltird altin standart olarak yerini korumakla birlikte, uy-
gun kosullarin her zaman saglanamamasi ve uygulama gticliigu nedeniyle daha hizli, ko-
lay ve guvenilir bir yontem olan PCR’nin C.trachomatis enfeksiyonlarinin laboratuvar ta-
nisinda -kosullar ve olanaklar dahilinde- kullanilabilecedi distinilmustir. Rutin klinik la-
boratuvarlarda pratik ve ucuz olmasi nedeniyle tercih edilen DFA yonteminde ise, yalan-
1 negatif ve yalancl pozitif sonuclarin 6nlenebilmesi acisindan, ornegin kaliteli olmasi-
na, degerlendirmenin deneyimli personel tarafindan yapilmasina ve her calismada kali-
te kontrollerinin kullanilmasina 6zen gosterilmesi gerektigi akilda tutulmalidir.
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