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- CHLAMYDIA INFEKSIYONLARINDA
MIKROBIYOLOJIK TANI

Ali AGACFIDAN

Giintimilzde Chlamydia infeksiyonlars tibbi yonden son derece ciddi problemlere se-
bep olup, kadin hastaliklan ve dogum, iiroloji, veneroloji, gocuk sagligi ve hastahklari, gz
hastaliklari, kardiyoloji, gogiis hastaliklar, romatoloji gibi birgok anabilim dahm dogru-
dan ya da dolayh olarak ilgilendirmektedir(1-3,9). Insanda infeksiyon etkeni olarak sapta-
nan Chlamydia cinsinden mikroorganizmalar iig tiirde toplanmstir. Bunlar C.trachomatis,
C.pneumoniae ve C.psittaci’dir. Chlamydia infeksiyonlan arasinda C.trachomatis cinsel
temasla bulasan hastaliklar (CTBH) arasinda $nemli yer tutmakta ve dzeflikle bati tilkele-
rinde CTBH arasinda en sik saptanan patojen olarak belirlenmektedir, Bu nedenle de
Chlamydia infeksiyonlarmim tanisimda kullamlan yontemler daha gok iirogenital C.tracho-
matis infeksiyonlannin tamsinda odaklagmsg bulunmaktadur (1,2,12).

Genel olarak bakildiginda C.trachomatis tamsinda kullanidan yontemler sitolojik yon-
temler, hiicre kiiltiirii, antijen tayin yontemleri (EIA, direkt fluoresan antikor testi: DFA ve
huizli testler), serolojik yontemler (indirekt fluoresan antikor testi: IFA, mikroimmiin flu-
oresan testi: MIF ve EIA) ve molekiiler biyolojik tant testleri (hibridizasyon ve niikleik asit
amplifikasyon testleri: NAAT) seklinde siniflandimilabilir. Giniimiizde C.trachomatis igin
kullantlan laboratuvar tani yontemleri C.prewmoniae ve C.psittaci i¢in bazt farklihiklar
gostermekle birlikte prensipte aymdir (1,9).

Bu yazida insanda infeksiyon etkeni olarak sikhkla rastlanan C.trachomatis infeksi-
yonlarinin tamsinda kullanifan yontemler kargilagtirmali olarak incelenecek, ayrica son yil-
larda oldukga popiiler olan (kardiyovaskiiler hastaliklar, artrit ve solunum yolu hastalig: gi-
bi cesitli klinik tablolar olugturan) C.preumoniae infeksiyonlarnin laboratuvar tamsinda
kullantlan yontemler iizerinde durulacaktir,

Hijcre kiiltiirii yéntemi Chlamydia infeksiyonlarimun tanisinda standart metod (altn
standard) olarak giiniimiize kadar gelmistir. Bu metod ile canli mikroorganizmanin izolas-
yonu hedeflenmektedir. Hiicre kiiltiiriiniin ‘altin standard’ olabilmesi i¢in mutlaka olugan
inkliizyonlarin fluoresan igaretli konjuge ile boyanmasi gerekmektedir. Son yillarda mole-
kifler tan1 yontemleri ile yapilan karsilagtirmali ¢aligmalarda hiicre kiilttiriintin duyarhligi-
nin % 60-80 oldugu bildirilmektedir. Hiicre kiiltiiriintin dilzgiin igleyebilmesi i¢in muaye-
ne maddesi alindigimdan itibaren transportunda soguk zincirin dogru takip edilmesi gerek-
mektedir (11). ' .

Amerika ve Avrupa orjinli piyasada 20°den fazla antijen saptayan ticari kit bulunmak-
tadir, Bunlarmn duyarliliklart % 50-80 arasinda degismektedir. Bu testler genellikle tarama
testi olarak kullanimaktadir. CDC’ye gore prevalansit % 5’ten az olan gruplarda, bu tara-
ma testlert ile pozitif ¢ikan Srneklerin mutlaka bir dogrulama testi ile dogrulanmasi dneril-
mektedir. Ozellikle antijen tayin yontemi EIA ile yapilacaksa lipopolisakkarit antijene bag-
It olarak diger Gram negatif bakterilerle gapraz reaksiyonlar olugabilmektedir (10-12). Ge-
nital C.trachomatis infeksiyonlarmin tanismda kullanilan temeli EIA prensibine dayanan
hizli testler bircok ticari laboratuvarda klasik EIA testlerinin yerini almugtir. 15 dakika gi-
bi kisa siirede sonug vermesi, tek drnegin ¢ahigilmasina imkan saglamast ve maliyetinin di-
siik olmas1 bu testleri giintimiizde popiiler hale getirmistir. Temeli EIA prensiplerine daya-
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nan mzh testler ile ilgili, sonucu olumlu ya da olumsuz ¢ok sayida ¢aligma bulunmaktadir.
Konu ile ilgili ¢alismalarda olumsuz yorumlar daha gok testlerin diigitk duyarlilig ile ilgi-
lidir. Ancak bazi ¢aligmalarda ise duyarlilik % 75lerin iistiindedir. Genel olarak bu testler
degerlendirildifiinde; ozellikle veneroloji kliniklerinde hasta klinik inceleme sonrasi
laboratuvar sonucu hemen alindigindan pozitif sonug veren olgularda tedaviye hemen bag-
lanabilecefiinden ileriki komplikasyonlarin énlenmesinde 6nemli rol oynamaktadirlar
(1,3,13).

Bununla birlikte bir diger antijen tam y6ntemi olan DFA testi ile de tek 6rnek bagim-
s1z olarak kisa siire iginde incelenebilir. DFA testinin duyarliligs lzli testlerle kargilagtinil-
difinda ¢ok daha yiiksektir. Ancak fluoresan mikroskobu ve sonuglarin yorumlanmasinda
deneyimli kisilere gereksinim vardir (1,13). MIF &zellikle kronik C.trachomatis infeksi-
yonlarz tanisinda kullanilmaktadir. Bu yéntem ile hasta serumlarinda spesifik IgM, IgG ve
IgA antikorlarim ayn ayri aragtirmak miimkiindiir. Ozellikle son yillarda geligtirilmis olan
ve serotiplendirme esasina dayanan kitler ile C.trachomatis’e kargi olugan antikor durumn,
BDE, CHIJ, FGK ve LGV serotip komplekslerinden birine ait olup olmadiklart saptanabil-
mektedir (1,3,10,11).

Tam amaciyla bakildiginda tnemli olan laboratuvarda kullanlacak testin maliyetinin
ucuz olmast, giivenilir ve pratik zellik gostermesi, gok sayrda muayene maddesinin ince-
lenmesine olanak saglamast ve hizl sonug vermesi gibi kriterler o testin giiniimiizde popii-
laritesinin artmasinda dnemli rol oynamaktadir, Chlamydia infeksiyonlannin tamsinda kul-
lamilan laboratuvarin kogullart bir merkezden digerine farklilik gostermektedir, Her labora-
tavar ayn ayn deerlendirildiginde; drnegin ratin hizmet veren sinirlt imkanlart olan bir la-
boratuvardan gok genig boyutta bir referans laboratuvarina kadar degisik imkanlari olan
merkezlerde segilen test, maddi imkanlar dlglisiinde belirlenmekte; béylece segilen tam
ybnteminin 6zelligi her laboratuvarda bagka bir tant yéntemini 6n plana getirmektedir. Bu-
glin bir laboratuvarda tarama ve/veya dogrulama testi igin bagvurulan yéntem bir diger yer-
de tam tersi yoniinde islem gérmektedir (1,3,10,11).

Molekiiler tant yontemleri arasinda biiyiik paya sahip olan NAAT’lerinin standardizas-
yon sorunu giiniimiizde énemli bir problem olarak kargimza ¢ikmaktadir (2,6,7,9,10). Bu
amagla standardizasyon sorunu hemen hemen ¢ziilmiig sayilabilen ticari kitler nedeniyle
bugiin icin NAAT ler referans yontem olarak disiiniilebilmektedir. Bugiin ticari olarak ha-
zitlanmmg ve birgok referans laboratuvarda kullanilan NAAT leri baghica {i¢ grupta topla-
mak miimkiindiir. Bu testler polimeraz zincir reaksiyonu (polymerase chain reaction; PCR,
Roche Molecular Systems, Brancburg, NJ), ligaz zincir reaksiyonu (ligase chain reaction;
LCR, Abbott laboratories, Abbott Park, IL) ve transkripsiyon esash amplifikasyon (transc-
ription mediated amplification; TMA Gene Probe, Inc. La Jolla CAYdur.

PCR (2,3,10,11)

Muayene maddelerinde ¢ok sinirh sayida bulunan Chlamydia DNA’sim primer ve en-
zimler yardumiyla arttilarak saptanabilir hale getirmektedir.Bu test diger NAAT lere gore
inhibitor etkenlerden en fazla oranda etkilenen test olarak karsimiza cikmaktadir.

PCR’da C.trachomatis igin gelistirilmis primer setleri asagidaki gen dizilerini hedefle-
migtir;

a) Major dig membran proteini (Major outer membrane protein)

b} 165 RNA

¢) Endojen plasmid.

Belirtilen primer setleri kullanilarak Chlamyd:a infeksiyonlarimn laboratuvar tamsin-
da PCR teknii ile Snemli gelismeler saglanmugtir. Chlamydia tiirleri arasinda iirogenital
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sistem infeksiyonlarindan sorumlu C.trachomatis'in PCR teknigi ile belirlenmesi en ¢ok
aragtirilan konulardan biri olmugtur

Tamda kullanilan PCR teknigi belirli merkezlerde aragtirma amactyla kiasik yontem-
lerle “home brew” ya da ticari Amplicor™ PCR kiti kullantlarak gergeklestirilmektedir.
Klasik PCR’da DNA ekstraksiyonu, amplifikasyon ve amplifikasyon {iriinlerinin incelen-
mesi gibi yéntemler her laboratuvann kendi olanaklar ve sectikleri metod dogrultasunda
unygulanmaktadir.

Roche Diagnostics Systems tarafindan gelistirilen ticari Amplicor™ PCR kiti {iretral,
servikal ve idrar éimeklerinin incelenmesine imkan saglanugtir. Plasmide spesifik primer-
lerin kullanildih bu kit ile elde edilen sonuglar oldukca tatminkardir. Bu kit ile muayene
maddelerinde DNA ekstraksivonunu takiben uygun primer ¢ifti ile amplifikasyon yapil-
makta, sonuglar mikrotitrasyon plaklarinda kolorimetrik yontemle degerlendirilmektedir.
Amplifikasyon sirasmda timin yerine urasil kullamimu ve daha sonra olugan baglarn ura-
sil-N glikozilaz enzimi ile harap edilmesi bir Snceki PCR iiriinleri ile olugabilecek konta-
minasyonun nlenmesinde Gnemli rol oynamaktadir,

Amplicor™ PCR kiti ile iiretral 8rneklerde bagarih sonuglar elde edilmesi, ancak ser-
vikal trneklerde istenilen sonucun alinmamas1 muayene maddelerinde C.trachomatis igin,
PCR pozitiflifini inhibe eden birtakam faktérlerin bulundugunu diigtindiirmektedir. Ampli-
cor™ PCR kitinde, kullanim kolaylig1 nedeni ile basitlestirilen ekstraksiyon igleminin ser-
vikal 8rnekler i¢in bir dezavantaj olugturabileceffi baz1 ¢aligmalarda vurgulanmustir. Ozel-
likle klasik PCR’da komplike ekstraksiyon iglemlerinin uygulanmasi, servikal drneklerde
elde edilebilecek yalanct negatif sonuclarin alinmasim ortadan kaldirmaktadir, Bazi aragti-
rictlar inhibisyon durumunu Snleyebilmek igin alman drnekleri 37°C'de. bir gece beklet-
mekte ya da dondurup ¢ézme yontemini tercih etmekiedirler.

Her ne kadar inhibitr etkenlerden kaynaklanan gzellikler PCR testinde olumsuz dzel-
lik olarak diigiiniilmekle birlikte hticre kiiltiirii ile yapllan kargilagtirmal caligmalar PCR
testini yine de 6n plana gegirmektedir. Ozellikle “home brew PCR”lardan kaynaklanan
standardizasyon sorunlari goz niinde tutuldugunda Roche PCR testi alternatif tam yonte-
mi olarak karsirmza cikmaktadir

LCR (3,10,11)

NAAT ler arasinda yer alan LCR teknigi PCR teknifine benzerlik gstermekte ve bag-
lica ii¢ agamada gergeklegmektedir, LCR"1n ilk asamasinda hedef Chlamydia DNA bolge-
si igaretli problar ile kangtirilarak 94°C’de 1sitilmakta ve ¢ift sarmalli DNA'min ek sarma-
la ayrilmasi saglanmakta, daha sonra kangim 40-70°C’ye kadar sogutulmakta ve problarin
hedef DNA'ya baglanmasi islemi gerceklestirilmektedir.

LCR tekniginde problar birbirlerine ¢ok yakin ve sadece bir ya da iki nikleotid bogluk
kalacak sekilde hedefe baglanmaktadir. Daha sonra iki prob arasindaki bir ya da iki niikle-
otidlik bostuk polimeraz enzimi ile doldurulmakta ve bu iglemi takiben problar kovalent
olarak birbirlerine baglanmakta ve hedefi tamamlayic: baz dizilerinden olusan bir amplifi-
kasyon iiriinii meydana gelmektedir. Olugan bu amplifikasyon iiriinii ve ligaz ile birlestiril-
mis molekiil daha sonraki amplifikasyon agamalarinda hedef durumuna gegmektedir. Bu
agamalar tekrarlanarak ligasyon iirtinii miktar logaritmik olarak artmaktadir.

LCR’da amplifikasyon sonrasi analiz genelde mikropartikiil enzim immiinoassay tek-
nigi kullamlarak yapilmaktadir. Amplifikasyonda kullamlan dort probdan ikisi 3” ucundan
biotin gibi ayn1 hapten ile isaretlenirken diger iki prob 5" ucundan bagka bir hapten ile iga-
retlenmekte ve elektroforez iglemine gerek kalmadan amplifikasyon firiinii analiz edilmek-
tedir.
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LCR, NAATleri arasinda C. trachomatis tamisinda en duyarli yontem olarak bulun-
maktadir. Hasta kapasitesi yiiksek laboratuvarlarda klinik rneklerin incelenmesinde pra-
tikligi yoniinden en iyi test olarak kargimiza gikmaktadir,

TMA (8,10,11).

C.trachomatis infeksiyonlarinin tanisinda kullamilan amplifikasyon tekniklerinden bir
digeri olan bu yontem temelde ii¢ agamali bir tekniktir, Bunlar strasiyla 6rnegin hazirlan-
mas1, hedefin amplifikasyonu ve hedefin tanisi asamalaridir. Ornegin hazirlanmas: asama-
sinda hedef rRNA hiicrelerden serbestlesmektedir. Hedefin amplifikasyonu ise primerler,
revers transkriptaz ve amplifiye edilecek RNA'nun transkripsivon iglemini baglatan RNA
polimeraz enziminin eklenmesi ile baglamaktadir. Bu istem ile iki saat gibi kisa bir siirede
hedef rRNA’mn milyonlarca kopyas: yapilabilmektedir. Bu islemin iigiincii asamasinda ise
akridinyum esteri ile isaretli DNA problart kultamlarak hibridizasyon koruma deneyi
(HPA; Hybridization protection assay) ile amplifikasyon iirlintiniin tanis1 gerceklestiril-
mektedir. HPA homojen bir tam sistemi olup hibridize olmus problar hibridize olmamis
problardan liminometre yardirm ile ayirabilmektedir,

Ayrnica yukanda belirtilen bu sistemlerin diginda son yillarda hibridizasyon sonras
amplifikasyonu igeren Digene HC CT-ID ve Becton Dickinson BD Probe Tec ET System
( Strand displacement amplification; SDA) ticari molekiiler tam kitleri C.trachomatis in-
feksiyontarinin tanusinda kublanilmaktadsr (11).

C.pneumeoniae tamsi

C.pneumoniae infeksiyonlarin tamsinda kullanilan testlerin sayisi “C.trachomatis” ile
karsilagtinldiginda simirh kalmaktadir. Tanida genellikle alternatif test bulunmamakta, en
duyarh ve gilivenilir yontem olan MIF testi, halen gegerli tek test olarak kullanlmaktadar.

Hiicre kiiltlirii ve PCR “C.pneumnoniae” tanisinda bagvurulan ydntemler arasindachr.
~ Ozellikle canli mikroorganizmanin izolasyonu hiicre kiiltiiriinii ‘altin standard’ olarak tan-
da diigiindiirebilmektedir. Ancak ¢ofu zaman rutin laboratuvarlarda hiicre kiiltiirii ile kli-
nik drneklerde negatif sonug elde edilmesi giiniimiizde bu testi segim dist birakmaktadsr.,
Tanida PCR ve difer NAAT lerin kullamlmas: ise pozitif durumlarda sadece infeksiyonun
erken donemini saptamarmakta, ayrica ge¢ ve kronik dénemleri hakkinda da bizi aydinla-
tabilmektedir. Bu testler sadece ¢ok az sayidaki ya da 6lii C.prneumoniae nin saptanmasi-
na imkan tammamakta, ayrica hiicre kiiltiirli igin uygun olmayan muayene maddelerinden
de etkenin saptanmasina olanak tamimaktadir. PCR ile solunum &rneklerinden vaskiiler do-
kularda ve perifer mononiiklear kan hiicrelerinde C.pnewmoniae saptamak miimkiindiir.
Ancak gerek PCR’da, gerekse diger NAAT inde en énemli sorun testin optimizayonu ve
standardizasyonudur. Ayrica muayene maddelerinde birtakim inhibitdrlerin bulunmasi bu
testlerin olumsuz Szelliklerindendir (3-5).

MIF testinde C.preumoniae elementer cisimcikleri antijen olarak kullanttmakta, bun-
lara kargt hasta serumunda IgM, IgG ve IgA simfi spesifik antikorlar aragtirdmaktadir. Ta-
mda spesifik IgM antikorlaninin gosterilmesi (1/16 veya daha yiiksek titre) ya da IgG dii-
zeylerinde gorillen dort katlik artig anlamli olarak kabul edilmektedir, Ayrica 1/512 veya
daha yiiksek titrede bir defa saptanan pozitiflik aktif infeksiyonun géstergesi olarak diisii-
niilmektedir. Her ti¢ antikorun ayr1 ayn aragtinlarak yorumlanmasi, tamda akut ve kronik
infeksiyonlarin belirlenmesinde énem tasimaktadsr.
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