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ÖZET

Tüm dünyada cinsel yolla bulaşan bakteriyel hastalıklardan en yaygın olanı Chlamydia trachomatis en-
feksiyonlarıdır. C.trachomatis, trahom ve yenidoğan inklüzyon konjunktiviti gibi göz enfeksiyonlarına, ye-
nidoğanlarda pnömonilere, genitoüriner sistem enfeksiyonlarına ve süpüratif inguinal adenitle karakteri-
ze lenfogranüloma veneruma yol açabilmektedir. Bu çalışmada, genital enfeksiyon ön tanısıyla mikrobi-
yoloji laboratuvarına gönderilen klinik örneklerde C.trachomatis varlığının, hücre kültürü, direkt floresan
antikor (DFA) ve polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) yöntemleriyle araştırılması amaçlanmıştır. Çalışmaya,
Şubat-Mart 2010 tarihinde genital akıntı yakınmasıyla hastanemize başvuran 50 (49 kadın, 1 erkek) eriş-
kin hastadan alınan sürüntü örnekleri dahil edilmiştir. Örneklerde C.trachomatis antijeni ticari bir DFA
(PathoDx, Remel, ABD) yöntemiyle araştırılmış; etkenin izolasyonunda ise mikroplaklarda hazırlanan
McCoy hücre kültürleri kullanılmıştır. Hücre kültürlerinde C.trachomatis üremesi DFA ve iyot boyama yön-
temleri ile doğrulanmıştır. Örneklerde C.trachomatis DNA varlığının araştırılması için ticari bir PCR yönte-
mi (Chlamydia trachomatis 330/740 IC; Sacace, İtalya) kullanılmıştır. Çalışmamızda, 50 sürüntü örneği-
nin 4 (%8)’ünde DFA ile, 1 (%2)’inde hücre kültürü ile ve 1 (%2)’inde de PCR ile pozitiflik saptanmıştır.
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Her üç yöntemle de pozitif bulunan tek örneğin, çalışmadaki erkek hastaya ait üretral sürüntü örneği ol-
duğu izlenmiştir. Sadece DFA ile pozitifliğin saptandığı üç servikal sürüntü örneği ise yalancı pozitif ola-
rak değerlendirilmiştir. Hücre kültürü referans olarak alındığında DFA yönteminin duyarlığı %100, özgül-
lüğü %94; PCR yönteminin duyarlılığı ve özgüllüğü %100 olarak belirlenmiştir. Sonuç olarak, hücre kül-
türü altın standart olarak yerini korumakla birlikte, zaman alıcı olması ve uygulama güçlüğü nedeniyle
daha hızlı ve güvenilir olan PCR yönteminin, koşullar ve olanaklar dahilinde, C.trachomatis enfeksiyonla-
rının tanısında kullanılabileceği düşünülmüştür. Rutin klinik laboratuvarlarda pratik ve ucuz olması nede-
niyle tercih edilen DFA yönteminde ise, yalancı negatif ve yalancı pozitif sonuçların önlenebilmesi açısın-
dan, örneğin kaliteli olmasına, değerlendirmenin deneyimli personel tarafından yapılmasına ve her çalış-
mada kalite kontrollerinin kullanılmasına özen gösterilmesi gerektiği akılda tutulmalıdır.

Anahtar sözcükler: Chlamydia trachomatis; genital enfeksiyon; tanı; immünofloresans; PCR; hücre kültürü.

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.

GİRİŞ

Zorunlu hücre içi paraziti olan Chlamydia trachomatis, tüm dünyada en yaygın seksü-
el geçişli bakteriyel enfeksiyon ajanı olarak bilinir1. Geniş bir klinik spektrumda hastalık
oluşturabilen C.trachomatis, kronik keratokonjunktivit (trahom) ve yenidoğan inklüzyon
konjunktiviti gibi göz enfeksiyonlarına; yenidoğanlarda pnömonilere; genitoüriner sis-
tem enfeksiyonlarına ve süpüratif inguinal adenitle karakterize lenfogranüloma veneru-
ma yol açabilmektedir1. Kadınlarda genital C.trachomatis enfeksiyonlarının çoğu asemp-
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tomatik olarak seyretmekte ancak pelvik inflamatuvar hastalık ve tübal infertiliteye kadar
ilerleyebilmektedir2. 

C.trachomatis enfeksiyonlarının laboratuvar tanısı; kültür ve izolasyon, serolojik testler-
le antijen ve antikor tespiti, sitolojik inceleme ile inklüzyon cisimciklerinin araştırılması ve
moleküler yöntemlerle yapılmaktadır2,3. Bu çalışmada, genital enfeksiyon ön tanısıyla
mikrobiyoloji laboratuvarına gönderilen klinik örneklerde C.trachomatis varlığının, hücre
kültürü, direkt floresan antikor (DFA)  ve polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) yöntemleriy-
le araştırılması amaçlanmıştır.

GEREÇ ve YÖNTEM

Erciyes Üniversitesi Tıp Fakültesi Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dalı Vi-
roloji Laboratuvarında yapılan bu çalışma, Erciyes Üniversitesi Tıp Fakültesi İlaç Araştır-
maları Yerel Etik Kurulu onayı (4.11.2008 tarih ve 2008/548 no) ile gerçekleştirildi. Şu-
bat-Mart 2010 tarihleri arasında Erciyes Üniversitesi Tıp Fakültesi Gevher Nesibe Araştır-
ma ve Uygulama Hastanesi Kadın Hastalıkları ve Doğum Poliklinikleri ile Üroloji Polikli-
niklerine genital akıntı ön tanısıyla başvuran ve genital enfeksiyon düşünülen 50 hasta-
dan (49 kadın, 1 erkek) alınan sürüntü örneği çalışmaya dahil edildi. Genital akıntı ön ta-
nılı hastaların herbirinden ikişer adet steril plastik saplı dakron eküvyon ile üretral veya
servikal sürüntü örnekleri alındı. Sürüntü örneklerinden birisi PCR ve DFA için, diğeri ise
hücre kültüründe kullanılmak üzere C.trachomatis için özel taşıma besiyerine (Vircell, İs-
panya) koyularak -70°C’de saklandı. 

Örneklerden nükleik asit izolasyonu QIAamp DNA Mini Kiti (Qiagen, Almanya) kulla-
nılarak, kit prosedürüne uygun olarak çalışıldı. C.trachomatis DNA amplifikasyonu için
“Chlamydia trachomatis 330/740 IC” (Sacace, İtalya) kiti ile termal döngü cihazında (Ge-
neAmp PCR System 2700, Applied Biosystems) PCR uygulandı. PCR ürünleri jel elektro-
forezi ile değerlendirildi. Jel transilüminatörde UV ışık altında incelendi. Örnekler 330 baz
çifti (bç) uzunluğunda olan pozitif kontrol ile aynı bölgede bant verdiğinde pozitif kabul
edildi.

Sürüntü örneklerinde C.trachomatis antijeni, DFA (PathoDx, Remel, ABD) yöntemiyle
kit prosedürüne uygun olarak araştırıldı. Teflon kaplı lam üzerindeki kuyucukta hücre dı-
şında floresan veren en az 10 adet elementer cisim (EC) görüldüğünde test pozitif ola-
rak değerlendirildi.

Klinik örneklerden C.trachomatis izolasyonu, McCoy hücre kültürleri (Vircell, İspanya)
kullanılarak konvansiyonel yöntem ile yapıldı4. Kısaca; hücre kültürü şişelerinde tek taba-
ka olarak üretilen hücreler, 1 ml tripsin ile muamele edildi ve 5-10 dakika 37°C’de CO2’li
ortamda bekletilerek şişe yüzeyinden ve birbirlerinden ayrılmaları sağlandı. Daha sonra
10 ml hücre üretim besiyeri (MEM Eagle besiyeri 500 ml, 200 mM L-glutamin 6 ml, fe-
tal sığır serumu 55 ml) şişeye ilave edildi ve pipetaj yapılarak homojen hücre süspansi-
yonu elde edildi. Hücre süspansiyonunun üzerine 20 ml hücre üretim besiyeri eklendi ve
pipetaj yapılarak karıştırıldı. Bu süspansiyondan 24 kuyucuklu hücre kültürü plaklarının
her kuyucuğuna 1’er ml dağıtıldı ve 37°C’de %5 CO2‘li ortamda inkübe edildi. Hücrele-
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rin plak tabanını kaplayıp kaplamadığı invert mikroskobuyla kontrol edildi. Plak tabanı
hücre ile kaplandıktan sonra, üreme besiyeri hücrelere zarar vermeden pipetle alındı ve
1’er ml eşit oranlarda her kuyucuğa izolasyon besiyeri eklendi. Muayene maddesi içeren
taşıma besiyerleri iki dakika vorteklendi ve taşıma besiyerinden 500 µl alınarak hücre içe-
ren kuyucuklara ekim yapıldı. Plaklar 37°C’de %5 CO2‘li ortamda üç gün inkübe edildi.
Her gün invert mikroskobuyla hücreler incelendi ve günlük olarak izolasyon besiyeri de-
ğiştirildi. Hücre kuyucuklarının içindeki izolasyon besiyeri 72 saat sonra pipet yardımıyla
boşaltıldı. Her kuyucuğa 500 µl PBS solüsyonundan eşit oranlarda eklendi ve plak taba-
nındaki hücreler ucu künt plastik pastör pipetleri ile kazınarak pipetaj yapıldı. Hazırlanan
bu hücre süspansiyonunda DFA ve iyot boyama yöntemleriyle C.trachomatis antijenle-
ri/inklüzyonları araştırıldı5.

Süspansiyon haline getirilen hücrelerde DFA yöntemi (PathoDx Chlamydia Culture
Confirmation Kit, Remel, ABD) kit prosedürüne göre uygulandı. Preparatlar floresan mik-
rokobunda 10x ve 40x objektifle incelenerek C.trachomatis’e özgü floresan veren inklüz-
yon antijenleri araştırıldı. Her alanda bir adet floresan veren hücre görüldüğünde test po-
zitif olarak değerlendirildi.

İyot boyama yönteminde; hücre süspansiyonundan hazırlanan yayma oda ısısında ku-
rutulduktan sonra metanol ile fikse edildi ve üzerine iyot çözeltisi damlatılarak bir dakika
bekletildi. Preparat su ile yıkanarak boya fazlası uzaklaştırıldı ve immersiyon yağı ile ışık
mikroskobunda 100x objektifle incelendi. Değerlendirmede, sarı renkle boyanmış McCoy
hücreleri içinde koyu kahverengi inklüzyonların görülmesi pozitif olarak kabul edildi.

BULGULAR

Çalışmamızda, 49 servikal sürüntü örneğinin üçünde ve bir üretral sürüntü örneğin-
de olmak üzere toplam 50 örneğin 4 (%8)’ünde DFA ile C.trachomatis antijeni pozitif bu-
lunmuştur (Resim 1). Hücre kültürüne ekimi yapılan genital sürüntü örneklerinin %2
(1/50)’sinde DFA ve iyot boyama yöntemiyle C.trachomatis antijen/inklüzyonları saptan-
mış; PCR ile çalışılan örneklerin de %2 (1/50)’sinde C.trachomatis DNA’sı pozitif bulun-
muştur (Resim 2-4). Her üç yöntemle de pozitif bulunan örneğin üretral sürüntü örneği
olduğu izlenmiştir. DFA yöntemi ile C.trachomatis antijeni pozitif bulunan üç servikal sü-
rüntü örneğinde, hem PCR hem de hücre kültürü yöntemleri ile negatif sonuç alınmıştır
(Tablo I). 

Hücre kültürü altın standart olarak kabul edildiğinde, DFA yönteminin duyarlılığı
%100, özgüllüğü %94; PCR yönteminin duyarlılığı ve özgüllüğü ise %100 olarak bulun-
muştur.

TARTIŞMA

Günümüzde cinsel yolla bulaşan bakteriyel hastalıklardan en yaygın olanı C.trachoma-
tis enfeksiyonlarıdır. Dünya Sağlık Örgütü raporuna göre, dünyada her yıl 50 milyondan
fazla yeni C.trachomatis olgusunun ortaya çıktığını tahmin edilmekte, ancak kadınların
çoğunda (> %50) alt genital sistem enfeksiyonlarının asemptomatik olması nedeniyle ta-
nı konulamamaktadır2. Ülkemizde İzmir bölgesinde DFA yöntemiyle yapılan çeşitli çalış-
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Resim 1. Üretral sürüntü örneğinde DFA yöntemiyle saptanan C.trachomatis antijen pozitifliği.

Özüberk O, Gökahmeto¤lu S, Özçelik B, Ekmekçio¤lu O.

Resim 2. McCoy hücre kültüründe DFA yöntemiyle saptanan C.trachomatis antijen pozitifliği.

Resim 3. McCoy hücre kültüründe iyot boyama yöntemiyle saptanan C.trachomatis inklüzyon pozitifliği.



malarda, C.trachomatis enfeksiyon insidansının asemptomatik kadınlarda %23-27.3,
semptomatik kadınlarda %32.4-42, infertil kadınlarda %8.5-11.5, hayat kadınlarında
%25.4, konjunktivit olgularında ise %26.5 olduğu bildirilmektedir5-9. Ankara’da Özdağ
ve arkadaşlarının10 çalışmasında, kadın hastalıkları kliniğine başvuran semptomatik ve
asemptomatik kadınlarda C.trachomatis antijen pozitifliği DFA yöntemiyle %24.5
(49/200) olarak saptanmıştır. Ağaçfidan’ın11 İstanbul’da yaptığı çalışmada ise, risk gru-
bundaki 560 olguya ait klinik örneklerde hücre kültürü yöntemi ile C.trachomatis varlığı
araştırılmış; servikal örneklerde %19.2 (45/234), üretral örneklerde %15.2 (43/282) ve
rektal örneklerde %18.2 (8/44) oranında pozitiflik saptamıştır. Çiçek ve arkadaşlarının12

Ege Bölgesinde semptomatik olgularda C.trachomatis prevalansını araştırmak için yaptık-
ları çalışmada, McCoy hücre dizisi ile shell-vial yöntemi kullanılmış ve erkek hastaların
%20 (10/50)’sinden, kadın hastaların %20 (15/75)’sinden ve çocuk hastaların %30.8
(4/13)’inin konjunktival, %6.1 (12/195)’inin ise nazofarengeal örneklerinden C.tracho-
matis izole etmiştir. Bizim çalışmamızda, McCoy hücre kültürü yöntemiyle 50 genital sü-
rüntü örneğinin 1 (%2)’inden C.trachomatis izole edilmiştir. 

C.trachomatis enfeksiyonlarının tanısında DFA yöntemi, hızlı, pratik ve ekonomik ol-
makla birlikte, örneğin uygunluğu, kalitesi (epitel hücre içeriği) ve değerlendirmeyi ya-
pan kişinin deneyimine bağlı olarak özgüllük ve duyarlılığı değişebilmektedir13,14.
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Resim 4. PCR sonucu üretral örnekte C.trachomatis DNA pozitifliği (NTC: Negatif kontrol, PC: Pozitif kontrol,
M: Moleküler belirteç).

Tablo I. Sürüntü Örneklerinde DFA ve PCR Bulgularının Hücre Kültürü Bulgularıyla Karşılaştırılması

Hücre Kültürü Hücre Kültürü

Pozitif Negatif Pozitif Negatif

DFA Pozitif 1 3 PCR Pozitif 1 -

Negatif - 46 Negatif - 49
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Schwebke ve arkadaşları15, majör dış membran proteinine (MOMP) özgül antikorların
kullanıldığı bir DFA kitinin, hücre kültürüyle karşılaştırıldığında %99 duyarlılık ve %99.8
özgüllüğe sahip olduğunu bildirmişlerdir. Ertem ve arkadaşları6 ise, semptomatik ve
asemptomatik 93 kadından alınan endoservikal sürüntü örneğinde DFA yöntemiyle
C.trachomatis pozitifliğini %34.4 olarak saptamışlar; yöntemin duyarlılık ve özgüllüğünü
sırayla %50-96 ve %94-96 olarak rapor etmişlerdir. Dereli ve arkadaşları7, endoservikal
örneklerde C.trachomatis tespitinde DFA yönteminin duyarlılığını semptomatik ve
asemptomatik kadınlarda sırasıyla %84 ve %75, özgüllüğünü ise sırasıyla %89 ve %95
olarak bildirmişlerdir. Bizim çalışmamızda, MOMP’a özgül antikorların kullanıldığı DFA
yönteminin duyarlılığı %100 ve özgüllüğü %94 olarak bulunmuş; olgu sayısının az ol-
masına rağmen verilerimizin diğer çalışmaların sonuçları ile uyumlu olduğu görülmüş-
tür.

Son yıllarda moleküler yöntemler, mikrobiyolojinin tüm alanlarında olduğu gibi
C.trachomatis enfeksiyonlarının tanısında da hızlı ve duyarlı bir tanı aracı olarak kullanıl-
maktadır3,16. Cheng ve arkadaşları17 asemptomatik 1138 erkeğin üretral sürüntü örnek-
lerinde C.trachomatis’in araştırılmasında moleküler yöntemleri hücre kültürüyle karşılaş-
tırmışlar ve PCR yönteminin hücre kültürüne kıyasla daha duyarlı, ancak özgüllüğün bir-
birine benzer olduğunu ifade etmişlerdir. Olafsson ve arkadaşları18, yüksek risk grubun-
da yer alan 203 kadının servikal sürüntü örneğinde McCoy hücre kültürü ve PCR yön-
temleriyle, aynı hastaların idrar örneklerinde PCR yöntemiyle C.trachomatis varlığını araş-
tırmışlar; servikal sürüntü örneklerinde hücre kültürü ve PCR yöntemlerinin duyarlılığını
sırasıyla %87 ve %92, idrar örneklerinde PCR yönteminin duyarlılığını ise %95 olarak bil-
dirmişlerdir. Goessens ve arkadaşları19, ilk akım idrar örneklerinde C.trachomatis varlığını
farklı moleküler yöntemler (PCR, LCR, TMA) ile araştırmışlar; C.trachomatis prevalansını
%7.7 olarak tespit etmişler ve tüm yöntemlerle özgüllüğün %99’dan fazla olduğunu be-
lirtmişlerdir. Bizim çalışmamızda, kriptik plazmid gen bölgesinin hedef alındığı PCR yön-
teminde duyarlılık ve özgüllük %100 olarak bulunmuştur. 

Bu çalışmada, incelenen bir üretral sürüntü örneğinde hücre kültürü, PCR ve DFA yön-
temleriyle C.trachomatis pozitif olarak bulunmuş; 49 servikal sürüntü örneğinin ise üçün-
de DFA yöntemiyle pozitiflik saptanmıştır. Bu örneklerde hücre kültürü ve PCR yöntem-
leri negatif sonuç verdiğinden, elde edilen DFA sonucu yalancı pozitiflik olarak yorum-
lanmıştır. Çalışmamızda, C.trachomatis’in hücre kültüründen izolasyonu üç gün sonra so-
nuçlanırken, DFA ve PCR yöntemleri çalışma başladığı gün birkaç saat içerisinde tamam-
lanmıştır. Sonuç olarak, hücre kültürü altın standart olarak yerini korumakla birlikte, uy-
gun koşulların her zaman sağlanamaması ve uygulama güçlüğü nedeniyle daha hızlı, ko-
lay ve güvenilir bir yöntem olan PCR’nin C.trachomatis enfeksiyonlarının laboratuvar ta-
nısında -koşullar ve olanaklar dahilinde- kullanılabileceği düşünülmüştür. Rutin klinik la-
boratuvarlarda pratik ve ucuz olması nedeniyle tercih edilen DFA yönteminde ise, yalan-
cı negatif ve yalancı pozitif sonuçların önlenebilmesi açısından, örneğin kaliteli olması-
na, değerlendirmenin deneyimli personel tarafından yapılmasına ve her çalışmada kali-
te kontrollerinin kullanılmasına özen gösterilmesi gerektiği akılda tutulmalıdır.
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