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OZET

Cinsel yolla bulasan enfeksiyonlar (CYBE); sik goriilmeleri, ciddi komplikasyon
ve sekellere neden olmalari, 6nemli ekonomik kayiplara yol a¢malari nedeniyle,
gelismis ve gelismekte olan iilkelerde 6nemli halk sagligi problemleri arasinda
sayllmaktadir. Gelismekte olan iilkelerde, cinsel yolla bulagsan enfeksiyon etkenleri
(CYBE) ve komplikasyonlari, yetiskin saglik hizmetlerinde en sik rastlanan ilk 5
hastalik kategorisi iginde yer almaktadir. Calismamizda; CYBE etkenleri iginde
diinyada da sik karsilagilan ve oOnemli sayilan Chlamydia trachomatis, Neisseria
gonorrhoeae, Mycoplasma genitalium, Ureaplasma urealyticum, Mycoplasma hominis,
ve Trichomonas vaginalis’in tanimlanmasinda kullanilan, konvansiyonel yontemler ve
yeni bir yontem olan DPO™ (Dual priming oligoniikleotid) tabanli multipleks PCR
yonteminin karsilastirilmasi amaglanmustir. Ayrica bu yontemin, non-invaziv olarak elde
edilen idrar 6rneklerinde de benzer ¢aligmanin yapilmasina olanak tanimasi sebebi ile

invaziv servikal/iiretral 6rneklerle alinan sonuglarin karsilastirilmasi da hedeflenmistir.

Metodolojik tipte olan ¢alismamiza, Subat- Mayis 2013 doneminde T.C. Saglik
Bakanlig1 Ankara Egitim ve Arastirma Hastanesi (AEAH) Uroloji Poliklinigi ve Kadin
Hastaliklar1 ve Dogum Poliklinigi’ne basvuran semptomatik 46 erkek ve 50 kadin hasta
olmak iizere toplam 96 hasta dahil edilmistir. Konvansiyonel yontemler olarak; N.
gonorrhoeae tanisi igin kiiltiir ve direkt mikroskopi (DM), C. trachomatis igin ticari
Direkt Floresan Antikor Testi (DFA) (Fluorotect® Chlamydia, Omega Diagnostics,
Ingiltere), T. vaginalis i¢in direkt baki ve Modifiye Diamond kiiltiir ekimi uygulandi. M.
hominis ve U. urealyticum i¢in kiiltiir tabanli ticari identifikasyon kiti (MYCOFAST®
EvolutioN 3) kullanildi. DPO™ Multipleks PCR yontemi icin niikleik asit izolasyonu;
GeneAll® Ribospin™ VRD ekstraksiyon kiti (GeneAll BiotechnologyCo., LTD, Seoul,
Kore) ve DNA amplifikasyonu, Seeplex ® STD6 ACE Detection kiti (Seegene, Seoul,
Kore) ile iireticinin talimatlarina gore yapilmistir. N. gonorrhoeae, C.trachomatis, T.
vaginalis ve M. genitalium etkenleri igin siiriintii 6rneklerinde pozitif ¢ikan 22 hasta,

multipleks PCR ile idrar 6rneklerinden de ¢alisilmistir.

Calismamiza katilan 96 hastanin 38’inde (%39,6) ¢alisilan tiim yontemler ile her
hangi bir etken saptanmamustir. Pozitiflik saptanan 58 hastanin 10’unda sadece Candida

spp.iiremesi goriilmiistiir. Calisma kapsamindaki etkenler arastirildiginda, 48 hastanin



32’sinde (%66,7) tek etken pozitifligi mevcutken, 16’sinda (%33,3) c¢oklu etken
pozitifligi saptanmistir. Etkenlerin goriilme sikligina baktigimizda; N. gonorrhoeae
%7,3 (7/96), C.trachomatis %8,3 (8/96), T. vaginalis %4,2 (4/96), M. genitalium %6,3
(6/96), M. hominis %11,5 (11/96), U. urealyticum %33,3 (32/96) oranlarinda kullanilan
bir veya iki yontem ile pozitif olarak bulunmustur. En sik goriilen etken U. urealyticum
iken ikinci sirayr M. hominis takip etmistir. Multipleks PCR’in gonokok kiiltiirii,
gonokok DM’si ve klamidya DFA testine gore duyarlilik, 6zgiilliik, PPD ve NPD’i hepsi
icin %100 olarak bulunmustur. Multipleks PCR’1in Mycofast kiti ile karsilastirildiginda
duyarlilik, 6zgiillik, PPD ve NPD’i sirasiyla mycoplasma i¢in %88,9, %97,7, %80,
%98,8 ve ureaplasma i¢in %77,8, %82,1, %50 ve %94,1 olarak saptanmustir.
Trichomonas kiiltir ve DM’si ile karsilagtirildiginda multipleks PCR’m duyarlilik,
ozgilliik, PPD ve NPD’i sirastyla kiiltiir i¢in %100, %97,9, %50,0, %100 ve DM igin
%100, %96,8, %25,0, %100 olarak bulunmustur. Sadece multipleks PCR c¢alisilan M.
genitalium igin hastalarin 6’sinda (%6,3) akinti 6rneginde, 5’inde idrarda pozitiflik
saptanmustir. Pozitif 22 hastanin idrar ve siiriintii 6rneginde ¢alisilan multipleks PCR
bulgularina bakildiginda, ¢ok ve tek etken pozitifligi goriilen 16 hastanin (%72,7)

sonuclarinin tam olarak uyumlu oldugu gézlenmistir.

Kullamlan DPO ™ Multipleks PCR’1n yiiksek duyarliliga sahip oldugu ve bazi
etkenlerin tespitinde artisa neden oldugu gozlenmistir. Ayn1 anda birden fazla etkenin
hizli tanisin1 saglamasi nedeniyle CYBE etkenlerinin taramasi veya siirveyansinda
kullanilabilecek basarili bir yontem oldugu diisliniilmiistiir. Bulasmay1 en aza indirmek
icin hizli tan1 ve tedavi 6nemli oldugundan multipleks PCR avantajli goriinmektedir.
Ayrica non-invaziv idrar Ornekleri ile invaziv ornekler arasinda multipleks PCR’in

rolatif uyumlu olmasi dikkat ¢ekmistir.

Anahtar Kelimeler: Cinsel yolla bulasan enfeksiyon etkenleri, konvansiyonel

yontemler, multipleks PCR
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ABSTRACT

Sexually transmitted diseases (STDs) are accepted as one of the major public
health problems in developed and developing countries due to that they are encountered
frequently, cause serious complications and sequelae, give rise to significant economic
losses. In developing countries, the pathogens of sexually transmitted diseases (STDs)
and its complications are included in the first five diseases categories which are the
most common in adult health services. The aim of this study was to compare the
conventional methods and a new method, DPO™ (Dual Priming Oligonucleotide)-
based multiplex PCR method, that are used to identify Chlamydia trachomatis,
Neisseria gonorrhoeae, Mycoplasma genitalium, Ureaplasma urealyticum, Mycoplasma
hominis, and Trichomonas vaginalis which are the most common pathogens of STDs in
the world and regarded as important microorganisms. In addition, due to that this
method enables to carry out the similar study on urethral samples obtained as non-
invasive, it was also aimed to compare the results of invasive samples such as cervical /

urethral.

Totally 96 patients, 46 male and 50 female patients with symptoms, attended to
Turkey Ministry of Health, Ankara Training and Research Hospital (AEAH)
Department of Urology and Obstetrics and Gynecology were included in our
methodological type study. As conventional methods; culture and direct microscopy for
determination of N. gonorrhoeae, trade Direct Fluorescent Antibody Test (DFA)
(Fluorotect® Chlamydia, Omega Diagnostics, Ingiltere) for C. trachomatis, direct
microscopy and Modified Diamond culture were performed for T. vaginalis. Culture
based trade identification kit (MYCOFAST® EvolutioN 3) was used for M. hominis and
U. urealyticum. In DPO™ Multiplex PCR method GeneAll® Ribospin™ VRD extraction
kit (GeneAll Biotechnology Co., LTD, Seoul, Kore) is used, for nucleic acid isolation
and for DNA amplification Seeplex ® STD6 ACE Detection kit (Seegene, Seoul, Kore)
is used in accordance with manufacturer’s instruction. Urine samples of totally 22
patients who were found to be positive in swab samples for pathogens of N.
gonorrhoeae, C. trachomatis, T. vaginalis and M. genitalium were also studied with
multiplex PCR.
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No pathogen was identified in 38 of 96 patients ( 39.6%) by any of the methods.
Candida spp. was the only pathogen isolated in the 10 of 58 patients who were detected
as positive. When the pathogens were investigated within the scope of study, while a
single pathogen was detected in 32 of 48 patients (66.7%), multiple pathogens were
detected in 16 of 48 patients (33.3 %). The prevalence of pathogens were; 7.3% (7/96)
for N. gonorrhoeae, 8.3% (8/96) for C. trachomatis, 4.2% (4/96) for T. vaginalis, 6.3%
(6/96) for M. genitalium, 11.5% (11/96) for M. hominis, 33.3% (32/96) for U.
urealyticum by either one or two test methods. While the most prevalent pathogen was
U. urealyticum, M. hominis was detected as second pathogen. The sensitivity, specifity,
Positive Predictive Value (PPV), Negative Predictive Value (NPV) of Multiplex PCR
were found as 100% for all of the tests applied; N. gonorrhoeae culture, N. gonorrhoeae
DM, chlamydial DFA. When multiplex PCR was compared with Mycofast Kit,
sensitivity, specificity, PPV, and NPV were detected as 88.9%, 97.7%, 80%, 98.8% for
mycoplasma and 77.8%, 82.1%, 50% and 94.1% for ureaplasma, respectively. When
multiplex PCR was compared with Trichomonas culture and Trichomonas DM,
sensitivity, specificity, PPV, and NPV were detected as 100%, 97.9%, 50%, 100% for
culture and 100%, 96.8%, 25% and 100% for DM, respectively. M. genitalium was
detected in swab samples of 6 (6.3%) and in urine samples of 5 patients by multiplex
PCR which is the only method studied for the detection of this patogen. When the
findings of multiplex PCR studied on urine and swab samples of 22 patients detected as
positive were analyzed, it was observed that the result of 16 (72.7%) patients in whom
single and multiple pathogens detected positive, were fully compatible with mutiplex
PCR.

It was observed that DPO ™ Multiplex PCR has high sensitivity and cause an increase
for detection of some of the pathogens. It was considered to be a convenient method for
screening or surveillance of STD providing the rapid detection of multiple pathogens at
the same time. As rapid detection and treatment of an infection is important to minimize
the contagion, multiplex PCR seems to be advantageous. It was also noted that

multiplex PCR is relatively compatible for invasive and non-invasive urine samples.

Keywords: Sexually transmitted infectious pathogens, conventional methods, multiplex
PCR
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1. GIRIS VE AMAC

Cinsel yolla bulasan enfeksiyonlar (CYBE); sik goriilmeleri, ciddi komplikasyon
ve sekellere neden olmalari, 6nemli ekonomik kayiplara yol ag¢malari nedeniyle,
gelismis ve gelismekte olan iilkelerde onemli halk sagligi problemleri arasinda

say1lmaktadir.

Cinsel yolla bulasan enfeksiyonlarin asemptomatik olarak goriilme oraninin
yiiksek olmasi dikkat ¢ekmektedir. Buna ek olarak tedavi edilmeyen CYBE, insan
immiin yetmezlik virisi (HIV)/edinsel immiin yetmezlik sendromu (AIDS)
enfeksiyonlarinin edinilme ve bulasma riskini de 2-3 kat kadar arttirmaktadir. Bu
ylizden, CYBE’1nin kontrol altina alinmas1 HIV enfeksiyonlarinin dnlenmesi i¢in de
ayrica 6nem arz etmektedir (1). CYBE’m HIV’in bulasmasmi kolaylastirdiginin
anlasilmasi tizerine, son yillarda CYBE’a verilen 6nem artmis ve kiiresel diizeyde ¢ok

cesitli onleme programlart uygulamaya konulmaya baglamistir.

Diinyada birgok iilkede gengler CYBE agisindan risk altindadir. *’Centers for
Disease Control and Prevention (CDC)” tahminlerine gére Amerika Birlesik Devletleri
(ABD)’de her yil 20 milyon yeni CYBE olgusu gelismektedir ve bu olgularin yaklasik
yarisi 15-24 yag arasinda bulunan adolesan ve geng eriskinlerdir (2). CYBE riski, cinsel
gelisim yasimin diismesi, cinsel aktivitenin erken baslamasi ve evlilik yasinin
yiikselmesi nedeniyle artmaktadir. CYBE ve korunma hakkinda bilgi yetersizligi,
koruyucu yontemlere ulagsmada karsilagilan maddi ve sosyal zorluklar bu hastaliklarin

sik goriilmesine neden olmaktadir.

Riskli kabul edilen davraniglardan kisisel cinsel davraniglar arasinda; son bir
yilda ¢ok sayida cinsel es, son 3 ayda yeni/farkli cinsel es, son bir yilda baska bir
CYBE gecirmis olma, para/esya/uyusturucu madde karsiligi cinsel iliskide bulunma,
korunmasiz cinsel iliski, kondom ile anal seks sayilirken, diger kisisel riskli davraniglar
arasinda ise piercing (viicuda kiipe takilmasi), dovme, kan nakli, intravendz uyusturucu

kullanim, alkollii igecek kullanilmast sayilabilir.

CYBE’nin goriilme siklig1 tiim diinyada giderek artmaktadir. Bunun nedenleri;

ozellikle gelismekte olan iilkelerde cinsel egitim programlarinin yetersizligi, gelismis ve



gelismekte olan iilkelerde cinsel iliski yaginin kiigiilmesi, evlilik oncesi cinsel iligki ve
cinsel es sayisindaki artig, seyahat imkanlarinin artisi, cinsel davraniglardaki
degisiklikler, kondom dis1 dogum kontrol yontemlerinin kullanimindaki artis, tani ve
tedavi imkanlarinin gelismesiyle hastaliklarin daha dogru ve sik olarak tespit ediliyor
olmasi, antibiyotiklere diren¢ nedeniyle tedavide rastlanan zorluklar olarak tespit
edilmistir (3, 4).

Enfeksiyon belirti ve bulgusu olmasa da hizli ve dogru tan1 koymak, hem hastay1
hem de cinsel esini tedavi etmek ¢ok onemlidir. Bu sekilde erken tani ve tedavi ile
infertilite, Pelvik Enflamatuvar Hastalilk (PEH), ektopik gebelik gibi ciddi
komplikasyonlar gelismeden Once kolayca iyilesme saglanir [HIV, Herpes simplex virus

(HSV) vb. hari¢] ve enfeksiyonlarin toplumda yayilmasi dnlenir.

Diinyada CYBE i¢in c¢ok cesitli tan1 ydntemleri uygulanabilmektedir. Onemli
olan kullanilan yontemin; duyarl, 6zgiil, hizl, pratik ve giivenilir olmasidir. Maliyet
yarar/zarar analizleri yapildiginda CYBE’ 1 iilkelere getirdigi ekonomik yiik oldukca
fazladir. Koruma ve kontrol programlart dogru uygulandiginda maliyet yiikii minimuma

diismektedir.

Calismamizda; cinsel yolla bulasan enfeksiyon etkenleri i¢inde diinyada da sik
karsilagilan ve Onemli sayilan Chlamydia trachomatis, Neisseria gonorrhoeae,
Mycoplasma genitalium, Ureaplasma urealyticum, Mycoplasma hominis, ve
Trichomonas vaginalis’in tanimlanmasinda kullanilan, konvansiyonel yontemler ve yeni
bir yontem olan DPO™(Dual priming oligoniikleotid) tabanhi multipleks PCR
yonteminin karsilastirilmas1 amaglanmistir. Tek bir O6rnekle ayni anda alt1 farkli
enfeksiyon etkeninin tanimlanmasina olanak saglayan ve bu nedenle konvansiyonel
yontemlere gore daha hizli tan1 koyduran ve daha kolay uygulanan bu testin klasik
yontemler ile uyumunun degerlendirilmesi, duyarlilik, 06zgiillik ve prediktif
degerlerinin saptanmasi ongoriilmiistiir. Ayrica bu yontemin, non-invaziv olarak elde
edilen idrar O6rneklerinde de benzer ¢aligmanin yapilmasina olanak tanimasi sebebi ile
invaziv servikal/iiretral 6rneklerle alinan sonuclarin karsilastirilmasi da hedeflenmistir.
Ayn1 zamanda c¢alisilan popiilasyonda, enfeksiyonlarla ilgili risk faktorlerinin de

degerlendirilmesi planlanmustir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. CYBE toplum icin neden onemli?

Diinya Saglik Orgiitii’niin (DSO) 2008 yili tahminlerine goére, her yil diinya
genelinde 15-49 yetiskin yas grubu araliginda 499 milyon yeni, tedavi edilebilir CYBE
(sifiliz, gonore, klamidya ve trikomoniyaz) vakasi ortaya cikmaktadir. Bu sayiya
diinya capinda birey ve toplumlarin hayatlarini olumsuz etkilemeye devam eden HIV ve

diger cinsel yolla bulasan hastaliklar dahil degildir (1).

Gelismekte olan iilkelerde, CYBE ve komplikasyonlari, yetiskin saglik
hizmetlerinde en sik rastlanan ilk 5 hastalik kategorisi i¢inde yer almaktadir. Tedavi
edilebilmesine  ragmen bazi enfeksiyonlarin asemptomatik olmast  Snemli
komplikasyonlara sebep olabilmektedir. Bu komplikasyonlar arasinda; kadinlarda
kronik pelvik agr1 ve infertilite, yeni doganlarda korlige kadar gidebilen goz
enfeksiyonlar1 ve pnomoni, erken dogum, diisik dogum agirlhigi, 6li dogumlar,
kadinlarda yaygin enfeksiyon, dis gebelik ve servikal kansere bagl 6liimler, erkeklerde
idrar yollarinda darlik ve infertilite, psiko-sosyal sonuclar sayilabilir. Enfeksiyon belirti
ve bulgusu olmasa da hizli ve dogru tan1 koymak, hem hastayr hem de cinsel esini

tedavi etmek acisindan ¢ok 6nemlidir (1, 5, 6, 7).

1980’11 yillarin basinda, 6nce AIDS’in tanimlanmasi ve ardindan HIV’in
saptanmasi, diger CYBE’a olan ilginin artmasina yol agmistir. Daha Onceleri gerektigi
gibi 6nemsenmeyen gonokok, klamidya, trikomonas, herpes v.b gibi etkenlere bagl
enfeksiyonlarin HIV’in bulagmasini artirici etkilerinin gozlemlenmesi bu hastaliklara
kars1 ilgiyi artirmis ve daha da onemlisi, bunlarin siirveyans ve onlenmelerine iliskin
calismalar1 hizlandirmistir. CYBE, HIV’in edinilmesini iki-ii¢ kat arttirabilmektedir (1,
5).

Gelismekte olan iilkelerde toplumun onemli bir boliimiinii gengler ve geng
eriskinler olusturur. 20. yilizyilin ikinci yarisindan itibaren bir¢ok iilkede; endiistrilesme
nedeniyle kirsal bolgelerden kentlere go¢ ve buna baglh hizli kentlesme, hizli niifus
artis1, savaglar ve savaglara bagl gocler, uluslararasi turizmin gelismesi gibi faktorlerin

yani sira, toplumlarin cinsel davranis bigimlerinde degisiklikler olmasi, bunlara karsi



etkin korunma ve kontrol yontemlerinin yeterince hayata gecirilememesine, sonugta

CYBE’1n artmasina neden olmustur (5).

2.2. CYBE’mn siniflandirilmasi ve etkenler

CYBE’a neden olan mikroorganizmalar viicuda vajen, serviks, iiretra, rektum ve
farenks gibi mukoza ile kapli bolgelerden ya da deri yoluyla (ektoparazitler)
bulagsmaktadirlar. Cinsel yolla bulasan enfeksiyon etkenleri; bakteriler, viruslar,
parazitler ve mantarlar olarak siniflandirilabilmektedir. CYBE’a sebep olan 30’dan fazla
farkli mikroorganizma bilinmektedir (Tablo 2.1). Bu mikroorganizmalar arasinda en
yaygin olarak bilinenleri, Neisseria gonorrhoea, Chlamydia trachomatis, Treponama
pallidum, Haemophilus ducreyi, Klebsiella granulomatis, HIV, Human papillomavirus
(HPV), Herpes simplex virus (HSV), Hepatitis B virus, Cytomegalovirus, Candida
albicans olarak sayilabilmektedir. Cinsel yolla bulasan hastaliklar birgok iilkede

gozlenmektedir ve bildirimleri zorunludur (1, 6, 8, 9).

Tablo 2.1. Cinsel Yolla Bulasan Baz1 Enfeksiyon Etkenleri (1, 6, 8)

Bakteriler Virtisler Parazitler Mantarlar

Neisseria gonorrhoea HIV (tip 1 ve 2) Protozoonlar Candida albicans
Chlamydia trachomatis  Herpes simplex virus (tip 1 ve 2) Trichomanas vaginalis  Epidermophyton floccosum

Treponema pallidum Human papillomavirus (HPV)  Entomoeba histolytica ~ Microsporum'lar
Haemophilus ducreyi Hepatit virus A,B,C,D Giardia intestinalis Trichophyton'lar
Klebsiella granulomatis' Cytomegalovirus Helmintler

Ureaplasma urealyticum Epstein-barr virus Enterobius vermicularis

Mycoplasma hominis Molluscum contagiosum virus  Strongyloides stercoralis

Mycoplama genitalium  Enterovirus Ektoparazitler
Gardneralla vaginalis ~ Adenovirus Phthirus pubis
Salmonella spp. Sarcoptes scabiei
Shigella spp. Pediculus humanus
Campylobacter spp.

B grubu streptokoklar

Mobiluncus spp.

(1) Onceden Calymmatobacteriumgranulomatis olarak biliniyordu.



Bazi CYBE i¢in bulas yollar1 arasinda, hamilelik ve dogum sirasinda anneden

bebege gecis, kan yolu veya doku transfiizyonu ile gec¢is de goriilebilmektedir (1).
2.3. CYBE’1n epidemiyolojisi
2.3.1. Diinyada Durum

CYBE tiim diinyada yaygindir ve cinsel iliski tek yol olmasa da en onemli
yayilim yolu olmustur. CYBE’1n olusumunda rol oynayan biyolojik ve sosyal faktorler,
Klinik ve laboratuvar tanilarinda yasanan giicliikler nedeniyle onlenme ve kontrol
programlarinda zorluklar yasanmakta ve tiim diinyada gizli bir epidemi yaparak

yayildiklari disiinilmektedir (6, 9, 10).

Diinyada, 1995 yilinda yaklasik 333 milyon, 1999 yilinda 340 milyon, 2000°’li
yillarda ise 350 milyon yeni CYBE olgusu bildirilmistir. Bunlar siklik sirasina gore
Trichomonas vaginalis, Chlamydia trachomatis, gonore, HIV ve sifiliz olgular1 olup,
%75-85’1 gelismekte olan {iilkelerden rapor edilmistir. 1980’li yillardan sonra Dogu
Avrupa ve Sovyet Sosyalist Cumbhuriyetler Birliginin yapisinin degismesi sonucu
gelisen sosyoekonomik nedenler yiiziinden bir¢ok insan Tiirkiye ve Giiney Avrupa’nin
bir¢ok iilkesine seyahat etmistir. Seyahatler CYBE etkenlerinin yayilmasina neden
olmustur. Ornegin; Afrika’da CYBE % 3,4-65, Brezilya’da %21, Giiney Asya’da %14

olarak saptanmustir (9).

CYBE’mn epidemiyolojik ozellikleri toplumdan topluma hatta ayni toplumda
gruplar arasinda farkliliklar gosterebilmektedir. Ancak olgularin belirlenmesi ve
tedavilerinde benzer sorunlar yasanmaktadir. Hastaliklarin ¢ogu belirti ve bulgu
vermeksizin seyrettigi i¢in kisilerin belirlenmesi ve hastalik sikliginin saptanmasi

zordur (6).

2010 yilinda Avrupa’da, “European Centre for Disease Prevention and Control
(ECDC)” stirveyans raporuna gore, 32.028 gonore vakasi, 17.884 sifiliz vakasi, 345.421
klamidya vakasi rapor edilmistir (11). Bu rapora gore, Avrupa’da klamidya
enfeksiyonlar1 en sik goriillen CYBE olarak belirtilmistir (Sekil 2.1). Klamidya

enfeksiyonlar1 kadinlarda erkeklere gore daha sik rapor edilmistir. Rapor edilen tiim



vakalarim %75’1 15-24 yas grubundayken, en yiiksek oran 15-19 yas grubundaki

kadinlarda goriilmiistiir.
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Sekil 2.1. Avrupa’da klamidya vaka sayilar1, 2010. Kaynak 11’den uyarlanmustir.

Bir¢ok Avrupa iilkesinde, klamidya vaka sayilarindaki zaman i¢indeki egilim,

genel bir artis olarak izlenmektedir (Sekil 2.2) (11).
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Sekil 2.2. 1995-2010 yillar1 arasinda Avrupa’da raporlanan klamidya vakalarinin

egilimi. Kaynak 11’den uyarlanmistir.

2010 yilinda, Avrupa’da rapor edilen erkek gonore vakalari ise kadinlara gore 3

kat fazla olarak gdzlenmistir. Tim gonore vakalarinin %26’sin1 ise homoseksiiel



erkekler olusturmaktadir. Son ii¢ yilda Kibris, Finlandiya, Irlanda, Portekiz, Norvec ve
Isveg’te artis egilimi gozlenirken, diger iilkelerde vakalarin azaldig1 ya da sabit kaldig
goriilmiistiir. Bu egilimlerin, raporlama ve saglik sistemlerinin farkliligi nedeniyle

dikkatle yorumlanmasi gerektigi belirtilmektedir (Sekil 2.3) (11).
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Sekil 2.3. 2006-2010 yillar1 arasinda Avrupa’da raporlanan gonore vaka sayisindaki
rolatif degisiklik. Kaynak 11’den uyarlanmustir.

Colson ve arkadaslari, Fransa’daki laboratuvarlarinda “Gergek Zamanl
Sistematik Takip Sistemi (Real Time Systematic Monitoring)” sayesinde, Eyliil-Aralik
2012 tarihleri arasinda gonore vakalarinda 10 kat artis oldugunu fark etmislerdir.
Sonrasinda, sifiliz ve HIV i¢in yaptiklar1 arastirmada da sirasiyla 2.7 ve 1.8 kat artig
tespit etmislerdir (12). Benzer sekilde Savage ve arkadaslari Ingiltere’de 2011 yilinda
genel toplumda gonore ve sifiliz vakalarinda sirasiyla %25 ve %10 oraninda artig
bildirmistir. Bu artis homosekstiel erkekler arasinda olduk¢a fazla oranda (%65)

bildirilmistir. Bildirilen bu vakalarin %42’si 25-34 yas araliginda bulunmustur (13).

ABD’ de ise 2011 yilinda CDC’ ye, 1.412.791 klamidya vakas1 rapor edilmistir.
Bu say1 o6nceki yil ile karsilastirildiginda %8’lik bir artisa isaret etmektedir. Kadinlarin



erkeklere gore 2.5 kattan fazla klamidya enfeksiyonu gecirmis oldugu aciklanmustur.
Ancak, idrar ile yapilan klamidya tani testlerinin artmasindan dolay1 erkeklerde de
klamidya enfeksiyon hizi 2007-2011 yillar1 arasinda %36.2 artmistir (10).

ABD’de 2011 yilinda bildirilen gonore enfeksiyonlar1 ise 321.849 vaka ile %4
oraninda artis gostermistir. Onceden erkek kadin orani birbirine yakin iken, 2011°de
kadin vakalar erkeklere gore daha fazla gdzlenmistir. Gonore, kadinlarda 15-24 yas
grubunda en yiiksek oranda saptanirken, erkeklerde ise en yliksek oran 20-24 yas

grubunda saptanmustir (10).

ABD’de Trichomonas enfeksiyon egilimini gérmek icin veriler sinirlidir. Sutton
ve arkadaglarinin yaptig1 bir prevalans calismasinda, 2001-2004 yillar1 arasinda 14-49
yas grubunda 3754 kadindan alinan ornekler PCR ile calisilmis ve prevalans %3,1
olarak bulunmustur. En yiiksek prevalans %13,3 ile siyah kadinlarda bildirilmistir (14).

2.3.2. Tiirkiye’de Durum

Ulkemizde, 6zellikle CYBE’lara iliskin kayit ve bildirimlerin dogru, zamaninda
ve eksiksiz yapilamamasi nedeniyle iilke verilerimiz kisithidir. Oysa ki, hastaliklardan
korunma ve bu konuda ulusal saglik politikalarinin olusturulmasinda, hastaliklar

hakkinda elde edilecek giivenilir verilerin 6nemi tartisilmazdir (15).

CYBE’im zamaninda ve dogru bicimde bildirilmesi morbidite ve kisith
kaynaklar acisindan ¢ok Onemlidir. Ulkemizde, 2005 yilinda giincellenen bildirim
sistemine gore; grup A hastaliklar icinde smiflanan HIV enfeksiyonu ve AIDS ile
gonore ve sifilizin gilinliik olarak, grup D hastaliklar igerisinde yer alan C.

trachomatis’in ise haftalik olarak bildirilmesi gerekmektedir (16).

Ulkemizde, HIV/AIDS dist CYBE 1n giderek artis gosterdigi bir ortamda dikkat
ve olanaklar ¢cogunlukla HIV enfeksiyonuna yoneltilmekte, diger CYBE goreceli olarak
g6z ard1 edilmektedir. CYBE’in oOnlenmesi dogrultusunda uygulanabilir bir ulusal
korunma ve kontrol programinin olmayisi da iilkemiz agisindan olumsuz bir durumdur
(5). Chlamydia trachomatis ve Neisseria gonorrhoeae’ye bagl genital enfeksiyonlarin
tilkemizdeki dagilimini kesin olarak bilmek miimkiin degildir. Bunun sebebi, yapilan

calismalarin belirli gruplarda ve bolgesel olarak gergeklestirilmis olmasidir (5).



Ulkemizde CYBE’m prevalansmi gosteren calismalar az sayidadir (6).
Agacfidan ve ark.’nin galismasinda tretriti olan 813 erkek hastada C.trachomatis
prevalanst %15,7, 192 erkek hastada N.gonorrhoeae prevalanst %9,4 olarak
bildirilmistir (17). Ortayli ve ark.’nin aile planlamasi klinigine bagvuran 569 kadinda
yaptiklar1 ¢alismada C. trachomatis prevalanst %1,9, T. vaginalis prevalanst %2,6

olarak bildirilirken hi¢ N. gonorrhoeae saptanmamustir (18).

Tiirkiye’de, semptomlu hastalarda (hasta sayist 50 ile 162 arasinda degisen)
C.trachomatis’in arastirildigi yayinlarda pozitiflik orani, kadinlarda %2,1 ile %25,
erkeklerde %10 ile %23 arasinda degismektedir (19). Istanbul’da yapilan bir ¢alismada
tiroloji poliklinigine bir yi1lda bagvuran 134 {iretrit 6n tanili erkek hastanin %34’iinde
lireaplazma ve/veya mikoplazma iiremesi saptanmistir. Orneklerin %22’sinde yalniz U.
urealyticum, %10’unda her iki mikroorganizma birlikte liremistir. Sadece 2 hastada
yalniz M.hominis iiretilmistir (20). Sarsar ve ark. iiriner sistem enfeksiyonu siiphesi olan
ve steril piyuri tespit edilen 60 kadin ile saglikli1 40 kadindan toplanan idrar 6rneklerinde
kiiltir ve polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) yontemiyle M. hominis ve U.
urealyticum’un sikligini arastirmislardir. Steril piyiirili grupta U.urealyticum’a %50, M.
hominis’e %6,6 oraninda, saglikli grupta ise U. urealyticum’a %32,5, M. hominis’e %5
oraninda rastlanmistir (21). Bilir ve ark. 2004-2009 yillar1 arasinda, iirogenital
enfeksiyon sliphesi olan 1788 hastadan alinan vajinal akinti, sperm ve iretral akinti
orneginde, %4,5 mikoplazma-ureaplazma {iiremesi saptamistir. Pozitiflik saptanan
orneklerin %65’inde sadece Ureaplasma urealyticum, %9,8’inde Mycoplasma hominis,
%25’inde iki mikroorganizmanin birlikte tiredigi bildirilmistir (22). Adiloglu ve ark.nin
Ankara’da yaptig1 bir caligmada, semptomatik 150 kadin hasta ve 119 kadin seks is¢isi
olmak {izere toplam 269 kadin hastadan %12,6 oraninda T. vaginalis izole etmislerdir.
Pozitif vakalarin %10,66’s1 tek esli kadinlardan, %15.12’si ¢ok esli kadinlardan izole
edilmistir (23). Hatay’da yapilan bir ¢aligmada, vajinal akinti ve kasint1 sikayeti olan
275 kadindan toplanan drneklerde %2,18 oraninda T. vaginalis saptandig: bildirilmistir
(24). Manisa’da yapilan bir ¢aligmada ise, vajinal akint1 ve vulva kasintis1 yakinmasi ile
bagvuran, yas araligi 17-63 olan 233 vajinitli hastanin 11’inde (%4,7) T. vaginalis

saptanmustir (25).



2.4. CYBE’1n risk faktorleri ve sosyoekonomik sonug¢lar:

CYBE’m toplum saglig1 acisindan, 6zellikle de riskli davraniglar1 olan bireylerin
ve gruplarin arasinda hizla yayilimmin ciddi boyutlara ulagmasinin nedenleri oldukca
fazladir. Bunlar arasinda; cinsel olgunlasma yasmin erkene kaymasi, cinsel 6zgiirlik
anlayisinda degisim, dogum kontrol yontemlerinin se¢iminde ve kullaniminda
bilingsizlik, kondom dis1 dogum kontrol yontemlerinin kullannminda artig, gog¢ olaylari,
gelismekte olan iilkelerde cinsel egitim programlariin yetersizligi, evlilik dncesi cinsel
iliski ve cinsel es sayisindaki artis, antibiyotiklere diren¢ nedeniyle tedavide rastlanan

zorluklar sayilabilmektedir (15, 26).

CYBE,; sosyokiiltiirel ve egitim diizeyi diisiik, birden fazla cinsel esi olan erkek
ve kadinlarda, ila¢ bagimlilig1 olanlarda, seks ¢alisanlarinda, 6nceden gecirilmis CYBE
Oykiisii olanlarda, herhangi bir dogum kontrol ydntemi uygulamayanlarda ve oral

kontraseptif kullanan kadinlarda daha sik goriilmektedir (6, 9).

CYBE’m kisiden kisiye gecisinde birinci sorumlu yol cinsel iliskidir. Ancak
gecis riskini artiran davramig bigimleri vardir ve riskli davraniglar olarak
adlandirilmaktadir (4,7). Riskli cinsel davranislar; erken yasta iliskiye baglama, cinsel es
sayis1, birden fazla cinsel ese sahip olmak, cinsel esin birden fazla cinsel esinin olmasi,
sik sik es degistirmek, yeni bir esle birlikte olmak, kuskulu kisilerle iliskide bulunmak,
rastgele iliskiye girme, 6zel cinsel tercihlerin olmasi, son bir yil icinde gegirilmis CYBE

oykiisiine sahip olmak olarak bilinmektedir (4, 7, 27).

Cinsel davraniglarin yani sira kondom kullanmama, hastalik belirtisi varken
iliskide bulunma, tan1 ve tedavide gecikme, tedaviye uymama, esin tedavi olmamasi
gibi riskli saglik davranislarina sahip olanlarin da CYBE’a yakalanma riski ytiksektir.
Bu faktorler disinda; geng¢ yas, kadin olmak, siinnetli olmamak gibi bazi biyolojik
faktorlerle, biiyiilk sehirde yasamak, sigara, alkol, ila¢ bagimlisi olma gibi bazi
ozelliklerin CYBE’a yakalanma siklig1 ile birlikte goriilen o6zellikler oldugu
belirlenmistir (27, 28).
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Ug 6nemli faktdr kadinlart CYBE’a daha duyarli hale getirmektedir. Bunlar;
vajinada genis mukozal yiizeyin varligi, gen¢ kadinlarda servikal ektopinin varligi,

toplumsal cinsiyet /ayrimciligi (sosyal faktorler) olarak belirtilmektedir (4, 7, 27).

Ozel 6nem verilmesi gereken gruplar ya da bir diger ifade ile baslica risk
gruplari; gengler, cinsel bakimdan aktif geng kizlar, birden fazla cinsel esi olan erkek ve
kadinlar, seks iscileri ve miisterileri, isleri nedeniyle eslerinden uzun siire ayr1 kalmak
zorunda olan kisiler, sokak ¢ocuklari, madde bagimlilari, mahkumlar ve bu kisilerin

esleridir ( 6, 7).

CYBE’m topluma sosyal ve ekonomik ytikii olduk¢a fazladir. Bazi tilkeler halk
sagligi i¢in ayrilan toplam biitceden daha fazlasini HIV tedavisi icin
harcayabilmektedirler (29). CYBE epidemilerinin kontrol edilemedigi durumlarda
ulusal gelirden CYBE’1 tedavi etmeye yonelik harcamalarin daha da arttig
bildirilmektedir (7, 29). Ozellikle gelismekte olan iilkelerde CYBE ekonomik kayiplarn

%17’sinden sorumludur (30).
2.5. CYBE’1n komplikasyonlar:

CYBE sadece yetigkinlerde akut hastaliklara sebep olmaz, ayn1 zamanda kadin
ve erkekte infertilite, kadinlarda ektopik gebelik, servikal kanser ve diisiiklere neden
olurken, yenidoganda diisiik dogum agirligi, prematiirite, prematiir mortalitesi,
konjenital sifiliz ve oftalmi neonatorum gibi komplikasyonlara neden olabilmektedir (1,
30).

Kadinlarda, CYBE etkenlerinin alt genital organlardan iist genital organlara
yayillmasi sonucu; pelvik enfeksiyon (uterus, fallop tiipleri ve over enfeksiyonlari,
pelvis yapisikliklar), kronik pelvik agri ve infertilite gelisebilmektedir. Pelvik
enfeksiyondan sorumlu tutulan enfeksiyon etkenlerinin basinda C. trachomatis ve N.
gonorrhoeae gelmektedir (6, 7). Tedavi edilmemis klamidya enfeksiyonu olan
kadinlarin %10-15 kadar1 PEH ile sonu¢lanmaktadir ve klinik PEH vakalarinin yaklasik
% 10-15’1 tubal infertiliteye sebep olmaktadir. PEH ge¢irmis kadinlarda ektopik gebelik
gelisme riski 6-10 kat artmistir ve ektopik gebeliklerin %40-50’si onceden gegirilen
PEH’a bagli olabilmektedir (1).
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Gonore ve klamidya enfeksiyonlari, erkeklerde de iiretradan epididime yayilarak
uretrit ve epididimite neden olmaktadir. Uygun tedavi edilmezse iiretral darlik ve

infertilite gelisebilmektedir (7).
2.6. CYBE’1n tedavisi ve direncg

DSO o&zellikle birinci basamak saglik hizmetlerinde kullanilmak {izere
sendromik yaklagim esasina dayanarak CYBE’in tam1 ve tedavisine yoOnelik akis
semalar1 gelistirmistir. Bu semalar siklikla asemptomatik seyreden bu hastaliklarin
tanisinda kismen yeterli olabilmekte; klinik problem, klinik tan1 ve yapilmasi gerekenler

olmak tizere ii¢ asamadan olugmaktadir (6).

CYBE’a sendromik yaklasim; birbiriyle baglantili semptomatik gruplarin
tanimlanmasi, kolaylikla taninan semptomlarin belirlenmesi, bir sendromun ortaya
cikmasindan sorumlu olabilecek patojenlerin birden fazlasini kapsayan tedavilerin
uygulanmasi seklindeki yaklasimlari icermektedir. DSO, miimkiin olan yerlerde tek doz

tedavinin kullanilmasini 6nermektedir (7).

DSO’ye gore bu sendromik yaklasim, uygulanabilir ve hizli etkin bir tedavi
sunmaktadir. Ayn1 zamanda bazi sendromlar i¢in kullanilan laboratuvar testlerinden
daha maliyet etkin oldugu belirtilmektedir (1, 6). Bununla birlikte, May1s 2013’te DSO,
halen uygulanmakta olan sendromik algoritmalarin, baz1 sendromlar igin bu yaklagimin
tam olarak uygulanamadigini ayrica asemptomatik CYBE’m da goz ardi edildigini
belirtmistir. Bu yiizden DSO; gelismekte olan iilkelerde, kontrol ve korunma igin, en
acil yapilmas1 gerekenlerden birinin, diisiik maliyetli, kesinligi yiiksek olan hizli tani

testleri oldugunu vurgulamaktadir (1).

N. gonorrhoeae ve C. trachomatis infeksiyonlar1 %45 vakada bir arada oldugu
icin bu etkenlerden herhangi birisi disiiniildiigiinde her iki patojen ig¢in de etkili
olabilecek bir tedavinin verilmesi 6nerilmektedir (6,31). CYBE enfeksiyonu tedavisinde

farkli rejimler uygulanmaktadir (6).

Gonore tedavisi, N. gonorrhoeae’nin direng gelistirebilme 6zelliginden dolay1
komplikedir. Kinolon direngli N. gonorrhoeae suslari artik ABD ve tim diinyada

yayginlasmaktadir (31). Nisan 2007 itibariyle, ABD’de kinolonlar gonore tedavisi ve
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sebep oldugu PEH gibi durumlar igin tavsiye edilmemektedir (32). ABD'de sadece
sefalosporinler gonore tedavisi i¢in Onerilmekte olup seftriakson ve sefiksime karsi
diren¢ oldukca az goriilmektedir. Ancak, 2001 yilinda c¢oklu ila¢ direncine ve azalmig

sefiksim duyarliligina sahip ¢esitli vakalar Hawaii’den bildirilmistir (33).

Oral sefalosporinlerin kullannomindan kaynaklanan tedavi basarisizliklarinin
cogu, Asya tilkelerinden bildirilmistir (31). N. gonorrhoeae’nin sefalosporin ve diger
antibiyotiklere kars1 azalmis duyarliliginin yayilmaya devam etmesinden endise
edilmekte olup; devlet ve yerel siirveyans sistemlerinin, antimikrobiyal direncin
izlenmesi ve lokal tedavi onerilerine yol gostermesi agisindan énemi vurgulanmaktadir

(34).

N. gonorrhoeae siklikla C. trachomatis ile birlikte koenfeksiyon
olusturdugundan, komplike olmayan C. trachomatis enfeksiyonlarina karsi da etkili bir
tedavi rejiminin rutin olarak kullanilmasi Onerilmisti. ABD’de c¢ogu gonokok
enfeksiyonu doksisiklin ve azitromisin duyarli oldugu i¢in, rutin kombine (Cotreatment)
tedavinin antimikrobiyal direngli N. gonorrhoeae gelisimine engel olmus olabilecegi

vurgulanmaktadir (31).

Avrupa’da ise giincel tedavi rehberlerinde tek doz 3. kusak sefalosporinlerden
intramuskuler seftriakson veya oral sefiksim 6nerilmektedir (35). Ingiltere ve Avrupa
genelinde kullanilan bu ilaglara karsi azalmis bir duyarlilik gézlenmektedir (36, 37).
Son yillarda, Avrupa’da 3. kusak sefalosporinlere karsi tedavi basarisizliklart rapor
edilirken, gonore vakalarinda artis egilimi endise verici olarak degerlendirilmektedir.
ECDC son olarak 2012’de direngli gonore tehdidine karsi, kontrol ve yonetim amacli,
ilk bolgesel halk sagligit miidahale planini yaymnlamistir (38). Direngli suslarin
Avrupa’da yayilmasi ile, molekiiler tiplendirme gibi ileri aragtirma yodntemlerine

gereklilik olustugu bildirilmektedir (37).

Son yillarda, yiiksek seftriakson direngli ilk N. gonorrhoeae susu Japonya’da
rapor edildikten sonra; Avrupa’da ilk olarak Fransa’da, 2011°de genital kaynakli,
yiiksek diizey seftriakson direngli N. gonorrhoeae susu (F89) tespit edilmistir (39).
Bunu daha sonra Ispanya’dan bildirilen siipheli bir vaka takip etmistir (38). Bu

gelismelerden sonra, direkt seftriakson direngli N. gonorrhoeae susunu (F89) taramaya
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yonelik, real-time PCR tabanli baz1 molekiiler teknolojiler gelistirilmeye baslanmistir

(40).
2.7.CYBE’1n onlenmesi ve kontrolii

CYBE’mn kontroliinde saglikli cinsel davranig bigimlerinin desteklenmesi, riskli
davranislar1 olan kisilerin tarama testleriyle taranmasi, bir CYBE etkeni saptandiginda

diger etkenlerin aranmasi ve eslerin de tedavisi son derece 6nem tasimaktadir (41).

CYBE’m kontroliiniin dort temel bileseni bulunmaktadir. Bunlar; bulas riskini
azaltmak amaciyla risk altindaki kisilerin hastaligin bulas yollar1 konusunda egitimi,
asemptomatik vakalarin ve semptomatik olup da tani ve tedaviden yararlanmayan
vakalarin saptanmasi, tedavi olmak isteyen enfekte kisilerin etkin tedavisi, enfekte

kisilerin cinsel es/eslerinin tedavisi ve egitimi olarak sayilmaktadir (7, 31).

Ast ile onlenebilen bazi CYBE etkenlerinin arasinda Hepatit A virusu (HAV)
Hepatit B virusu (HBV) ve HPV bulunmaktadir. Bu etkenler igin asilar etkin ve yaygin
olarak kullanilabilmektedir. HIV ve HSV gibi diger bazi etkenler icin asilarin

gelistirilmesi stirmekte veya klinik ¢alismalari devam etmektedir (31).

Asemptomatik enfekte kisilerin saptanmasi igin risk altindaki kisilere tarama
testlerinin yapilmasi gerekmektedir. CDC’ye gore, 25 yas ve altindaki korunmasiz
cinsel aktif tiim geng¢ kadinlar yillik olarak C. trachomatis agisindan taranmalidir. C.
trachomatis agisindan rutin tarama geng erkeklerde onerilmemekte, bununla birlikte
yiiksek klamidya prevalansi olan yerlerde dikkate alinmasi gerektigi belirtilmektedir.
Tarama, gonore ve HIV enfeksiyonlarinin kontroliinde de esas rolii oynamaktadir.
ABD’de risk altindaki tiim cinsel aktif kadinlara gonore taramasi onerilmektedir (31,
42). Pratik tarama kriterlerinin belirlenmesinde toplumdaki CYBE’in epidemiyolojisi,
maliyet, testin verimliligi, beklenen sonug, vaka saptanmasinin halk saglig iizerine olasi

etkisi ve komplikasyonlarin siklig1 gibi faktorler degerlendirilir (42).
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2.8. Onemli CYBE etkenleri ve tam yontemleri
2.8.1. N. gonorrhoeae ve laboratuvar tanisinda kullanilan yontemler

N. gonorrhoeae Neisserriaceae ailesine ait, intra ya da ekstrasellular yerlesimli,
gram negatif diplokok seklinde, oksidaz ve katalaz pozitif, sporsuz, hareketsiz
bakterilerdir. Tipik olarak kahve c¢ekirdegi seklinde goriilmektedirler. Glukoz
oksidasyonu ile asit iiretebilirken, maltoz, siikroz, laktoz oksidasyonu yapamazlar (43,
44). Kadmlarda primer endoservikal kolumnar epitel hiicrelerini enfekte ederken,
erkeklerde primer enfeksiyon iiretrada sinirlidir. Genital sistemde kolumnar epitele,
ylizey yapilar1 olan pilus ya da opasite proteinleri (Opa) ile tutunup bazal membranda
cogaldiktan sonra submukozaya gecerek akut enflamatuar yanita yol a¢gmaktadirlar.
Lipooligosakkarit (LOS) yapis1 ve endotoksik etki gostermesi yaygin enfeksiyonlarda
goriilen sistemik toksik tablodan sorumlu tutulmaktadir (43, 44, 45). Hastaligin enfekte
kadindan erkege bulagma riski tek bir iliskide yaklasik olarak %20 iken, erkekten
kadina bulagsma durumunda ise bu risk yaklasik olarak %50-70’¢ ulagmaktadir (44).
Erkekte, akut gonokoksik {retritte, diziiri ve mikopiriilan {retral akinti ana
semptomlardir. Kadinda ise servisit veya iiretrit olgularinda, normal veya miikopiiriilan
akinti, ara kanamalar, diziiri ve menoraji goriilebilen semptomlardir. Servisitte bazen
eslik eden hiperemik goriiniim ve endoservikse dokunmakla kanama goriilmektedir.
Kadinda asemptomatik enfeksiyon oram1 %50 iken, erkekte bu oran %10 kadardir.

Rektal ve faringeal enfeksiyonlar genellikle asemptomatik seyir gostermektedir (35).

N. gonorrhoeae Laboratuvar Tanisi: Gonorenin erken tanisi, klinik orneklerde,

gram negatif diplokoklar’mn mikroskopide goriilmesi ile konulmaktadir. Gram veya
metilen mavisi boyalari ile boyanan klinik 6rneklerde, notrofillerin iginde ve diginda bol
miktarda gram negatif diplokoklar halinde goriliirler (44, 45). Gram veya metilen
mavisi boyalarinin duyarliligl ve 6zgiilliigii semptomatik iiretriti olan erkeklerde %95
ve lizerindedir. Ancak, asemptomatik erkeklerde mikroskopinin duyarliligr %55 ve
altinda, kadinlarda, endoservikal drneklerde duyarlilik yine %55 ve altinda, ayn1 sekilde
rektal 6rneklerde duyarlilik %40 ve altinda oldugundan, bu durumlarda mikroskopinin
tanida kullanilmamasi, Kesin tan1 amaciyla kiltir yonteminin = kullanilmasi
onerilmektedir (6, 35). Kiiltiir mikroorganizmanin izole edilerek duyarlilik testinin

yapilmasina olanak saglamaktadir. Gonokoksik servisit tanisinda mikroskopinin diisiik
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duyarliligi, kiiltiir ile %90’a ulagmaktadir (6). Kiiltiirler, dakron ya da rayon uclu
ekiivyonlarla toplanmalidir. Gonokoklarda kalsiyum aljinat toksik olabildigi gibi bazi
markalara ait pamuklu ekiivyonlarda bulunan yag asitleri gonokoklarda inhibitor etki
yapabilir. Bu tip ekiivyonlar, dogrudan ekim yapildigr zaman ya da ekiivyon Stuart ya
da Amies gibi tasima ortamlariyla tasindiginda kullanilmalidir. Gonokoklar en 1yi,
toplandiktan sonra dogrudan besiyerine ekilmis olan 6rnekten izole edilmektedir. Ancak
bu her zaman uygun ve pratik olmadigindan ¢esitli tasima besiyerleri kullanilmaktadir.
Tasima sistemleriyle yollanan siiriintii 6rneklerinde, bakterinin kuru ve soguk ortama
olduk¢a dayaniksiz olmasindan dolayi, canliligini yitirmemesi i¢in buzdolabina
konulmamasi ve ilk 6 saat iginde uygun besiyerine ekilmesi gerekmektedir (46).
Orneklerin, gikolata veya Thayer Martin gibi zengin ve selektif besiyerlerine ekilmesi
onerilmektedir. Zenginlestirilmis segici besiyerleri, modifiye Thayer Martin, Martin-
Lewis, GC-Lect (BD Biosciences) ve New York City besiyerini igermektedir. Ekilen
plaklar, 35-37 © C’de, %3-7 CO.’li ortamda inkiibe edilmelidir. 24., 48. ve 72.
saatlerdeki tireme gozlemlenmelidir. Siipheli kolonileri tanimlamak i¢in oksidaz ve
katalaz testlerini takiben karbonhidrat kullanim testleri uygulanmaktadir. Sistemik
enfeksiyonlar i¢in mutlaka kan kiiltlirii yapilmasi gerektigi de unutulmamalidir (44, 45,

46).

Kiiltiir, N. gonorrhoeae tanisi i¢in altin standarttir. Kiiltiir, ucuz ve oldukga
duyarl, rektal ve faringeal enfeksiyonlarin tanisinda yaygin olarak kullanilan tek
onaylanmis tani testidir. Klinik endikasyon oldugunda veya siirveyans igin
antimikrobiyal duyarlilik testinin yapilmasini saglamaktadir. Ayn1 zamanda, kiiltiir
yaygin olarak sadece adli durumlarda, cinsel tacize ugramis veya siipheli gonore olan

cocuklarda en uygun test olarak kabul edilmektedir.

Bununla birlikte,’Niikleik Asit Amplifikasyon Testleri (NAAT)” idrar ve kendi
kendine alinan vajinal Orneklerdeki yararindan dolay1r cogu yerde, kiiltiire tercih
edilmeye baslanmistir (44). Niikleik asit hibridizasyon (DNA probe) ve NAAT
[polimeraz zincir reaksiyonu (PCR), strand-displacement amplifikasyon (SDA),
transkripsiyon aracili amplifikasyon (TMA)] testleri gelismis {ilkelerde kullanima
girmis duyarlilik ve 6zgiillikleri yiiksek yontemlerdir (6, 44, 46). Nonamplifiye DNA

prob testlerinin, kiiltiir ve NAAT ne gore daha diisiik duyarlilifa sahip olmasina ragmen
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yaygin kullanimi devam etmektedir. Klinik olarak yararli serolojik bir test
bulunmamaktadir (44). NAAT, genel olarak (> %90), kiiltiirden daha duyarl testlerdir
ve farkli 6rnek tiplerinden g¢alisilabilir. Kadinlarda idrar 6rneklerinden galigilan testler,
ekiivyon ile alinan 6rneklere gore disiik duyarlilik gosterdiginden onerilmemektedir.
Buna karsin, endoservikal ve vajen 6rneklerinde uygulanan NAAT tarama amagh olarak

yeterli duyarliliga sahiptir ( %90) (35).

Son yillarda, Avrupa’da NAAT, tanida kiiltiirlin yerini almistir. NAAT daha
duyarli ve hizli olmasina ragmen mikroorganizmanin izolasyon gerekliliginin ortadan
kalkmas1 nedeniyle laboratuvarlarda kiiltiir ve antibiyotik duyarlilik testlerinin
uygulanmasinda bir azalmaya, dolayisiyla N. gonorrhoeae kokenlerinin izole
edilememesine ve buna bagl olarak da bu ¢aligmalardan elde edilen 6zelliklere ait veri
kaybina neden olmustur. Bu durum, diren¢li N. gonorrhoeae suslarinda alternatif tedavi

se¢imini sinirlayacagindan 6nemli bir durum olarak degerlendirilmektedir (38).
2.8.2. C. trachomatis ve laboratuvar tanisinda kullamlan yontemler

C. trachomatis, Chlamydiaceae ailesine ait, zorunlu hiicre i¢i bakterilerdir.
Chlamydia trachomatis hiicre duvarinda bulunan major dis zar proteinin (MOMP)
antijenik reaktivitesine gore 18 serovara ayrilmistir. Serovar A, B, Byve C trahoma,
serovar D’den K’ya kadar D, ve I, ve Ja’da dahil olmak {izere genital enfeksiyonlara,
serovar L1, L2, L2a, L2b, L3 daha invaziv cinsel yolla bulasan bir enfeksiyon olan
“Lenfograniiloma Venorum"a sebep olmaktadir (47). Kadinlarda, endoserviks ve iist
genital sistemin skuamokolumnar epitelini, erkek ve kadinlarda ise konjunktiva, iiretra
ve rektumu enfekte ederler. Erkeklerde epididim ve prostat enfeksiyonlarina sebep
olabilmektedirler (48). Yasam sikluslarinda elementer cisimcik (EB) ve retikiiler
cisimcikler (RB) olmak iizere iki sekilde bulunmaktadirlar. Klamidyalarin EB’leri,
Okaryotik hiicreleri enfekte ederler ve konak hiicresi disinda ¢ok kisa bir siire canli
kalabilmektedirler. Hiicre i¢ine girdiklerinde metabolik olarak aktif olan ve ortadan
ikiye ayrilarak boliinen RB’e doniismektedirler. Klamidyalarin yasam sikluslarinin
sonunda retikiiler cisimcikler yine EB’lere doniismektedirler (47, 48). Kadinlarda
asemptomatik enfeksiyonlar %75’leri bulurken, erkeklerde bu oran %350 dir.
Nongonokosik iiretritlerin  %30-50 oraninda C. trachomatis’ten dolayr oldugu

disiiniilmektedir (49). Kadimnlardaki servisit semptomlar1 olarak; miikopiiriilan
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endoservikal akinti, endoserviksin kolayca kanamasi, liretrit semptomlari olarak piyuri,
diziiri, sik idrara ¢ikma goriilmektedir. Eger iist genital sistemde akut PEH gelismisse,
abdominal ve/veya pelvik agri, muayenede servikal hassasiyet goriilmektedir.
Erkeklerde tipik tiretrit semptomlar1 olarak, mukoid veya sulu iiretral akint1 ve diziiri
gozlenmektedir. Eger nadir olarak epididimit gelistiyse, tek tarafli testis agrisi,

hassasiyeti ve sisligi olusmaktadir (50).

C. trachomatis Laboratuvar Tanisi: Kadinda idrar, vajen ya da serviksten alinan

stirlintli 6rnekleri ile tan1 konulurken, erkekte {iretral siiriintii 6rnekleri ya da idrar 6rnegi
ile tan1 konulabilmektedir. Rektal siirtintii 6rnegi, rektal klamidya enfeksiyonu olan anal
cinsel iliskide bulunan kisilerde kullanilabilir. NAAT, hiicre kiiltiirli, direkt floresan
antikor (DFA), Enzyme immunoassay (EIA) ve niikleik asit hibridizasyon testleri,
endoservikal ve fretral siiriinti Orneklerinde C. trachomatis tespiti igin
kullanilabilmektedir (51). NAAT 1993°ten beri kullanilan ve hizla biiyiik
laboratuvarlara adapte olan kiiltiir tabanli olmayan en yeni jenerasyon testlerdir (52).
Yaygin olarak kullanilan yiiksek duyarliliga sahip NAAT’i arasinda, PCR, strand-
displacement amplifikasyon (SDA), transkripsiyon aracili amplifikasyon (TMA), ligaz
zincir reaksiyonu (LCR) testleri bulunmaktadir (47, 49). Daha yiiksek duyarliliklarindan
dolay1, NAAT tercih edilir (49, 51). Cok cesitli ticari NAAT mevcuttur. Ornegin; C.
trachomatis ve N. gonorrhoeae i¢cin COBAS Amplicor CT/NG testi (Roche Diagnostics,
USA) PCR teknolojisini kullanan bir testtir, ayn1 etkenler i¢in SDA testi de (BD
ProbeTec ET, Amerika) mevcuttur. Her iki testte FDA onay1 almistir (52, 53, 54).
Siirtintii 6rnekleri igin ve idrar i¢in US Food and Drug Administration (FDA) tarafindan
onayli NAAT’leri, tant i¢in kullanilan en duyarli testlerdir. NAAT ve niikleik asit
hibridizasyon testleri dahil birgok testin, rektal veya orofaringeal siirlintii 6rneklerinden
kullanim1 FDA onayl1 degildir. Bununla beraber NAAT, hasta tarafindan kendi kendine
alman vajinal siirlintii 6rneklerinde de en az FDA onayl testler kadar yiiksek
performans gostermektedir (49, 51). Seegene firmasi da, son yillarda DPO™ olarak
adlandirdigi yeni bir oligo teknolojisi kavramu gelistirmistir. Bu teknoloji primer
dizayninda ve PCR optimizasyonunda esneklik saglamaktadir. Aynm1 zamanda, spesifik
olmayan primer baglanmalarint 6nleyerek PCR’in duyarliligini ve 6zgiilliiglinii en iist
diizeye ¢gikarmaktadir (54, 55). Klamidya enfeksiyonlarinin tanisinda DFA ve Enzyme-
linked immunosorbent assay (ELISA) yontemleri de yaygin olarak kullanilmaktadir (6).
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DFA, tiim 6rnekler ile ¢alisilabilen fakat daha diisiik duyarlili§a sahip ve goreceli olarak
daha emek yogun bir testtir. EIA bazli testler, tiim orneklerde calisilabilen, ucuz
maliyetli fakat NAAT ile karsilastirildiginda, daha az duyarli testlerdir. Hizli testler
hastanin tani konulan yerde tedavisini saglar, fakat pahali testlerdir ve klinik
uygulamada biiyiik hacimli hizli testlerin kullanimi i¢in uygun degildir. Ayn1 zamanda,
NAAT’den daha diisiik duyarliliga sahiptirler. Hiicre kiiltiirti, 6zgilliigii yiiksek, fakat
%60-80 oranlarinda, diisiik duyarliliga sahip olan bir testtir. Goreceli olarak, kiiltiir bazli

olmayan testlere gore daha pahali ve teknik olarak uygulanmasi daha zordur (49).

Ekiivyonla alinacak 6rnekler icin dakron uglu aliiminyum veya plastik ekiivyon
kullanilmalidir. Kalsiyum aljinat u¢lu veya tahta ¢ubuklu ekiivyonlar iiremeyi inhibe

edebilmektedirler. Her ticari test i¢in, iiretici firmanin talimatlarina uygun hareket

edilmelidir (47).

Intraiiretral bolgeden alinan &rnegin, Gram boyali preparatinin incelenmesi
sonucunda her sahada besten fazla polimorfniiveli 16kosit (PNL) saptanirken,
intrasellular yerlesimli gram negatif diplokoklarin goriilmemesi basta C.trachomatis
olmak {izere gonokok dist etkenleri diisiindiirmektedir. Erkekte asemptomatik iiretrit
tanisinda ilk akim idrarinin incelenmesi Gram boyali incelemeden daha duyarli bir

yontemdir. Bu yontemle 40°lik biiyiitmede her sahada 10-15 PNL goriilmesi anlamlidir
(6).

CDC, 25 yas ve altindaki tiim cinsel aktif kadinlara ve risk faktorii olan daha
yash kadinlara tarama 6nermektedir. Erkekte; fizibilite, etkinlik ve maliyet etkinlik gibi
birkac¢ faktdrden dolayi, tarama Onerilmemektedir. Cinsel olarak aktif genc erkeklerde
tarama yapilmasi, klamidya prevalansi yiiksek olan durumda (6rnegin, ergen klinikleri,
1slah tesisleri ve CYBE kliniklerinde) diislintilmelidir. Erkeklerde hedeflenen klamidya

taramasi sadece kaynaklar izin verdigi zaman diigiiniilmelidir (31).

Kompleman fiksasyonu (CF), mikroimmunofloresans (MIF) testleri de tanida
kullanilan serolojik testlerdir. CF testi C. trachomatis genital enfeksiyonlarinin tanisi
icin duyarliligr diisiik bir testti. Uyumlu klinik bulgularla gelen Lenfograniiloma
venerum (LGV) hastalarinda tanisal amagli kullanilabilmektedir. MIF testiyle ise tiir ve

serovarlara spesifik antikor yanitlar tespit edilebilmektedir. IgM ve IgG antikorlarmin
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kantitatif saptanmasina olanak vermektedir. Standardize edilmesi gereken, teknik olarak

zor ve zaman gerektiren bir testtir (47).

2.8.3. Mycoplasma hominis, Ureaplasma urealyticum, Mycoplasma

genitalium ve laboratuvar tamisinda kullanilan yontemler

Mollicutes smifindan Mycoplasmataceae ailesine ait, hiicre duvari olmayan,
hiicre membranlarinda sterol bulunduran, fakiiltatif anaerob, en kii¢iik serbest yasayan
bakterilerdir. Genital mikoplazmalarin insidansi, seksiiel aktiviye bagli olarak
puberteden sonra artmaktadir. Seksiiel olarak aktif erkek ve kadinlarin %15°1,
Mycoplasma hominis, %45-75’1 Ureaplasma ile kolonize olmuslardir. Genitotiriner
sistemdeki kolonizasyon hastaligin tanisinin konulmasini zorlastirmaktadir. Bununla
birlikte M. hominis’in immunkompromize hastalarda; piyelonefrit, postpartum ates ve
sistemik enfeksiyonlara; U. urealyticum’un nongonokosik tiretrit (NGU), pyelonefrit ve
spontan diisiik veya prematiire doguma; M. genitalium’un ise NGU ve PEH’a neden
olabilecegi kabul edilmektedir (56). Ayn1 zamanda; Mycoplasma hominis normal vajen
florasinda bulunan Gardnerella vaginalis, Mobiluncus tiirleri ve ¢esitli anaerop
bakterileriler ile bakteriyel vajinozise neden olan etkenler arasinda sayilir (6). M.
genitalium, ABD’de NGU vakalarinin %15-25’inden sorumludur (31). M.
genitalium’un kronik {iretritle de iliskili olabilecegi diisiiniilmektedir (57, 58).
Kiiltiiriniin yapilmasindaki zorluklar nedeniyle gecmiste zor tanimlanan M. genitalium,
giinimiizde PCR ile ¢ok rahat tanimlanabildiginden, gittikce CYBE etkenleri iginde
daha ¢ok rolii oldugu ortaya ¢ikmaktadir (59). M. genitalium ilk olarak 1981 yilinda
non- gonokoksik iretriti olan 13 erkek hastanin 2’sinden izole edilmistir (60).
Giiniimiizde, M. genitalium erkeklerde non- gonokoksik iiretritin, kadinlarda servisitin
sebepleri arasindadir (31, 53, 61).

Mycoplasma hominis, Ureaplasma urealyticum, Mycoplasma genitalium

laboratuvar tanisi: Tiim bu etkenlerde; genital salgilar, DNA florokrom boyasi (veya

akridin oranj) kullanilarak mikroskopi ile arastirilabilmektedir. M. hominis ve U.
urealyticum igin antijen tani testleri mevcut degildir. M. genitalium igin ise antijen tani
testleri Onerilmemektedir. Kiiltiirde, etkenler c¢esitli genital Orneklerden izole
edilebilmektedir. Pamuk sarilmis tahta ekiivyonlardan kaginilmali ve ¢evre kosullarina

cok duyarli olduklarindan uygun tasima besiyerleri kullanilmalidir. Mycoplasmalarda
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arjinin ilave edilmis glukozlu sivi besiyeri kullanilirken, U. urealyticum ve M
Jhominis’de A8 agar besiyeri kullanilabilmektedir. Kiiltiirde tireme 2-4 giin arasinda
gerceklesir. U. urealyticum kiiltiirde tiremesi sirasinda bir yandan ireye ihtiyag
duyarken diger yandan iirenin metabolizmast sonucu olusan alkalen ortam
mikroroganizmanin  {iremesini inhibe etmektedir. M. genitalium kiiltiriiniin
duyarliligmin diisiik olmasi taninin dogrulanmasi i¢in kullanimini kisitlamaktadir. M.
hominis ve U. urealyticum igin serolojik testler rutin kullanim i¢in onerilmemektedir. M.
genitalium i¢cin MIF ve Western blot yontemi tanimlanmistir ancak higbiri ticari olarak
bulunmamaktadir. Molekiiler testlerden PCR tiim etkenler i¢in pratik uygulamada
kullanilabilir durumdadir. Bu testlerin duyarliligi c¢ok yiliksek olmasina ragmen,
Ozgiilliikleri ¢ok iyi bilinmemektedir (56, 62). ABD’de, M. genitalium igin standardize

olmus ve ticari kullanima sunulmus tani testleri halen mevcut degildir (31).
2.8.4. Trichomonas vaginalis ve laboratuvar tamisinda kullamlan yontemler

T. vaginalis, hareketli anaerop bir protozoondur. Idrar, semen, tuvalet kagitlar1 ve
giysiler lizerinde bir ka¢ saat canli kalabilmesine karsin cinsel iliski disinda bulasma
nadirdir (63). Enfekte olan kisilerin yaklagik %70’i asemptomatiktir (64).Semptomlar
genellikle menstiirasyon sirasinda veya hemen sonrasinda ortaya cikmaktadir. Fizik
bulgular hastaligin ciddiyetine gore degisir. Vulvar eritem (%10-33), 6dem ve sari-yesil,
yapiskan, pis kokulu akintt mevcuttur. Vajina duvar1 eritamatdz ve graniiler
goriiniimdedir. Serviksteki nokta hemorajiler, cilek goriiniimii (colpitis macularis) verir.

Gebelerde erken membran riiptiirii ve prematiire dogum nedeni olabilir (63, 64).

Trichomonas vaginalis’in laboratuvar tanisi: Tani, kadinlarda genellikle vajinal

akintidan mikroskopi ile konmaktadir, fakat bu yontemin duyarlilig1 sadece %60-70’dir
ve optimum sonuclar i¢in 1slak preparatin ¢ok hizli bir sekilde degerlendirilmesi
gereklidir. T. vaginalis siiphelenilen fakat 1slak preparatta parazitin goriillmememsi
durumunda kiltiir yapilmalidir (31). Genel olarak erkeklerde tan1 koymakta
zorlanilmaktadir. Erkeklerde, 1slak preparat duyarli bir yontem degildir ve hizli testler
arasinda bulunmamaktadir. Kiiltiir; tiretral akint1 6rnekleri, idrar ve semen ornekleri igin
tercih edilebilecek bir tan1 yontemidir. T. vaginalis i¢in oral ve rektal 6rneklerin test

edilmesi onerilmemektedir (31, 65).
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T. vaginalis enfeksiyonun tanisinda direkt mikroskopi ve kiiltiir yontemlerinin
yaninda Giemsa, Papanicolaou ve akridin oranj gibi boyama yoéntemleri de tam
amaciyla kullanilmaktadir (63). Kiiltiir, tanida duyarliligi ¢ok yiiksek ve altin standart
olarak kabul edilen bir yontemdir. RNA probe yar1 otomatize sistemler, dipstick ELISA
testleri kullanimda olan hazir ticari sistemlerdir. NAAT geligsmekte olan testlerdir ancak
simdiye kadar degisken sonuglar géstermistir (65, 66). Bununla birlikte bazit NAAT leri,
ornegin; PCR veya transcription-mediated amplification (TMA) yonteminin erkeklerde

daha yiiksek duyarliliga sahip oldugu bildirilmektedir (31).
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Hastalarin Secimi

Metodolojik tipte olan calismamiza, Subat- Mayis 2013 doneminde T. C. Saglik
Bakanlig1 Ankara Egitim ve Arastirma Hastanesi (AEAH) Uroloji Poliklinigi ve Kadin
Hastaliklar1 ve Dogum Poliklinigi’ne basvuran 46 semptomatik erkek hasta ve 50
semptomatik kadin hasta olmak iizere toplam 96 hasta dahil edildi. Calismamizin etik

kurul izni AEAH, Egitim, Planlama ve Koordinasyon Kurulu karari ile alindi.

Calismamiza dahil olan hastalara, klinisyen tarafindan yiiz yiize goriisme teknigi
ile muayene sirasinda anket uygulandi. Anket formunda, sosyodemografik o6zellikler,
semptomlar, siipheli cinsel iligki, dogum kontrol yontemi, kisisel hijyen, CYBE ge¢irme

oykiisii gibi konularda sorular soruldu (Ek-1).
3.2. Orneklerin Alnmasi ve Tasinmasi

Kadin ve erkek hastalar i¢in ayr1 ayr1 olacak sekilde asagida tanimlandig: sekilde

ornekler alindi. Tiim 6rneklerin, antibiyotik tedavisinden dnce alinmasina dikkat edildi.
Kadin Hasta:

Orneklerin ahnmasi: Ornekler alindig1 sirada hastalarin aktif menstrual siklusta
olmamalarina, ayrica endoservikal o©rnek alinirken analjezik, antiseptik ve
lumbrikanlarin kullanilmamasima dikkat edildi. Ilik su ile nemlendirilmis spekulum
takilip kanalin agzindaki mukus temizlendikten sonra, uygun ekiivyon ile 2 cm kadar
kanala girildi, ekiivyona rotasyon yaptirilarak 5-10 sn. bu bdlgede tutuldu. Vajinal

mukozaya degdirilmeden ¢ikartilip, uygun tasima besiyerine konuldu.

Ornek tiirleri ve calisilan testler: Her hastadan, 3’4 endoservikal siiriintii
ornegi, 1’1 vajinal siriintii 6rnegi ve 1’1 ilk akim idrar1 olmak {izere toplam 5 farkli

ornek alindi.

1. Steril ilk akim idrar1 (On Idrar): idrarda multipleks PCR testi igin alinan

idrar ornekleri; spekulum muayenesinden 6nce ve hasta bir 6nceki idrarini yaptiktan en
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az 2 saat sonra olacak sekilde, steril idrar kabma 10-30 ml ilk akim idrar1 (6n

idrar)olarak toplandi.

2. Endoservikal siiriintii 6rnegi (1) : Neisseria gonorrhoeae Kkiiltiirii ve gram
boyama i¢in; steril, naylon fiber uglu (CopanSiiriintii, microRheologics, Brescia, Italya)
plastik saftli Stuart tasima besiyerli ekiivyonlar kullanildi. Ornek alindiktan sonra hicbir

yere temas etmeden tasima besiyerine yerlestirildi.

3. Endoservikal siiriintii ornegi (2): Multipleks PCR ve Chlamidya DFA
testler icin; steril, naylon ve non- aliiminyum endoservikal ekiivyonlar (CopanSiiriintii,
microRheologics, Brescia, italya) kullanildi. Ornek uygun ekiivyon ile alindiktan sonra,
firmanimn Snerdigi 2ml sivi tasima besiyerine [Universal transport medium (UTM ),
Copan, Italya] yerlestirildi, ekiivyonun iistte kalan kismi1 kirilip, ekiivyon iginde kalacak

sekilde tiipiin agz1 sikica kapatildi.

4. Endoservikal siiriintii 6rnegi (3) : Mycoplasma hominis-Ureaplasma
urealyticum tayininde kullanilan, kiiltir bazli ticari identifikasyon Kkiti igin; steril,
pamuk uglu tahta saftli ekiivyonlar (Tampon Siiriintii, Cultiplast®, Italya) kullanildi.
Omek almmdan hemen sonra ekiivyonlar, iiretici firma tarafindan saglanan,
Mycoplasma tasima besiyerine (UMMt medium) tahta kismi kirilarak yerlestirildi,

sisenin agz1 sikica kapatildi.

5. Vajinal siiriintii ornegi: Trichomonas vaginalis direkt baki ve Kiiltiirii
icin; steril, pamuk uclu Stuart transport besiyerli ekiivyonlar (OR-BAK, Ankara,
Tiirkiye) kullanildi. Vajen posterior forniksten 6rnek alindiktan sonra ekiivyon tasima

besiyerine batirildi.
Erkek Hasta:

Orneklerin alinmasi: Uretral 6rnek alimi sirasinda, hastanin son 1 saat
icerisinde idrar yapmamis olmasina dikkat edildi. Akint1 varliginda, akintinin kendisi
tiretral Ornek olarak kabul edildi. Akinti olmayan olgularda, iiretral 6rnek, uygun
ekiivyon iiretra i¢ine 2-3 cm kadar sokulup 2-3 kere rotasyon hareketi yapildiktan sonra

alindi.
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Ornek tiirleri ve calisilan testler: Her hastadan, 4 iiretral siiriintii 6rnegi,
iiretral akint1 varliginda 1 direkt yayma preparat ve 1 ilk akim idrar1 olmak iizere toplam

6 farkli 6rnek alindi.

1. Steril ilk akim idrar1 (On Idrar): Idrarda multipleks PCR testi i¢in alinan
idrar Ornekleri; hasta bir 6nceki idrarin1 yaptiktan en az 2 saat sonra olacak sekilde,

steril idrar kabina 10-30 ml ilk akim idrar1 (On Idrar) olarak toplandi.

2. Uretral Akinti direkt yayma preperat: Neisseria gonorrhoeae direkt
mikroskopi ve Gram Boyama icin;akint1 varliginda 6rnek direkt olarak lama yayildi,

steril seffaf petri kabina uygun bir sekilde yerlestirildi.

3. Uretral siiriintii 6rnegi (1): Neisseria gonorrhoeae Kkiiltiirii icin;steril,
pamuk uglu, Stuart tasima besiyerli ince aliiminyum saftl: iiretral ekiivyonlar (ORBAK,
Ankara, Tiirkiye) kullanildi. Ornek alindiktan sonra hicbir yere temas etmeden tagima

besiyerine yerlestirildi.

4. Uretral siiriintii 6rnegi (2): Multipleks PCR ve Chlamidya DFA icin;
steril, naylon fiber plastik, non-aliiminyum iiretral ekiivyonlar (Copan, Brescia, italya)
kullanildi. Ornek uygun ekiivyonile iiretradan alindiktan sonra, kadin hastalarda tarif

edildigi sekilde isleme tabi tutuldu.

5. Uretral siiriintii 6rnegi (3): Mycoplasmahominis-Ureaplasma urealyticum
tayininde kullanilan, kiiltiir bazli ticari identifikasyon kiti i¢in; Ornek iiretradan

alindiktan sonra kadin hastalarda tarif edildigi sekilde isleme tabi tutuldu.

6. Uretral siiriintii 6rnegi (4): Trichomonas vaginalis direkt baki ve kiiltiirii
i¢in; steril, pamuk uglu Stuart tasima besiyerli ekiivyonlar (OR-BAK, Ankara, Tiirkiye)

kullanildi.Uretradan 6rnek alindiktan sonra ekiivyon hemen tasima besiyerine konuldu.

Orneklerin_Tasinmasi: Kiiltiir ve direkt mikroskopi igin toplanan siiriintii

ornekleri uygun tasima besiyerlerine yerlestirilerek miimkiin oldugunca hizli,
bekletilmeden oda 1sisinda laboratuvara ulastirildi (< 2 saat). Multipleks PCR ve

Chlamydia DFA galisilacak tiim ornekler, yiliksek 6rnek kalitesi saglamak igin 2-8°C’de
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miimkiin oldugunca hizli, buz akiisii bulunan kopiik tasima kabinda laboratuvara

ulastirildi.

3.3. Etkenlere Gore Orneklerin Islenmesi ve Uygulanan Konvansiyonel

Yontemler
3.3.1. Neisseria gonorrhoeae

Neisseria gonorrhoeae’nin konvansiyonel tanisi i¢in kiiltiir ve gram boyali

direkt mikroskopi yontemleri kullanildi.
3.3.1.1. Direkt Mikroskopik Inceleme:

Erkek hastalarda tiretral akint1 varliginda, direkt olarak alinan akinti 6rnekleri
metanol ile fikse edildikten sonra gram boyama yontemi ile boyandi. Eger hastadan
direkt iiretral akintt 6rnegi lam {izerine almamadiysa, kiiltiir i¢in alinan uygun iiretral
striintli  ornekleri ve ayni sekilde kadin hastalardan kiiltiir icin alinan uygun
endoservikal siirlintii 6rnekleri, once kiiltiir islemi yapildiktan sonra, Gram boyamasi
icin, lama %0.9’luk serum fizyolojik (SF) damlatilarak siiriintii seklinde yayilip, oda
1s1sinda kuruduktan sonra metanol ile fikse edildi. Daha sonra Gram boyama yontemi

ile boyandi.

Gram boyali preparatlarin, X100 biiylitmede mikroskopik degerlendirilmesi
yapildi. Neisseria gonorrhoeae i¢in, intra ya da ekstraselliiler yerlesimli gram negatif
kahve cekirdegi seklinde diplokoklarin goriilmesi pozitif olarak degerlendirildi (Resim
3.1). Preparatlar, epitel sayisi, PNL sayisi, mikroorganizmalar (maya hiicreleri,

laktobasiller, farklt morfolojide bakteriler) yoniinden de incelendi.

26



Resim 3.1. Neisseria gonorrhoeae’de intraselliiler yerlesimli gram negatif kahve

cekirdegi seklinde diplokoklar
3.3.1.2. Kiiltiir Yontemi

Neisseria gonorrhoeae kiltiirii i¢in; uygun {iretral ve endoservikalsiiriintii
orneklerinin, en kisa zamanda, Modifiye Thayer Martin (MTM) besiyerine (OR-BAK,
Ankara, Tiirkiye) ve %5’lik insan kanl besiyerine ekimleri yapildi. Plaklar 35-37°C’de,
%5-10 CO, ortamda, 72 saat siireyle inkiibe edildi. 24-48 ve 72. saatlerde plaklar
mikrobiyolojik olarak degerlendirildi. Negatif sonucun raporlanmasi i¢in plaklar 72
saate kadar bekletildi. N. gonorrhoeae’ye benzeyen, kiigiik (yaklasik 0,5 mm ¢apinda),
parlak, yiizeyden kabarik, siipheli kolonilerden hazirlanan siiriintiiler Gram boyama ile
incelendi (Resim 3.2). Gram boyamada gram negatif kahve ¢ekirdegi seklinde
diplokoklarin goriilmesi taniy1 destekledi. Tanimlama i¢in siipheli kolonilere katalaz ve
oksidaz testleri uygulandi. Bu testleri takiben glikoz ve maltoz olmak iizere
karbonhidrat kullanim testleri uygulandi. Katalaz ve oksidazi pozitif ve sadece glikozu

fermente eden izolatlar Neisseria gonorrhoeae olarak tanimlandi.
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Resim 3.2. MTM ve Insan Kanli besiyerinde, iirettigimiz Neisseria gonorrhoeae

suslarinin koloni goriintimleri (Sol: MTM besiyeri, sag: insan kanli besiyeri)

Insan kanli besiyerine ekilen oOrnekler normal flora bakterileri, mayalar,
Gardnerelle vaginalis yoniinden de incelendi. Kanli besiyerinde iireyen siipheli
kolonilerin Gram boyamas1 yapildi. G. vaginalis ile uyumlu, kii¢iik (<0,5 mm), kanli
agarda ince beta hemoliz yapmis kolonilerden gram boyama yapildi. Kiigiik gram-
degisken kokkobasillerin goriilmesi G. vaginalis yoniinden degerlendirildi. Buna ek
olarak vajen direkt bakisinda, vaginal akintidan yapilan yaymada ‘’clue hiicreler” in

varligi ile tan1 desteklendi.

Kanlt agarda maya benzeri, beyaz, kremamsi koloniler % 0.9’luk SF ile
lam/lamel aras1 direkt preparat hazirlanip incelendi. Oval, tomurcuk yapmis
blastosporlarin gériilmesi Candida lehine degerlendirildi. Identifikasyon i¢in Germ Tiip
Testi yapildi (53). Iki saat sonunda, mayalarin lam/lamel arasi mikroskopik
incelemesinde germ tiip yapmis mayalar, Candida albicans olarak degerlendirilirken,

germ tiip olusturmamis mayalar albicans dig1 Candida spp. olarak degerlendirildi.
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3.3.2. Chlamydia trachomatis
Chlamydia trachomatis 'in konvansiyonel tanisi igin ticari DFA testi uygulandi.

3.3.2.1. DFA Testi

DFA Slaytlarinin Hazirlanmasi: Multipleks PCR ve Chlamydia DFA ¢alismasi igin
aliman ve buz akiisiinde gelen uygun ornekler, sivi tagima besiyeri vortekslendikten
sonra, i¢indeki ekiivyon cikartilarak, immiinofloresan inceleme icin 6zel olarak
hazirlanmis, teflon lam {izerine yayildi. Ornekler ekiivyondan lama yayilirken, ekiivyon
dondiiriilerek yayma islemi gergeklestirildi. Ekiivyonun tamaminda bulunan 6rnegin
homojen bir sekilde lama aktarilmasina ve her bir kuyucugu tamamen kaplayacak
sekilde yayilmasma dikkat edildi. Ornekler havada kurutulduktan sonra iizerine saf
metanol uygulanarak 5 dakika tespit edildi. Tespit isleminden sonra drnek 1 giin sonra
calisilacaksa +4 °C de buzdolabinda saklandi. Daha uzun siirede ¢aligilacaksa -20°C’de

dondurularak saklandi.

DFA Tekniginin Prensibi: DFA incelemesinde, Fluorotect® ChlamydiaRef. ODO19
(Omega Diagnostics, UK) kit i¢eriginde bulunan floresan izotiyosiyanat (FITC) isaretli

monoklonal antikor soliisyonu kullanildi. FITC isaretli monoklonal antikorlar C.
trachomatis’in tiim serotiplerinde ortak olan hiicre duvarinda bulunan Major Outer
Memrane Protein (MOMP)’e 6zgiildiir. Floresan mikroskobu altinda, C. trachomatis EB

veya RB’leri kirmizimsi-kahverengi zeminde parlak elma yesili floresan verirler.

DFA Tekniginin Uygulanis Sekli: DFA Testi kit iireticisinin protokoliine uygun olarak

calisildi.

1.Teste baglanmadan 6nce tiim reajenler oda 1sisina getirildi. Kullanmadan 6nce,

koplik olusumuna neden olmadan yavasca ¢alkalandi.

2. Lam tizerinde tespit edilmis her bir hasta drneginin iizerine ve pozitif kontrol
slaytina, tiim kuyucuk alanini kaplayacak sekilde 25 pIC. trachomatis’e 6zgiil floresan

isaretli monoklonal antikor soliisyonu (Fluorotect Chlamydia Reagent) dagitildi.

3. Karanlik ve nemli ortamda, 37°C’de 30 dakika inkiibe edildi.
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4. Inkiibasyondan sonra teflon lamlar, icinde pH 7.4 olan Phosphate Buffered
Saline (PBS) yikama soliisyonu bulunan salelere konularak yaklasik 1 dakika yikama

islemi yapildi. Bu islem sirasinda lamlar yavasca ¢alkalandi.

5. Salelerden ¢ikarilan orneklerin c¢evresindeki fazla PBS kurutma kagidi ile

silindi.

6. Lam iizerindeki her bir alana, bir damla gliserol soliisyonu (Fluorotect
Chlamydia Mounting Fluid) damlatilarak {izerleri lamel ile kapatildi. Hava

kabarciklarinin olusmamasina dikkat edildi.

7. Ornekler hazirlandiktan hemen sonra, floresan mikroskopta (Leica DM 2500,

Almanya) x40’lik ve x100’lik biiyiitmede incelendi.

Orneklerin Degerlendirilmesi: Degerlendirmede, tiim mikroskop alaninda en az 10 adet

klamidyal cisimcigin bulunmasi esas alindi. Orneklerde toplu igne bas1 biiyiikliigiinde
(yaklasik 300 nm), parlak, yuvarlak, diizgiin kenarli, elma yesili renkte EC’lerin
goriilmesi, EC’lerden 2-3 kat daha biiyiik ayn1 sekilde floresan veren veya floresan bir
halo ile koyu bir merkeze sahip olan RC’lerin goriilmesi C. trachomatis agisindan
pozitif olarak degerlendirildi (Resim 3.3). Negatif tan1 ise; Ornekte klamidyal
cisimciklerin goriilmemesi ve en az 10 kolumnar hiicrenin goriilmesiyle konuldu.
Klamidyal cisimciklere gore diizensiz sekilli, farkli biiytlikliikte ve beyaz, kirmizi ya da

sar1 floresan 1s1malar, 6zgiil olmayan 151malar olarak degerlendirildi.

Resim 3.3. Chlamydia trachomatis’in DFA Testinde Floresan Mikroskobunda

gorunimu
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3.3.3. Mycoplasma hominis, Ureaplasma urealyticum, Mycoplasma genitalium

Ureaplasma urealyticum ve Mycoplasma hominis igin kiiltiir bazli, antibiyotik
dogal diren¢ temeline dayanan ticari, yeni jenerasyon MYCOFAST®EvolutioN 3
(ELITechMicrobio, Signes, Fransa) kiti kullanildi. Uretici firmanin onerileri
dogrultusunda galisildi. Mycoplasma genitalium tanisi i¢in ayni1 6zelliklerde ticari bir kit
bulunmadigindan konvansiyonel bir yontem ¢alisilamadi. M. genitalium i¢in siiriintii
orneklerinden multipleks PCR caligildi. Ayn1 zamanda bu etken igin, siiriintii 6rnegi
multipleks PCR ile pozitif ¢ikan, ayni hastaya ait idrar 6rneklerinden de multipleks PCR
calisildi (bkz3.4.).

3.3.3.1 Kiiltiir Tabanh Ticari identifikasyon Kiti (MYCOFAST®EvolutioN
3)

MYCOFAST®EvolutioN3, M.hominis ve U. Urealyticum gibi iirogenital
mikoplazmalari, sivi besiyerlerinde hizli bir sekilde tespit etmek, kantitatif olarak
miktarlarmi vermek, identifiye etmek ve antibiyotik direncinin arastirilmasini saglamak
amaciyla gelistirilmis yeni jenerasyon bir kittir. Testin prensibinde, bakterilerin sivi
besiyerlerinde olusan biyokimyasal Ozelliklerinin yani sira dogal antibiyotik direng
ozellikleri kullanilmustir. U. urealyticum’un treyi, M.hominis’in arjinini hidroliz
etmesiyle, indikator olarak fenol kirmizisi iceren mediumlarda saridan kirmiziya renk
degisimi gozlenmektedir. Bunun sebebi liretilen amonyaktan dolayr mediumun alkali
pH’a sebep olmasidir. Identifikasyon; bakterilerin eritromisin, linkomisin ve
trimetoprim-siilfametoksazolgibi antibiyotiklere direng durumlarina goreyapilmistir.
Ure ve arjininin hidroliz hiz1, ki bu drnekte bulunan bakteri sayis1 ile orantilir, temel
alinarak kantitatif miktarlar tespit edilmektedir. Bakteri sayisinin hesaplanmasi strip
tizerindeki lire ve/veyaarginin hidroliz dereceleri lizerinden yapilarak renk degistiren
tinit (colorchangingunit, CCU) terimi ile ifade edildi. Test, U. urealyticum igin kantitatif
olarak 10 3, 10 * ve > 10 > CCU/ml yogunlugunu gosterirken, M.hominis igin sadece >
10 * CCU/ml yogunlugunu gostermektedir. Antibiyotik duyarlilik paterninde doksisiklin
(DO) , roksitromisin (ROX), ofloksasin (OFX) , josamisin (JM), azitromisin (AZM),
pristinamisin (PT), siprofloksasin (CIP) olmak {izere 7 tane antiyotik bakilmaktadir. M.
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hominis eritromisin ve diger makrolidlere dogal direngli, linkomisine duyarhdir. U.

urealyticum ise eritromisine duyarli linkomisine direnglidir.

Mycoplasma tasima besiyerine (UMMt) alinan iretral ve endoservikal
ekiivyonlar {reticinin caligma talimati ve kit igerigine gore calisildi. Asagidaki

basamaklar takip edildi (Sekil 3.1):

1. Tasima besiyerinin (UMMt) tamamu, liyofilize {iretme besiyeri igeren
UMMLyo siselerine aktarildi. Siispansiyonun olusmasi icin hafifce calkalanarak iyice
karistirildi.

2. Bu karisim, 20 kuyukcuktan olusan kitin tray boliimiine, her kuyucuga ayri
ayri olmak tizere 100’er pl dagitildi.

3. M. hominis identifikasyonu i¢in 6zel olan 6. ve 7. kuyucuklara 50ul M.

hominis suplementi (S.M.h) eklendi. Bu soliisyon, M. hominis i¢in tireme aktivatoridiir.

4. Daha sonra tiim kuyucuklara anaerob ortam saglamak icin 2 damla parafin

yagi ilave edildi.

5. Kuyucuklarn iistii, koruyucu bant ile kapatildiktan sonra, 37°C’de 24-48 saat
inkiibe edildi. 24. ve 48. saatlerde kolorimetrik olarak degerlendirme yapildu.

Tanimlama, kuyucuklarda olusan saridan kirmiziya renk degisimine, linkomisin,
trimetoprim-sulfometaksazol ve eritromisine karsi antibiyotik direng profillerine
bakilarak yapildi. Kuyucuklarda olusan renk turuncu-kirmizi ise pozitif, sar1 ise negatif
olarak degerlendirildi. Kantitatif sayimlari belirlemek i¢in de ilgili kuyucuklardaki renk

degisikligi, saridan kirmiziya gecis degerlendirildi.

U. urealyticum identifikasyonu: iireyi hidrolize etmesi, linkomisin vetrimetoprim-

stilfametoksazole direngli, eritromisineduyarli olmasi ile yapildi.
M. hominis identifkasyonu: Bu mikroorganizmanin arjinini hidrolize etmesi,
trimetoprim-siilfametoksazol ve eritromisine direngli, linkomisine duyarli olmasi ile

konuldu.
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Her iki bakteri varliginda ise trimetoprim-siilfametoksazol, eritromisin ve linkomisin

kuyucuklarinda berrak kirmizi renk varlig1 gozlendi.

Antibiyogram yorumu ise kuyucuktaki kirmizi rengin liremeyi ve direnci, sar1
rengin duyarliligi gostermesi esas alinarak yapildi. Yiiksek ve diisiik konsantrasyonda
olmak  iizere, ikiser kuyucuk bulunan antibiyotiklerin  duyarliliklarinin
degerlendirilmesinde; antibiyotige ait iki kuyucukta da iireme yoksa duyarli, ilk
kuyucukta (diisiik konsantrasyonda) lireme var ikincisinde (yiiksek konsantrasyonda)
yoksa orta duyarli, her iki kuyucukta da iireme varsa direnc¢li olarak degerlendirildi.
Pristinamisin i¢in sadece tek bir konsantrasyon (kuyucuk) test edildi (Resim 3.4).

Erkeklerde U. urealyticum icin patolojik esik degeri iiretral numuneler igin
>10*CCU/ml kadimlarda M. hominis igin patolojik esik degeri endoservikal numuneler
icin >10*CCU/mlI’dir.

1. Transport besiyerinininokiilasyonu ve
liyofilizebesiyerine eklenmesi —

—————————
— — .
= Ml = 2. MYCOFAST EvolutioN3

platformuna inokiilasyon
r —_— =

3. Kantitatif degerlendirme ve
tanimlama

{5 al a5 e 4. Antimikrobiyal duyarllk testi
| |1 ] || 4
velww /U c C

U. urealvticum 10* CCU/ml

W@Ui" U J S: Duyarh

M. hominis >10* CCU/ml d
e - ) I: OrtaDuyarli
U. urealyticum  10° CCU/ml d W R: Direngli

M. hominis >10° CCU/ml

Sekil 3.1.MYCOFAST® EvolutioN3 kitinde kullanilan yontem
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Resim 3.4. MYCOFAST® EvolutioN3 kitinin traylerinin degerlendirilmesi (Solda;
Negatif hasta, Sagda; 10°U. urealyticumiiremesi olan, ayn1 zamanda siprofloksasin

direnci ve ofloksasin orta duyarli olan hastamiz goriilmektedir)
3.3.4. Trichomonas vaginalis

Trichomonas vaginalis tanist i¢in vajinal ve tretral siiriintii 6rneginden 1slak
preparat hazirlanip mikroskopik olarak degerlendirildi. Ayni1 zamanda, kiiltiir i¢in
Modifiye Diamond besiyerine ekim yapildu.

3.3.4.1. Direkt Mikroskopi Yontemi

Uygun ekiivyonlarda gelen vajinal akinti ve {iretral akintt 6rnekleri, SF ile
karistirildiktan sonra 7. vaginalis’i ve aktif hareketini saptamak i¢in en kisa zamanda
mikroskopide bakildi. Vajen oOrnekleri; epitel hiicreleri, PNL, eritrosit, laktobasiller,
maya hiicreleri, clue hiicreleri yoniinden incelenirken, iiretral akinti 6rnekleri; epitel
hiicreleri ve PNL varlig1 yoniinden arastirildi. En az bir hareketli T. vaginalis trofozoitin

goriilmesi pozitif olarak kabul edildi.
3.3.4.2. Kiiltiir

Kiiltir i¢in; at serumu ilaveli Modifiye Diamond (MD) besiyeri
(QuebactLaboratoriesinc., Montreal, Kanada) metilen mavisi ilaveli olarak kullanildi.
Tablo 3.1°de, bir litre besiyeri i¢in gerekli olan malzemeler belirtilmistir. Besiyerinin
pHdegeri 6,0°dir. Besiyeri uygun sartlarda steril edildikten sonra 2 ml olacak sekilde
steril cam tiiplere boliindii. Ekimi yapilana kadar 4°C’de sakland1. Direkt mikroskopisi

yapilan Ornekler, oda sicakligina getirilmis at serumu ilaveli Modifiye Diamond sivi
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besiyerine hizla inokiile edildi (Resim 3.5). 5 giin siireyle 37°C'de inkiibe edildi, her giin
lam- lamel arasi preparat hazirlanarak x40’lik biiylitmede mikroskopik olarak
degerlendirildi. T. vaginalis trofozoitlerinin goriilmesiyle tan1 konuldu. Ureyen,
trofozoitlerin hangi giinde {iredikleri belirtildi. 5 giin i¢inde iireme goriilmeyen

besiyerleri negatif olarak kabul edildi.

Tablo 3.1. Modifiye Diamond besiyerinin
icerigi

Kasein pepton 20 gr
Maya ekstresi 10 gr
Potasyum Fosfat, difazik 0,8 gr
Potasyum Fosfat momobazik 0,8gr
L-sistein HCL 0,1gr
Askorbik Asit 0,2 gr
Maltoz 5gr
Agar 0,5gr
At Serumu 100ml
Vankomisin 0,02 gr
Gentamisin 0,02 gr
Amphotericin B 0,01 gr
Metilen Mavisi 0,03gr

Resim 3.5. Metilen Mavisi igeren inokiille MD
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3.4. DPO™ (Dual primingoligoniikleotid) tabanlh Multipleks PCR yontemi

Niikleik Asit Izolasyonu; GeneAll®Ribospin " 'VRD  ekstraksiyon Kkiti
(GeneAllBiotechnologyCo., LTD, Seoul, Kore) ve DNA amplifikasyonu, Seeplex
“STD6 ACE Detection kiti (Seegene, Seoul, Kore) ile iireticinin talimatlarina gore
yapildi. PCR sonrasi iirlinlerin analizi, ScreenTape sistemi kullanilarak Lab901(Agilent
Technologies Inc., Edinburgh, Ingiltere)cihazinda otomatize olarak yapildi. PCR
triinleri, Lab901 cihazinda 6zel ScreenTape kartujlarinda (ScreenTape DSI12)

yiiriitildi.

3.4.1. DNA Ekstraksiyonu

Idrar Ornekleri icin yapilan 6n islem: Sadece siiriintii 6rneklerinde N. gonorrhoeae, C.

trachomatis, M. genitalium ve T.vaginalis pozitif ¢ikan hastalarin idrar Grneklerinde

molekiiler testler calisildi.

Soguk zincir kosullarinda laboratuvara ulastirilan idrar 6rnekleri, oda 1sisina
gelene kadar bekletildi. 10-30 ml 6rnek 5000xg de (7500 rpm) 15-20 dakika santrifiij
edildi. Stipernatan dokiildiikten sonra, pellet 1 ml steril distile su ile vortekslenerek (15-

20 sn) ¢oziildii. Bundan sonra izolasyon kitinin protokolii takip edildi.

Siiriintii Ornekleri icin yapilan 6n islem: Uretral ve endoservikal siiriintii 6rnekleri oda

1sisina  gelene  kadar bekletildi. Transport medium igerisindeki ekiivyonlar
vortekslenerek iyice karistirildi. Tiipiin i¢indeki ekiivyon, Chlamydia DFA testi i¢in 6zel

teflon lamlara yayildi. Kalan sivi ile izolasyon kitinin protokolii takip edildi.

DNA ekstraksiyon islemi icin GeneAll® Ribospin" VRD ekstraksiyon Kiti
(GeneAllIBiotechnologyCo., LTD, Seoul, Kore) kullanildi. Bu kitte uygulanan yontem
ile siirlintii, idrar, plazma, serum, hiicre kiiltiirii siipernatan1 gibi 6rneklerden hem DNA
hem RNA izolasyonu yapilabilmektedir. Ribospin” VRD ile, cam-elyaf membran (glass
fiber membrane) teknolojisi kullanilarak spin kolon ekstraksiyonu yapilmaktadir. Kit

kullanilana kadar oda sicaklifinda saklandi. Bu islem sirasinda uygulanan basamaklar

asagida belirtildi (Sekil 3.2) :
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1. 300ul 6rnek sivist 1,5 ml’lik ependorf tiipiine koyuldu.

2. 500 pl Lizis Tamponu (Buffer VL; hiicre parcalanmasini ve hedef DNA nin
ortaya ¢ikmasini saglamaktadir), drnek igeren ependorf tiipline eklendi ve 15 saniye

vortekslendi..

3. Vortekslenen ependorf tiip icerigi, 10 dakika oda sicakliginda inkiibasyona
birakildi.

4. 700 pl Baglama Tamponu (Buffer RB1) tiipe eklendi, yavas¢ca ve tamamen
vorteks yapildi. Lizis tamponu ve baglama Tamponun karisimi ile, DNA’nin cam-elyaf

membrana (glassfibermembrane) etkin bir sekilde baglanmasi saglandi.
5. Ependorf tiip igeriginin 750ul’si, spin filtreli 2 ml’lik tiipe aktarildi.
6. Spin filtreli tiip 10.000 g’de 1 dakika santrifiij edildi.

7. Spin filtre alinip, altindaki tiip igerigi bosaltildi. Daha sonra spin filtre tekrar

igerisinde s1vi kalmayan ayni tiipe yerlestirildi.

8. Ependorf tiip igeriginin (lizat) geri kalan kismi i¢inde yukarida yapilan son 3
basamak (5, 6, 7. basamaklar) tekrar edildi. Boylece hedef DNA’nin spin filtreye

baglanmasi saglandi.

9. Spin filtre iizerine 500 pl birinci yikama soliisyonu (Buffer RBW) eklendi ve
1 dakika 10.000 g’de santrifiij edildi.

10. Spin filtre alindi, altindaki tiip igerigi bosaltildiktan sonra tekrar icerisinde

stvi kalmayan ayni tiipe yerlestirildi.

11. Spin filtre lizerine 500 plikinci yikama soliisyonu (Buffer RNW) eklendi ve
1 dakika 10.000 g’de santrifiij edildi.

12. Spin filtre alinarak altindaki tiip bosaltildi ve bu filtre yine ayni tiipe
yerlestirildi. Daha sonra tiip 10.000 g’de 1 dakika, filtrede kalmis olabilecek fazla
ethanolii (Buffer RNW igeriginde bulunan) uzaklastirmak amaciyla bos olarak, hi¢bir

madde eklemeden santrifiij edildi. Yikama basamaklarinin amaci, filtrede tutulan
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niikleik asiti daha saf ve temiz bir sekilde filtreden ayirmadan once, tiim hiicre i¢i ve
dis1 atik maddelerden uzaklastirmaktir. Etanol artii, sonraki reaksiyonlari

etkileyebilmektedir.

13. Spin filtre alindi, temiz ve yeni 1,5 ml’lik ependorf tiipline yerlestirildi,

tizerine 50 pl eliisyon soliisyonu (Nuclease free water) eklendi.

14. 10 dakika oda sicakliginda bekletildikten sonra 1 dakika 10.000 g’de
santrifiij edilerek, niikleik asitin spin filtreden ayrilarak eliisyon soliisyonu ile birlikte

ependorf tiipiine gecmesi saglanarak, DNA eldesi tamamlandi.

15. Spin filtre atilip, tiip igerisinde kalan sivi (DNA), PCR asamasinda

kullanilmak tizere -20°C’de saklandi.
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Sekil 3.2. DNA ekstraksiyonunun basamaklari
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3.4.2. DNA Amplifikasyonu ve DPO™ Teknolojisi

DNA amplifikasyonu, Seeplex “STD6 ACE Detection kiti (Seegene, Seoul,
Kore) ile iireticinin talimatlarina gore yapildi. Hedef niikleik asitlerin PCR

amplifikasyonu, DPO™ primerleri kullanilarak yapildi.

DPO™ Teknolojisinin temel prensibine gore; DPO' primerlerinde bulunan
Deoxyinosine goreceli olarak dogal bazlara gore diisiik erime (melting) sicakligina
sahip oldugu icin, belli bir baglanma (annealing) sicakligindan (50-65°C’ye artan
baglanma sicakliginda) ve daha zayif hidrojen baglarindan dolayi, poly (I) bagi, balon
benzeri yapt meydana getirir ve bdylece primerde iki fonksiyonel bolge olusur (Sekil

3.3).

o b ]
S 3 Poly (1) bag:

B Illa
LLLLRRRRY H“”I
Zayf
3 Baglanma sicakhginda

Hidrojen baglan >
, 50- 60 dereceye artis ile
pnrm

Balon tipi yapilar olusur

Sekil 3.3. DPO™ Teknolojisinin temel prensibi, Poly (I) bag1 aktivasyonu

Olusan bu primer bolgelerinden ilk primer bolgesi, hedef bolgeye sabit
baglanmay1 saglarken, ikinci primer bolgesi hedef baglanmay1 saglamaktadir. Boylece
sadece hedef iirlinler cogalmaktadir. Dolayisiyla, bu iki primer bolgeside hedef bolgeye
uygun sekilde baglanmadigi takdirde herhangi bir cogalma olmamaktadir (Sekil 3.4).
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1)5-kismibenzer dizi icerdiginde
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2) 3-kismibenzer dizi icerdiginde 3 Uzama
3 = , ¥ e
5 Sadlanmayok Ikprmer bilgesi [k|nC| pimerbolges
5 (sabitbadlanma)  [(hedef badlanma

Sekil 3.4. DPO™ Primer TeknolojisininTemel Prensibi

DNA amplifikasyonu i¢in kullanilan kitin igerigi, malzemelerin hacimleri ve

ozellikleri Tablo 3.2’de gosterildi.

Tablo 3.2. Seeplex STD6 ACE Detection Kit

Sembol icerik Hacim Aciklama
PRIMER 5X STD6 ACE PM 200 pL PrimerMiksi (PM):

e 6 patojen primer cifti
e internal kontrol primer cifti

PREMI 2X Multipleks Master 500 pL e  DNA Polymerase
Mix e dNTP’ler
e  MgCI2 ve stabilizator
8-MOP Solution 150 nLL e  Capraz reaksiyonu ve
kontaminasyonu engelleyici
sistem
IMARKER STD6 ACE Marker 100 pLL Amplikon size marker:

e  Agaroz jelde PCR iiriinlerini
analiz etmek i¢in kullanilan
marker

internal Kontrol (IC):

CONTROL IC STD IC 250 pLL e Niikleik asit izolasyon isleminin

kontrolii ve olas1 PCR
inhibisyonunun kontroliinii
saglamak icin kullamlir

Pozitif Kontrol (PC)
ICONTROLj + STD6 ACE PC 15 uL 6 patojenin kontrol klonlar
CONTROL STD6 ACE NC 15 uL Negatif kontrol olarak steril su
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Multipleks PCR master miksi, ayr1 bir temiz odada asagida gosterildigi sekilde
hazirland: ve de ornekler farkli bir odada misklere ilave edildi.

4 ul X STD6 ACE PM

2,5 ul 8-MOP

10 pl 2X Multipleks Master Miks

0,5 uL STD IC (internal Kontrol)

17 ul Toplam PCR Master Miks Hacmi

Hazirlanan master miks c¢ok kisa vortekslendi ve kisa siireli santrifiij edildi.
Daha sonra asagida gosterildigi sekilde, her bir 0,2°1lik PCR tiipiine 17 pl miks dagitildi
ve her bir tlipe de 3 pl izole edilen 6rnek DNA’s1 eklendi. Her bir ¢alismada pozitif ve
negatif kontrollerde ayn1 sekilde calisildi.

17 pl PCR Master Miks
3ul Ornek niikleik asit
20 ul Toplam reaksiyon hacmi

PCR amplifikasyonu, AEAH nin biinyesinde bulunan AB 2720 ThermalCycler
(AppliedBiosystems, Kaliforniya, ABD) cihaziyla yapildi. Bu amagla PCR

karigimlarina kit treticisi firma tarafindan belirlenen 1s1 ve dongii kosullar1 uygulandi
(Tablo 3.3).

Tablo 3.3. Multipleks PCR Protokolii

Basamak Dongii Sayisi Sicakhik Siire
1 1 94 °C 15:00 dakika
2 4oL Dentirasvon |7 g4 o 00:30 saniye
Primer baglanmasi 63 OC 0130 daklka
Primerlerin uzatilmasi :
72 °C 01:30 dakika
1 72 °C 10:00dakika
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Multipleks PCR’mn duyarlilik igin saptama sinir1 M. hominis, C. Trachomatis, N.
gonorrhoeae ve U. urealyticum igin 10 kopya/reaksiyon iken, T. vaginalis ve M.

genitalium igin 100 kopya/reaksiyondu.

3.4.3. Multipleks PCR Uriinlerinin Gériintiilenmesi ve Analizi (ScreenTape

Sistemi)

Amplifikasyon sonrasi PCR firiinleri Lab901 (TapeStation) cihazinda DS12
ScreenTape kartujlarinda  yiriitiildii ve sonuglar cihaza bagli bilgisayardaki

ScreenPlex® yazilimi ile otomatik olarak analiz edildi.

Firma tarafindan ayri olarak saglanan DNA uzunluk referans soliisyonu (Ladder)
8 ul olacak sekilde 0,2 ml PCR tiipiine konuldu. Yine firma tarafindan ayr1 olarak
saglanan yiikleme soliisyonu (Loading Buffer) 6 pl ve elde edilen PCR firiini 2 ul
olmak iizere toplamda 8 pl PCR iiriin hacmi, 0,2 ml PCR tiiplerinde hazirland1 ve
yuriitme islemi gergeklestirildi. Sekil 3.5’de Tapestation (1ab901) cihazinin islem

basamaklar1 goriilmektedir.

= —

! Thenﬁocycler_]‘ 1 W

-
PCR sonras: 6rnekler Lab901 loading_buffer’ Ornekler, pipet uglar1, mini jel kartuju
ThermalCycler’dan eklendi ve karistirildi cihaza yerlestirildi, yliriitme islemi yapildi.
¢ikarildi

Sekil 3.5. ScreenTape® Analiz Sistemi
Yiiriitme islemi sonunda ScreenPlex® bilgisayar yazilim sistemi kullanilarak

sonuglar degerlendirildi. Multipleks PCR ile galisilan tek etken pozitif veya birden fazla

etken pozitif olan hasta sonuglar1 Resim 3.6 ve 3.7’°de goriilmektedir.
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Lane L2-m L3-m L4-m L5-m
Sample ID B1: 45 C1: 45 D1: NK ET: PK
Internal Control | g 50 100 100 23
T.vaginalis - — - 60
M. hominis — e - 52
M. genitalium - - - 38
C. trachomatis - - - 38
N. gonorrhoeae 85 D b 21
U. urealyticum - 24 | = -+ 15
Unidentified - -— — -
I
981 bp
Top Marker 4 ¢ & < % /
Internal Control | ME—" | SE— | S| — 647 bp
T. vaginalis —_— / 502 bp
M. hominis 4 Je—]
M. genitalium - v d | ¢————— 410bp
C. trachomatis 4 - — 1\ 314 bp
N. gonorthoeae | wess—" ¢ P— | 1\
214 bp
U. urealyticum 4 R—
— | 130 bp

Bottom harker <] INEG_—_—_—_-G| S| S <

Lane 2, tek N. gonorrhoeae porzitif érnegi, Lane 4(NK) Negatif Kontrol, Lane 5(PK) Pozitif kontrol ve
etkenlerin baz uzunluklarini, Internal Kontrol i¢in 981 baz ifti (bp), T. vaginalis i¢in 647 bp, M. hominis
icin 502 bp, M. genitalium igin 410 bp, C. trachomatis i¢in 314 bp, N. gonorrhoeae igin 214 bp, U.
Urealyticum igin 130 bp

Resim 3.6. Multipleks PCR tek etken pozitif hasta drnegi, pozitif kontrol ve negatif

kontrol goriintimleri ve etkenlerin degerlendirilmesi i¢in kullanilan baz uzunluklari
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Lang 2-m L3-m L4-m L5-m [6-m L7 L§-m L9-m -m (M-mL2-m |U3-m [LMem o (L5-m [LIE-m
Sample 10 Bt:1 C1:2 013 Er4 F1.5 Gr6  |HET A28 B9 Cz10 ozt (E212 |21 (G214 |H21S
(o -+ W MK+ M R R R N+ R - R N N+ R+ R A
Twdnls |- - |- - lw |- - - - - - - - -
Wogicis (KR | ¢ (E§ | e ||} | % |- - lme |- - I IR - - -
Mgenialbm | = g = " a e |- " = 5 = 5 = g =
Clschomatis | = e = < = il |- = = e = = = = =
N ganonmhagse | = z i = o g | - 5 o z B g o = i
Gystom |- | EH| 2 |- - - e |- - - Bl - - - -
Vndentfed | = = = = s e |- = s = = = s = =
Top Marker {= (| — | — =<f B B | B b e — |
Inemal Carkel | — | — { B — — — —
T. vags 4 |
M. i | — { t { | s {
. genlalim
C. achomals \
N. garorhogze 4
U. weteun 4 { { {

Baton ke 4 NN | -(( -'{ I -

/ / / / / / / /

Lane 4 ( kirmizi oklar) T.vaginalis ve M. hominis pozitif 6rnegi gostermektedir. Lane 8 negatif 6rnegi,

Lane 2 (mavi ok) sadece M. hominis pozitif ornegi gostermektedir.

Resim 3.7. Tek ve ¢ok etkenli 6rneklerin Multipleks PCR sonuglari

45




3.5. Verilerin Istatistiksel Degerlendirilmesi

Calismamizda elde ettigimiz veriler, SPSS for Window (version 17) istatistik
paket programi ile analiz edildi. Risk faktorleri ve hastalik arasindaki iliskilerin
degerlendirilmesinde Ki-kare testi (Pearson ki-kare ve Fisher’s exact test birlikte)
kullanildi. Tan1 yontemlerine ait sonuglarin uyumlarinin degerlendirilmesinde Kappa
istatistigi kullanildi. Kappa istatistigi sonuglar1 Tablo 3.4’de gosterilen kriterlere gore

degerlendirildi. Tan1 yontemlerine ait duyarlilik ve 6zgiilliikk oranlar1 hesaplandi. p<0.05

olarak bulunan sonuglar anlamli kabul edildi.

Tablo 3.4. Kappa istatistigi degerlendirilmesinde kullanilan kriterler

Kappa Degeri Testlerin Uyumu
<0,01 Cok Zay1f

0,21- 0,40 Orta

0,41- 0,60 Makul

0,61- 0,80 Iyi

0,81-1,00 Cok lyi
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4. BULGULAR

Calismamizda; 6 farkli CYBE etkeni olan Neisseria gonorrhoeae, Chlamydia
trachomatis, Mycoplasma hominis, Ureaplasma urealyticum, Mycoplasma
genitalium,ve Trichomonas vaginalis tanimlanmasinda kullanilan konvansiyonel
yontemler ve yeni bir yontem olan DPO™ tabanli Multipleks PCR yonetiminin
karsilastirilmasi, testler arasinda uyumun degerlendirilmesi, duyarlilik, 6zgiilliikk ve
prediktif degerlerinin karsilastirilmas: yapildi. Aym1 zamanda servikal/iiretral 6rneklerle
calisilan testlerde pozitif ¢ikan Neisseria gonorrhoeae, Chlamydia trachomatis,
Mycoplasma genitalium ve Trichomonas vaginalis etkenleri, non-invaziv ve farkli bir
6rnek tiirii olarak idrar drneklerinde de DPO™ tabanli Multipleks PCR yonetimi ile
calisildi ve sonuglar karsilastirildi. Calisma grubunda enfeksiyonlarla ilgili bazi risk

faktorleri de degerlendirildi.

Calismaya semptomatik 50 kadin ve 46 erkek hasta olmak iizere toplam 96 hasta
dahil edildi. Calisma grubuna alinan hastalarin yaglar1 16 ile 54 arasinda degismekteydi
ve yas ortalamas1 31,71+£8,98 standart sapma (SD) yil olarak saptandi. Kadin hastalarin
yas1 18-50 arasinda ve yas ortalamas1 32,52+8,52 (SD) yil iken, erkek hastalarin yasi
16-54 arasinda ve yas ortalamasi 30,83+9,46 (SD) yil olarak bulundu.

Calismaya alinan hastalarin %24’ 15-24 yas grubundaydi ve en fazla hasta bu
yas grubundaydi. 25-29 yas grubu %?20,8 ile hasta sayisinin yiiksek oldugu ikinci yas
grubu olarak gbzlendi. Olgularin %38,5°1 ilkokul mezunu olup, yliksek 6grenim egitimi
alan bir kisi vardi. Hastalarin %70,8°1 evli, %24l bekar ama cinsel aktif idi. Hastalarin

%56,3’1i orta diizey gelire sahip olarak bulundu (Tablo 4.1).

Hastalarin meslek gruplarina gore dagiliminda, kadin hastalarin %47,9’u ev
hanimi, erkek hastalarin ise %13,5°1 is¢1, %5,2°si 68renci, %5,2’si sofordii. Sadece bir

tane issiz erkek hasta mevcuttu (Grafik 4.1).
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Tablo 4.1. Caligmaya alinan tiim hastalarin sosyodemografik 6zellikleri

Sosyodemografik ozellikler Sayi(n) Yiizde(%)
15-24 23 24,0
25-29 20 20,8
30-34 18 18,8
35-39 15 15,6
40-44 9 9,4
45-49 8 8,3
50-54 3 3,1
Egitm Dwroww
Okuma-yazma bilmiyor 3 31
Sadece okuma-yazma biliyor 1 1,0
[lkokul 37 38,5
ilkogretim ve dengi 17 17,7
Lise ve dengi 19 19,8
Yiiksekokul veya fakiilte 14 14,6
Lisanstistii-doktora 1 1,0
Cevai iok 4 4,2
Evli 68 70,8
Cinsel aktif 23 24,0
Cinsel aktif degil 2 2,1
Cevap yok 3 3,1
(Sigara Kullamow
Evet 33 344
Hailr 63 65,6
Diisiik(0-1000) 19 19,8
Orta(1001-2000) 54 56,3
Iyi (2001-4000) 18 18,8
Yiiksek(>4000) 1 1,0
Cevap yok 4 4,2




| ] Ychde(%) 47,9
50,0
45,0
40,0
35,0
30,0
25,0
20,0 13,5
15,0
10,0 | 52 51 21 42 5,2 4,2
5,0 : !

0,0

11,5

Meslek gruplar:

Grafik 4.1. Calismaya katilan tiim hastalarin meslek gruplarina gére dagilimi

Kadin hastalarda infertilite bulunmazken, erkek hastalarin 27’sinde (%58,7)
infertilite mevcuttu. Cinsel yolla bulasan enfeksiyon 0ykiisii olan 6 hastadan, 2’si kadin

ve HPV enfeksiyonu gecirdiklerini belirtirken, 4 erkek hasta bilgi vermemistir.

Hastalarin semptomlar1 incelendiginde; kadinlarin 44’iinde (%388), erkeklerin
14’tinde (%30,4) benzer semptomlar dnceden de mevcuttu. Esi olan 48 kadinin 4’{inde
(%8,3), 46 erkek hastanin 8’inde (%17,4), eslerinin de benzer semptomlara sahip
oldugu o6grenildi. Eslerin tedavisi sorgulandiginda, kadin hasta eslerinden birinin
(%2,1), erkek hasta eglerinden 3’iiniin (%6,5) tedavi oldugu belirtildi. Hastalarin cinsel

yasam davraniglarina gore bazi 6zellikleri Tablo 4.2°de 6zetlenmistir.
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Tablo 4.2.Tiim hastalarin bazi cinsel yasam davranislarina goére dagilimi

Cinsel yasam ozellikleri Kadin (n:50) Erkek(n:46)
Siipheli iliski n % n (%) %
Evet 0 0 33 71,7
Hayir 50 100 13 28,3
Cinsel es Sayisi

Bir 47 94 17 37
Birden Fazla 0 0 28 60,9
Yok 3 6 1 2,2
Seksiiel Aktiflik

Haftada 3-5 0 0 1 2,2
Haftada 1-2 2 4 19 41,3
Ayda 3-4 9 18 8 17,4
Ayda 1-2 36 72 8 17,4
Ayda 1den az 7 15,2
Hig 3 6,5
Gebeligi Onleyici

Yontem

RIA 11 22 0 0,0
Kondom 4 8 3 6,5
Oral Kontraseptif 0 0 0 0,0
Geri Cekme 21 42 0 0,0
Kullanmiyor 14 28 34 73,9
Cevap Yok 0 0 9 19,6
Genital Temizlik

Hergiin 1 2 7 15,2
Iki Giinde Bir 0 0 24 52,2
Haftada Bir 48 96 11 239
Diger 1 2 4 8,7

Akmt1 varligi, tiim hastalar arasinda %92,7 (n:89) ile bagvuru sikayetlerinin
basinda gelmekteydi. Bunu %88,5 (n:85) ile dizuri, %70,8 (n:68) ile pollakiiri, %51 ile
(n:49) kasinti, %46,9 (n:45) ile cinsel iliski sirasinda agr1 izledi. 50 kadin hastanin
49’unda (%98) dizuri ve pollakiiri mevcutken, 48’inde (%96) alt abdominal agri,
44’tinde (%91,7) cinsel iliski sirasinda agri, 45’inde (%90) akinti varlig1 izlendi. 46
erkek hastanin 44’iinde (%95,7) akinti, 36’sinda (%78,3) diziiri sikayeti mevcuttu.
Kadm hastalarin tiimiinde birden fazla semptom mevcutken, erkek hastalarin 3’tinde tek

semptom akinti, birinde tek semptom kasintrydi (Grafik 4.2).
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Grafik 4.2. Kadin ve erkek hastalarda goriilen semptomlarin dagilimi

Calismamiza katilan 96 hastanin 38’inde (%39,6) calisilan tiim yontemler ile her
hangi bir etken saptanmadi. Negatif bulunan 38 hastanin 26°s1 (%68,4) kadin iken 12’si
(%31,6) erkekti. Pozitiflik saptanan 58 hastanin 10’unda sadece Candida spp. iiremesi
goriildi. Sonuglar tez kapsaminda yer alan etkenlere gore degerlendirildiginde, 96
hastanin 48’1 (%50) kullanilan yontemlerden herhangi birisiyle en az bir etken
yoniinden pozitif olarak bulundu. Bu 48 hastanin 32’sinde (%66,7) tek etken pozitifligi
mevcutken, 16’sinda (%33,3) ¢oklu etken pozitifligi saptandi (Grafik 4.3).

Tim hastalar arasinda, tez kapsamindaki etkenler degerlendirildiginde % 33,3
(32/96) oraninda tek bir etken pozitif olarak saptanirken, %16,7 (16/96) oraninda ¢oklu
etken pozitifligi saptandi. Bu etkenlere ek olarak ayrica tlim hastalar arasinda %10.,4

oraninda (10/96) Candida spp. tiremesi gortildii.
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96 hastanin etken dagilimi

m NEGATIF

= CANDIDA SPP.
= TEK ETKEN

B COKLU ETKEN

Grafik 4.3. Hasta sonuglarinin negatiflik, pozitiflik, tek etken ve ¢oklu etken saptanma

durumuna gore dagilimi

Tez kapsamindaki etkenlerin goriilme sikligina baktigimizda; 96 hastadan alinan
orneklerden 7’sinde (%7,3) N. gonorrhoeae, 8’inde (%8,3) C.trachomatis, 4’tinde
(%4,2) T. vaginalis, 6’sinda (%6,3) M. genitalium, 11’inde (%11,5) M. hominis,
32’sinde (%33,3) U. urealyticum kullanilan bir veya iki yontem ile pozitif olarak
saptandi.  En sik goriilen etken U. urealyticum iken ikinci sirayr M. hominis takip etti
(Grafik 4.4).
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Grafik 4.4. Tez kapsamindaki etkenlerin goriilme siklig1

Tez kapsamindaki etkenlerden ayri olarak, 10 kadin hastada tek basina izole
edilen Candida spp.’ leri degerlendirdigimizde, ¢alismamiza katilan 50 kadin hastanin
10’nundan (%20) izole edilen mayalarin 7’si (%14) non albicans candida spp., 3’i
(%6) C. albicans olarak bulundu. Benzer olarak, 50 kadinin 2’sinde (%4) Gardnerella
vaginalis tiremesi gozlendi, farkli olarak Gardnerella vaginalis’in diger etkenlerle

birlikteligi de vardi.

Tek etken ve ¢oklu etken pozitifligi goriilme durumuna baktigimizda; tek etken
pozitifligi bulunan 32 hastada en fazla karsimiza ¢ikan etken % 59,4 ile (19/32) U.
urealyticum olarak saptandi. En fazla ¢oklu olarak goriillen etken yine 16 hastanin
13’linde de goriilen U. urealyticum idi. Etkenlerin tek basina ve ¢oklu etken olarak

saptanma durumu Tablo 4.3’te gdsterilmistir.
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Tablo 4.3. Etkenlerin tek bagina ve ¢oklu etken olarak saptanma durumu

Etkenler Tek etken olarak | Coklu etken olarak
n:32 hastada n:16 hastada
Neisseria gonorrhoeae 4 &
Chlamydia trachomatis 4 4
Mycoplasma hominis 1 10
Ureaplasma urealyticum — 19 13 «—
Mycoplasma genitalium 3 3
Trichomonas vaginalis 1 3

Her etkeni kendi iginde karsilastirdigimizda ise; N. gonorrhoeae 7 hastanin
4’tinde tek etken olarak saptanirken, 3’linde (%42,9) diger etkenlerle birlikteligi
bulundu. Ayni sekilde, C. trachomatis 8 hastanin 4’tinde tek etken, 4’{inde (%50) birden
fazla etken ile beraber pozitiflik gosterdi. T. vaginalis 4 hastanin 1’inde tek basina
etkenken, 3 hastada (%75) ¢oklu etken olarak goriildii. M. genitalium 6 hastanin 3’iinde
tek basina etken olarak saptanirken, 3 hastada (%50) ¢oklu etken olarak saptandi. Tek
basina M. hominis, sadece multipleks PCR yo6ntemi ile pozitif bulunan 1 kadin hastada
mevcuttu. M. hominis 11 pozitif hastanin 10’unda (%90,9) ¢oklu etken olarak goriildii.
U. urealyticum pozitif olan 32 hastanin 19’unda tek etken olarak bulunurken, 13 hastada
(%40,6) ¢oklu etken olarak saptandi. Buna gore; etken baz alindiginda M. hominis

%90,9 orani ile en fazla ¢oklu olarak saptanan etkendi, bunu %75 ile T. vaginalis izledi.

Coklu etken pozitifligi olan 16 hasta degerlendirildiginde, 2 etken pozitifligi
saptanan hastalarin 10 (%62,5) , 3 etken pozitifligi bulunan hastalarin 6 (37,5) oldugu
bulundu. Coklu etken pozitifligi bulunan hastalarin agik etken profilleri Tablo 4.4’te

gosterilmektedir.
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Tablo 4.4. Pozitiflik saptanan hastalarda gézlenen goklu etken profilleri

Hastalarda goriilen ¢oklu etkenler n(say1) | Cinsiyet

N. gonorrhoeae + C. trachomatis 1

N. gonorrhoeae + M. genitalium + Ureplasma urealyticum

N. gonorrhoeae+ (U. urealyticum)*

C. trachomatis + M. genitalium

C. trachomatis + U. urealyticum

C. trachomatis + Gardnerella vaginalis + (U. urealyticum)*

T. vaginalis + M. hominis

T. vaginalis + M. hominis+ (U. urealyticum)*

T. vaginalis+ (M. hominis poz + U. urealyticum)*

M. hominis + U. urelyticum + (M. genitalium)*

M. hominis + Gardnerella vaginalis + (U. urealyticum)*

M. hominis+ ( U. urealyticum)*

N N N R R R R R
AN WX XM XXM m{m|m|m

(M. hominis+ U. urealyticum)*

* Etkenlerin ¢alisilan testlerden herhangi birinde bulunan pozitifligini gostermektedir.

Bir hastada N. gonorrhoeae 'ye ek olarak sadece idrar 6rneginde multipleks PCR
ile C. trachomatis pozitifligi bulunmaktaydi. Bu nedenle olasi pozitif olarak diistiniilen
bu hastada sadece N. gonorrhoeae pozitifligi dikkate alinarak tek etken pozitif hasta

grubuna dahil edildi.
4.1. Neisseria gonorrhoeae Bulgulari

N. gonorrhoeae tanisi i¢in; direkt mikroskopi, kiiltiir, multipleks PCR (akint1
orneginde) yontemleri ¢alisildi. Ayrica, bu yontemlerde pozitif bulunan hastalarin idrar

orneklerinden multipleks PCR tekrar ¢aligildu.

96 hastanin 7’sinde (%7,3) tiim calisilan testler ile N. gonorrhoeae pozitifligi
saptandi. Kalan 89 hasta (%92,7) calisilan tiim testler ile negatif olarak bulundu. Altin
standart yontem olarak Kkiiltiir yontemi kabul edildi. Gergek pozitif sayist N.
gonorrhoeae i¢in 7 olarak belirlendi. Buna gore, direkt mikroskopi ve multipleks PCR
(akint1 6rnegi) yontemi degerlendirildiginde; her iki yontemin de 6zgiilliigi %100,
duyarlilig1 %100, pozitif prediktif degeri(PPD) %100 ve negatif prediktif degeri (NPD)
%100 olarak bulundu. Yontemlerin p degerleri karsilastirildiginda hepsi istatistiksel

olarak anlamli bulundu (p=0,000). Testler arasinda tam bir uyum mevcuttu (Kappa=1).
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Ayrica, idrar orneklerinde c¢alisilan multipleks PCR ile gergek pozitif bulunan hastalar
%100 (7/7) ayn1 bulundu.

Neisseria gonorrhoeae pozitif bulunan hastalarin bazi 6zelliklerinin ve risk faktorlerinin

degerlendirilmesi: Pozitiflik saptanan hastalarin bazi demografik 6zelliklerine

bakildiginda, hastalarin tiimii erkekti. Etken pozitifligi saptanan kadin ve erkek hastalar
arasinda istatistiksel olarak anlam bulundu (p=0,004). Erkek hastalar arasinda (n:46) N.
gonorrhoeae saptanma orani %15,2’ydi.Yas gruplarina gore dagilima bakildiginda, 25-
29 yas araliginda sadece erkek hastalar1 degerlendirdigimizde, 9 erkek hastanin 3’{inde
(%33,3) gonokok pozitifligi goriildii.15-30 yas grubu araliginda 23 hastanin 5’1 (%21,7)
pozitifti. Yas gruplarina bakildiginda tiim hastalar arasinda istatistiksel olarak herhangi

bir anlam bulunmadi (Tablo 4.5).

Tablo 4.5. N. gonorrhoeae pozitifligi saptanan hastalarin bazi demografik ve cinsel

davranis ozelliklerine gore dagilimi (n:96)

Hastalarin 6zellikleri Pozitif Negatif P TRR %95 GA
n (%) n (%)
Cinsiyet
Kadin 0 0 50 100 0,004
Erkek 7 15,2 39 84,8
Yas Gruplari(Yil)
15-24 2 8,7 21 91,3
25-29 3 15,0 17 85,0
30-34 0 0 18 100
35-39 0 0 15 100 0,522
40-44 1 111 8 88,9
45-49 1 12,5 7 87,5
50-54 0 0 3 100
Siipheli iliski
Evet 6 18,2 27 818 0,006 F 13,778 1,581-120,032
Hayir | 1 1,6 62 98,4
Coklu Cinsel es
Evet) 6 214 22 78,6 0,002 F 18,273 2,084-160,213
Hayir | 1 1,5 67 98,5
Infertilite
Verj s 185 1 22 BLS 0,018F | 7,614 | 1,378-42,057
Yok | 2 2,9 67 97,1

E Fishers exact test ile hesaplanan p degeridirv. TRR, Tahmini Rolatif Risk,GA, Giiven Aralig:
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Hastalarin egitim, meslek, medeni durumlar1 ve diger demografik ozelliklerine
gbre gonokok pozitifliginde anlamli bir farklilik olmadigi belirlendi (p>0,05). 27 infertil
erkek hastanin 5’inde (%18,5), infertil olmayan 19 hastanin 2’sinde (%10,5) gonokok
pozitifligi bulundu. infertilite yoniinden tiim hastalara bakildiginda istatistiksel olarak
anlamlilik bulundu (p=0,018). Gonokok pozitif hastalarda infertilite dykiisii olanlarin
olmayanlara gore tahmini rolatif riski (TRR) 7,61 bulundu [%95 Giiven aralig1 (GA)=
1,378-42,057]. infertil hastalarin gonore olma olasiliklari, infertil olmayanlara gore 7,61
kat fazla bulundu.

Gonokok pozitif olan 1 hasta ise son {i¢ aydir cinsel esinin olmadigini fakat en
son iliskisinin rasgele oldugunu belirtti. Cinsel es sayis1 dikkate alindiginda gonore
pozitifligi ile istatistiksel olarak anlamli fark bulundu (p=0,002). Siipheli cinsel iliskisi
olanlarin gonokok hastaligina yakalanma olasiliginin, siipheli cinsel iligkisi olmayanlara
gore 13,78 (TRR) kat fazla oldugu bulundu (p=0,006, %95 GA=1,581-120,032) (Tablo
4.5).

Semptomlara gore gonore incelendiginde; yalnizca noktiiri semptomu ile gonore
saptanmasi arasinda istatistiksel olarak anlamlilik bulundu. Noktiiri gériilmesi gonorede

12,6 (TRR) kat fazla bulundu (p=0,012, %95 GA= 2,194-72,350).

4.2. Chlamydia trachomatis Bulgulari

C.trachomatis tanisi igin DFA, multipleks PCR (akinti 6rneginden) yontemleri
calisildi. Ayrica, bu yontemlerde pozitif bulunan hastalarin idrar 6rnekleri multipleks
PCR ile tekrar ¢alisildi. En az iki yontemle pozitiflik saptanmasi durumunda 6rnek C.
trachomatis yoniinden pozitiflik olarak degerlendirildi. 96 hastanin 8’inde (%38,33)
calisilan her tg test ile C.trachomatis pozitifligi saptandi. Kalan 88 hasta (%90,6) DFA
ve multipleks PCR (akint1 6rneginden) testleri ile negatif olarak bulundu. Ancak, negatif
bulunan hastalardan birinde gonokok pozitifligi bulundugu i¢in idrar Orneginde
multipleks PCR c¢alisilirken ornekte C. trachomatis de tesadiifen saptandi. Sadece
multipleks PCR (idrar) ile reaktif olan bu hasta gonokok pozitifligi de gosterdiginden
stipheli pozitif olarak degerlendirildi. Multipleks PCR (akint1) ve DFA yontemi

karsilagtirildiginda, pozitif olarak degerlendirilen tiim ornekler her iki test ile de
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pozitifdi. DFA yontemi esas alindiginda multipleks PCR yonteminin 6zgilliigi %100,
duyarliligt %100, PPD %100 ve NPD %100 olarak bulundu. DFA yontemi ile
multipleks PCR (akint1) yontemi arasinda %100 bir uyum vardi. (Kappa=1, p=0,00).

C. trachomatis pozitif bulunan hastalarin bazi ozelliklerinin ve risk faktorlerinin

degerlendirilmesi: 8 pozitif hastanin biri kadin, 7’s1 erkekti. Klamidya pozitiflik oram

kadin hastalar i¢inde %2, erkek hastalar i¢inde %15,2 olarak bulundu. Bir erkek hasta
sadece idrar 6rneginden c¢alisilan multipleks PCR ile klamidya pozitif olarak bulundu ve
siipheli pozitif olarak diisiiniildiigli icin bu hasta istatistiksel hesaplamalara dahil
edilmedi. Erkek ve kadin hastalarda klamidya pozitifligi yoniinden istatistiksel olarak
anlaml fark bulundu (p=0,026).Yas gruplarina, infertilite varligina, siipheli cinsel iliski
ve ¢oklu cinsel ese sahip olma durumuna gore degerlendirildiginde herhangi bir

istatistiksel anlamlilik bulunmadi (Tablo 4.6).

Tablo 4.6. C. trachomatis pozitifligi saptanan hastalarin bazi demografik ve cinsel

davranis ozelliklerine gore dagilimi

Hastalarmn ozellikleri Pozitif Negatif P TRR %95 GA
n (%) n (%)
Cinsiyet
Kadin . 2 49 980 0,026 F 0,114 0,013-0,964
Erkek 7 15,2 39 84,8
Yas Gruplari(Yil)
15-24 1 43 2 957
25-29 3 150 17 850
30-34 0 0 18 100
35-39 2 13,3 13 86,7 0,455
40-44 2 222 7 77,8
45-49 1 125 7 87,5
50-54 0 0 3 100
Siipheli iliski
Bvet) 4 121 1 29 879 0,440 2,034 | 04758721
Hayir | 4 6,3 59 93,7
Coklu Cinsel Es
Bvet) 4 143 24 &7 0,226 F 2,667 | 0,617-11,519
Hayir | 4 59 64 94,1
infertilite
Vrj 41481 23 882 0,215 2,826 | 0,653-12,233
Yok | 4 5,38 65 942
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4.3. Mycoplasma hominis Bulgulari

M. hominis ve U. urealyticum etkenlerinin tanisi i¢in, kiiltiir tabanli bir yontem
(MYCOFAST® EvolutioN 3) ve multipleks PCR (akint1 6rneginde) olmak iizere iki
yontem calisildi. En az bir test ile pozitif bulunan 6rnek olast pozitif (n:3), her iki testle
de pozitif olarak bulunan ornekler pozitif (n:11, %11,5) olarak degerlendirildi. Kiiltiir
tabanli yontem ile 9 hastada (%9,4), multipleks PCR yontemi ile 10 hastada (%10,4) M.
hominis pozitifligi saptand1 (Tablo 4.7).

Kiiltiir yontemiyle pozitif bulunup multipleks PCR yontemi ile negatif sonug
alinan hasta sayisi 1 olarak bulundu. Multipleks PCR yontemi ile pozitif bulunup kiiltiir
tabanli yontem ile negatif bulunan 6rnek sayisi ise 2 olarak bulundu. 85 hastada her iki

yontem ile de negatif sonug elde edildi (Tablo 4.7).

Tablo 4.7. M. hominis sonuglarmin kiiltiir tabanli yontem ve multipleks PCR (akinti) ile
karsilastirilmasi

KULTUR KULTUR
TEST TABANLI(+) TABANLI(-) TOPLAM
MULTIPLEKS PCR (+) |8 \ 2 10
MULTIPLEKS PCR(-) |1 85 86
TOPLAM 9 87 96

X?= 65,535 Fisher’s exact p=0,000

Kiiltiir tabanli yontem baz alindiginda; multipleks PCR testi i¢in duyarlilik %
88,9, 0zgillik%97,7, PPD %80,0, NPD %298,8 olarak bulundu. Multipleks PCR
yontemi baz alindiginda ise; kiiltiir yontemi i¢in duyarhilik %80, 6zgiillik %98,8, PPD
%88,9, NPD % 97,7 olarak bulundu. iki tani testi arasinda %96,9 oraninda bir uyum
goriildii. (Kappa= 0,825, p=0,000).

En az bir yontemle pozitif bulunan 11 olgu referans alinarak testler
degerlendirildiginde; multipleks PCR’m duyarliligi % 90,1 (10/11), 6zgilligi %100
(85/85), PPD’si %100 (10/10), NPD’si %98,8 (85/86) olarak bulundu. Kiiltiir tabanlt
yontemin ise duyarliligit %81,8 (9/11), ozgiilligi %100 (85/85), PPD’st %100 (9/9),
NPD’si %97,7 (85/87) olarak bulundu.
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Her iki sekilde yapilan degerlendirmelere gére; multipleks PCR’in duyarlilig:
%88,9 ile 9%90,1 arasinda, Kkiiltiiriin duyarliligt ise %80 ile %81,8 arasinda
degismekteydi.

M. hominis pozitifligi bulunan hastalarin bazi ozelliklerinin ve risk faktorlerinin

degerlendirilmesi: Pozitif olarak degerlendirilen 11 hastanin 7’si kadin (kadin hastalarin
%14°1), 4’1 (erkek hastalarin %8,7) erkekti. Degerlendirilen 6zelliklerde herhangi bir
istatistiksel anlamlilik bulunmadi (Tablo 4.8).

Tablo 4.8. M. hominis pozitifligi saptanan hastalarin yas gruplari, cinsiyet ve bazi cinsel

yasam Ozelliklerine gore dagilimi

Hasta ézellikleri Olas Pozitif Pozitif Negatif p
n (%) n (%) n (%)
Cinsiyet
Kadin 2 4 5 10 43 86 0.71
Erkek 1 2,2 3 6,5 42 91,3
Yas Gruplari(Yil)
15-24 0 0,0 1 4,3 22 95,7
25-29 1 5,0 2 10 17 85
30-34 1 5,6 3 16,7 14 77,8
35-39 1 6,7 1 67 13 86,7 | 091
40-44 0 0,0 1 111 8 88,9
45-49 0 0,0 0 0 8 100
50-54 0 0,0 0 0 3 100
Siipheli Tliski
Evet| 1 3 3 9,1 29 87,9 0,98
Hayir| 2 3,2 5 79 56 88,9
Coklu Cinsel es
Evet| 1 3,6 3 10,7 24 85,7 0,85
Hayir| 2 2,9 5 7,4 61 89,7
infertilite
Var| 1 3,7 2 74 24 88,9 0,96
Yok| 2 2,9 6 8,7 61 88,4

Semptomlara gore degerlendirdigimizde M. hominis pozitifligi ile akinti varlig
(p= 0,023), akintida balik kokusu (p=0,011), genital iilser (p=0,004), genital sigil
(p=0,001) arasinda istatistiksel anlamlilik bulundu.
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4.4 Ureaplasma urealyticum Bulgular

U. urealyticum etkenlerinin tanisi igin, kiiltiir tabanli bir yontem (MYCOFAST®
EvolutioN 3) ve multipleks PCR (akint1 6rneginde) olmak iizere iki yontem c¢aligildi.
Kiiltiir tabanli yontem ile 18 hastada (%18,75), multipleks PCR yontemi ile 28 hastada
(%29,2) U. urealyticum pozitifligi saptandi.18 hasta iki yontemden birinde pozitif
olarak gozlendi. Toplam 32 hasta (%33,3) bir veya birden fazla tanm testi ile pozitif
bulundu. 64 hastada (%64,7) her iki yontem ile de negatif sonug elde edildi (Tablo 4.9).

Kiiltiir tabanli ve multipleks PCR yontemlerinin sadece birisi ile pozitif bulunan
hastalar: olas1 pozitif (n:18), her ikisi ile de pozitif bulunan hastalar: pozitif (n:14), her

iki teknikle de negatif olarak bulunan hastalar negatif (n:64) olarak degerlendirildi.

Tablo 4.9. U. urealyticum sonuglarinin kiiltiir tabanli yontem ve Multipleks PCR

(akint1) ile karsilastirilmast

KULTUR KULTUR
TEST TABANLI(+) TABANLI(-) TOPLAM
MULTIPLEKS PCR (+) |14 14 28
MULTIPLEKS PCR(-) |4 64 68
TOPLAM 18 78 96

X?= 25,339  p=0,000

Kiiltiir tabanli yontem baz alindiginda; Multipleks PCR testi i¢in duyarlilik %
77,8, 6zgiilliik%82,1, PPD%50, NPD %94,1 olarak bulundu. Iki tan1 testi arasinda
uyuma bakildiginda %81,3 oraninda bir uyum goriildii (Kappa=0,493, p=0,000).

U. urealyticum pozitifligi bulunan hastalarin bazi1 Ozelliklerinin ve risk

faktorlerinin degerlendirilmesi:U. urealyticum olasi pozitifligi saptanan 18 hastanin
10’u (%55,6) kadin iken, 8’1 (%44,4) erkekti. 14 pozitif hastanin ise 12’°si erkek
(%85,7), 2’si (%14,3) kadindi. Erkek hastalarda her iki testte pozitif olma orani daha

yiiksekken, kadin hastalarda olasi pozitiflik oranlari da oranlar yiiksekti. U. urealyticum
pozitifligi ile kadin ve erkek hastalar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulundu (p=0,009). Hastalarin diger Ozellikleri i¢in herhangi bir anlamlilik mevcut
degildi (p>0,05) (Tablo 4.10).
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Tablo 4.10. U. urealyticum pozitifligi saptanan hastalarin yas gruplari, cinsiyet ve bazi

cinsel yasam 6zelliklerine gore dagilimi

Olasi
Hastalarin baz ozellikleri Pozitif Pozitif | Negatif P
n_ (%) | n (W) |n ()
Cinsiyet
Kadin 10 20 2 4 |38 76 0,009
Erkek 8 174 |12 26 |26 57
Yas Gruplari(Yil)
15-24 2 8,7 7 30 |14 61
25-29 5 250 2 10 |13 65
30-34 4 22,2 2 11 |12 67
35-39 3 20| 1 67 |11 73| 0534
40-44 3 333 0 0 6 67
45-49 1 12,5 1 13 |6 75
50-54 0 0,0 1 33 | 2 67
Siipheli iliski
Evet 5 15,2 8 24 |20 61 0,147
Hayir 13 20,6 6 95 |44 70
Coklu Cinsel es
Evet 5 17,9 5 18 |18 64 0,843
Hayir 13 191 9 13 |46 68
Infertilite
Var 6 22,2 5 19 |16 59 0,622
Yok 12 174 9 13 148 70

Semptomlara gore degerlendirdigimizde ise; U. urealyticum pozitifligi ile
pollakiiri (p=0,029), iliski sirasinda agr1 (p=0,024), iliski sirasinda kanama (p=0,03), alt

abdominal agr1 (p=0,015) semptomlariarasinda istatitiksel anlamlilik bulundu.

4.5. Kiiltiir tabanh yontemle M. hominis ve U. urealyticum saptanan orneklerde

antibiyotik direnc¢ sonuclari

Calismaya alinan 96 hastanin 23’iinde (%24) sadece kiiltiir tabanli yontemle M.
hominis ve/veya U. urealyticum pozitifligi saptandi. Buna gore; 5 hastada sadece M.
hominis (%S5,2), 14’tiinde sadece U. urealyticum (%14,6) ve 4’tinde M. hominis ve U.
urealyticum (%4,2) birlikte saptandi. Bu suslarin direng Ozellikleri kit igerisinde
eszamanli olarak g¢alisildi. 23 susun 5’inde ROX ve AZM direngli (%21,7) ve 1’inde
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orta duyarliydi. JM i¢in tiim suslar duyarl olarak bulundu. CIP direnci 13 susta (%56.,5)
gbzlenirken, OFX direnci 8 susta (%34,8) saptandi. DO ig¢in biitiin suslar duyarliydi. PT
icin 22 sus hasta (%95,7) duyarl bulunurken sadece bir sus orta duyarli olarak gézlendi.
OFX direngli bulunan tiim suslar CIP’ya karst da direngliydi. OFX orta duyarli olan
suglar CIP’e kars1 direngli olarak bulundu. ROX ve AZM direnci gozlenen hastalar ayni

hastalardi.
4.6.Mycoplasma genitalium Bulgulari

M. genitalium tanisinda tiim hastalarin akinti 6rneklerinden konvansiyonel bir
yontem c¢alisilamadigindan sadece multipleks PCR yontemi ¢alisildi. Ek test olarak
pozitif ¢ikan hastalarin idrar orneklerinde de tekrar multipleks PCR yontemi ¢alisildi.
Kullanilan iki yontemden en az biri ile pozitif saptanan olgular M. genitalium yoniinden
pozitif olarak degerlendirildi. 96 hastanin 6’sinda (%6,3) akint1 6rneginden calisilan
multipleks PCR yontemi ile pozitiflik bulunurken, idrar 6rneginden calisilan multipleks
PCR yontemi ile 5 hasta pozitif olarak saptandi. Idrar 6rnegi negatif saptanan hastanin
diger ornekleri incelendiginde akintt drneginden yapilan multipleks PCR ve kiiltiir
testlerinde M. hominis ve U. urealyticum pozitifligi mevcutken idrardan c¢alisilan
multipleks PCR testinde bu etkenler de negatif olarak bulundu. M genitalium pozitifligi
saptanan olgular Talo 4.11 de izlenmektedir. Sadece akint1 6rneklerinde multipleks PCR
ile pozitif bulunan hastalar i¢in idrarda multipleks PCR c¢alisildigindan (n:22) testlerin

ozgiilliik ve duyarlilik hesaplamalar1 yapilamadi.

Tablo 4.11. M. genitalium pozitifligi saptanan olgular (n:6)

Hasta | MULTIPLEKS MULTIPLEKS
cinsiyet | PCR- SURUNTU |PCR- IDRAR
(n:96) (n:22)
K |POZ NEG
E |POZ POZ
E |POZ POZ
E |POZ POZ
E |POZ POZ
E |POZ POZ
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M. genitalium pozitif bulunan hastalarin bazi ozelliklerinin ve risk faktorlerinin

degerlendirilmesi: Pozitiflik saptanan 6 olgudan 1’1 kadin (n:96,%1,04), 5’1 (n:96,
%S5,2°s1) erkekti. 46 erkek hastanin 5’1 (%10,9), 50 kadin hastanin 1’1 (%2) pozitif

olarak bulundu ve aralarinda istatistiksel bir anlamlilik bulunmadi (p=0,101) (Tablo

4.12).

Tablo 4.12. M. genitalium pozitifligi saptanan hastalarin yas gruplari, cinsiyet ve bazi

cinsel yasam 6zelliklerine gore dagilimi

Hastalarin ozellikleri | 20T Negatif p
n (%) | n_ (%)
Cinsiyet
Kadin 1 2 49 08
Erkek 5 109 |41 891 0,101 F
Yas Gruplari(Y1l)
15-24 3 131 | 20 87
25-29 0 0 20 100
30-34 0 0 18 100
35-39 1 6,7 14 93,3 0,488
40-44 1 111 8 88,9
45-49 1 125 7 87,5
Siipheli iliski
Evet| 3 9,1 30 90,9
Hayir | 3 48 60 952 0411 F
Coklu Cinsel Es
Evet| 2 7,1 26 929 LE
Hayrr | 4 5,9 64 94,1
Infertilite
var|4 148 |23 852
Yok 2 2’9 67 97’1 0051 F

F: Fisher'’s Exact Testi ile hesaplanan p degerini gostermektedir.

M.genitalium pozitifligi olan hastalarda infertilitenin varlig1 istatistiksel olarak
anlamli olmamakla birlikte, infertilite olanlar olmayanlara gore 5,8 kat daha fazla
bulundu (TRR=5,8,%95 GA1-33.939) (p=0,051). Hastalarin semptomlar1 agisindan
degerlendirme yapildiginda M. genitalium ile semptomlar arasinda herhangi bir

istatistiksel anlamlilik bulunmadi (p>0,05).
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4.7. Trichomonas vaginalis Bulgulari

96 hastanin akint1 6rneklerinden direkt mikroskopi, kiiltiir ve multipleks PCR
calisildi. Ek test olarak bu yontemlerin herhangi birinde pozitif ¢ikan hastalarin idrar

orneklerinde de multipleks PCR c¢aligildi.

Bir hasta direkt mikroskopi yontemi (%1,04), 2 hasta kiiltiir yontemi (%2,1), 4
hasta (%4,2) hem multipleks PCR (akint1) hem de multipleks PCR (idrar) yontemi ile
olmak iizere toplam 4 hasta bir veya birden fazla T. vaginalis tani testi ile pozitif
bulundu. 92 hasta (%95,8) direkt mikroskopi, kiiltiir ve multipleks PCR(akint1) ve

multipleks PCR(idrar) yontemlerinin tiimii ile negatif olarak bulundu.

Her iki PCR yontemi ile pozitif bulunan 4 hastanin 2’sinde kiiltiir yontemiyle T.
vaginalis saptanirken 2 hastada kiiltiir negatif olarak bulundu. Kiiltiir pozitif olup her iki
PCR’da da negatif bulunan sonug¢ olmadi. Sadece bir multipleks PCR yontemi ile pozitif
olan olguya da rastlanmadi. Kiiltiir yontemi ile pozitif bulunan 2 hastanin, 1’inde direkt
mikroskopi ile T. vaginalis pozitifligi saptandi. Direkt mikroskopi ile T. vaginalis tespit
edilemeyen diger 3 hastanin 3’ii de PCR yontemleriyle pozitif olarak bulundu (Tablo
4.13). Sonuglarin degerlendirilmesinde en az iki test ile pozitiflik saptanmasi

pozitiflik kriteri olarak kabul edildi.

Tablo 4.13. T. vaginalis pozitifligi saptanan olgularin caligilan tiim yontemler ile

ayrintili degerlendirilmesi ve karsilagtirilmasi

Pozitif | D. MIKROSKOPI | KULTUR | MULTIPLEKS PCR- MULTIPLEKS PCR-
hasta | (n:96) (n:96) SURUNTU (n:96) IDRAR (n:22)

1 + + + +

2 + + +

3 + +

4 + +

Kullanilan bu dort yontemden 2 veya daha fazlasi ile 4 hastada (%4,2) pozitiflik
saptandi. Kiiltiir altin standart olarak kabul edildiginde DM’nin duyarliligi %50,
ozgilligi %100, PPD’i %100, NPD’i %98,9 olarak bulundu. Multipleks PCR’in
duyarliligi %100, ozgilligi %97,9, PPD’si % 50, NPD’i %100 olarak bulundu.
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Multipleks PCR altin standart olarak kabul edildiginde ise kiiltiiriin duyarliligi %50,
ozgilligi %100, PPD’si %100, NPD’i %979 olarak DM’nin duyarliligi %25,
ozgiilligi %100, PPD’si %100, NPD’si %96,8 olarak hesaplandi (Tablo 4.14 ve 4.15).

Tablo 4.14. Multipleks PCR ve Kiiltiir sonuglarinin karsilastiriimasi

MULTIPLEKS MULTIPLEKS
TEST PCR (+) PCR(-) TOPLAM
KULTUR(+) hasta |2 0 2
KULTUR (-) hasta |2 92 94
TOPLAM 4 92 96
X?= 46,979 Fisher exact test p=0,001

Tablo 4.15. Multipleks PCR ve Mikroskopi sonuglarinin karsilagtirilmasi

MULTIiPLEKS |MULTIiPLEKS
TEST PCR (+) PCR(-) TOPLAM
MIKROSKOPi(+) 1 0 1
MIKROSKOPI(-) 3 92 95
TOPLAM 4 92 96
X?=23,242 Fisher exact test p=0,042

Yontemlerin birbirleri arasinda uyumluluga bakildiginda, kiiltiir ve mikroskopi
yontemlerinin  uyumu iyi (kappa=0,662), kiiltir ve multipleks PCR (akinti)
yontemlerinin uyumu iyi (kappa=0,657) olarak bulunurken, DM ve multipleks PCR
yontemlerinin uyumu orta (kappa=0,390) olarak bulundu. Ayrica, idrar ve akinti
orneklerinde calisilan multipleks PCR ile pozitif bulunan hastalar %100 (4/4) uyumlu

bulundu.

T. vaginalis pozitif bulunan hastalarin 0Ozelliklerinin ve bazi risk faktorlerinin

degerlendirilmesi: T.vaginalis pozitifligi saptanan hastalarin bazi demografik
ozelliklerine bakildiginda, 4 hastanin 2’si erkek (erkek hastalarin %4,4°1), 2’s1 kadindi.

(kadin hastalarin %4°’ii) Semptomlar ve hastalarin ozellikleri degerlendirildiginde
istatistiksel olarak bir anlamlilik bulunmadi (p>0,05). Pozitif bulunan 4 hastanin 2’sinde
infertilite, stipheli cinsel iliski ve birden fazla cinsel ese sahip olma 6zelligi bulunurken,

diger iki hastada bu 6zellikleryoktu.
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4.8. Akint1 orneginden N. gonorrhoeae, C. trachomatis, M. genitalium, T. vaginalis
pozitif bulunan hastalarinidrar o6rneklerinden c¢ahsilan multipleks PCR

sonuclarimin karsilastirilmasi

N. gonorrhoeae, C. trachomatis, M. genitalium, T. vaginalis olmak iizere dort
etken i¢in akinti Orneklerinde pozitiflik bulunan 22 hastanin idrar 6rneklerinden de
multipleks PCR ¢aligildi. 22 hastadan 10’unda tek etken, 6’sinda ¢oklu etken pozitifligi
(5’inde 2’li, birinde {iglii) olmak iizere toplam 16 (%72,7) sinda her iki multipleks PCR

yontemi ile elde edilen sonuglar birbiri ile tam uyumluydu.

Tam uyum goézlenmeyen 6 hastanin 5’inde ¢oklu etken pozitifligi saptanmisken,
1 hasta (n:22, %4,5) tamamen uyumsuz olarak (idrar multipleks PCR ile tiim etkenler
negatif, akint1 6rneginde 3 etken yoOniinden pozitiflik mevcuttu) bulundu. Bu uyumsuz
olan ve ¢oklu etken pozitifligi bulunan hastalara baktigimizda (n:5); hastalardan 4’{inde
(%18,2) iki etken pozitifligi mevcuttu ve bu etkenlerden biri uyumluyken, biri uyumsuz
olarak bulundu. 1 hastada ise ii¢ etken pozitifligi mevcuttu ve bu etkenlerden iKisi
uyumluyken, biri uyumsuz olarak bulundu. Tablo 4.16” da 22 hastanin etken bazinda,

akint1 ve idrar 6rneklerindeki multipleks PCR sonug karsilastirilmalari gosterildi.

Coklu etken pozitifligi olup multipleks PCR sonuglart uyumsuz olarak saptanan
5 6rnek iginde 3 6rnek ile en ¢ok U. urealyticum sonuglar1 uyumsuzluk gostermekteydi.
Uyumsuz sonug elde edilen diger 2 hastanin birinde siiriintii 6rneginde C. trachomatis
negatif olarak bulunurken, idrar 6rneginde pozitif olarak bulundu. Diger uyumsuz sonug
elde edilen hastada ise M.hominis siiriintii 6rneginde negatif bulunurken idrar 6rneginde

pozitifti.
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Tablo 4.16. Siiriintii ve Idrar Orneklerinin multipleks PCR sonugclarmin karsilastiriimasi
(n:22)

. MULTIPLEKS PCR
n:22 Ornek
NG ICH lMH IMG ITV luu
1 | surunTU | NEG NEG POZ NEG POZ NEG
IDRAR NEG NEG POZ NEG POZ NEG
2 | suroNTU | POZ NEG NEG NEG NEG NEG
IDRAR POZ NEG NEG NEG NEG NEG
3 [ surunTU | POZ NEG NEG NEG NEG POZ
IDRAR POZ NEG NEG NEG NEG NEG
4 | SURUNTU | NEG NEG POZ POZ NEG POZ
IDRAR NEG NEG NEG NEG NEG NEG
5 | SURUNTU | NEG POZ NEG NEG NEG POZ
iDRAR NEG POZ NEG NEG NEG POZ
6 | SURUNTU | NEG NEG POZ NEG POZ NEG
iDRAR NEG NEG POZ NEG POZ POZ
7 | SURUNTU | POZ NEG NEG NEG NEG NEG
iDRAR POZ NEG NEG NEG NEG NEG
8 | SURUNTU | NEG NEG NEG POZ NEG NEG
iDRAR NEG NEG NEG POZ NEG NEG
9 | SURUNTU | POZ NEG NEG NEG NEG NEG
iDRAR POZ POZ NEG NEG NEG NEG
10 [ suruNTU | NEG NEG NEG NEG POZ NEG
iDRAR NEG NEG POZ NEG POZ NEG
11| SURONTU | NEG NEG NEG POZ NEG NEG
iDRAR NEG NEG NEG POZ NEG NEG
12 | SURUNTU | NEG POZ NEG NEG NEG NEG
iDRAR NEG POZ NEG NEG NEG NEG
13 | SURUNTU | NEG POZ NEG NEG NEG NEG
IDRAR NEG POZ NEG NEG NEG POZ
14 | SURUNTU | NEG POZ NEG POZ NEG NEG
IDRAR NEG POZ NEG POZ NEG NEG
15 | SURONTU | POZ POZ NEG NEG NEG NEG
IDRAR POZ POZ NEG NEG NEG NEG
16 | SURUNTU | NEG POZ NEG NEG NEG POZ
IDRAR NEG POZ NEG NEG NEG POZ
17 | SURUNTU | POZ NEG NEG NEG NEG NEG
IDRAR POZ NEG NEG NEG NEG NEG
18 | SURUNTU | NEG POZ NEG NEG NEG NEG
IDRAR NEG POZ NEG NEG NEG NEG
19 | SURUNTU | NEG NEG NEG NEG POZ NEG
IDRAR NEG NEG NEG NEG POZ NEG
20 | SURUNTU | POZ NEG NEG POZ NEG POZ
IDRAR POZ NEG NEG POZ NEG POZ
21 | SURUNTU | NEG NEG NEG POZ NEG NEG
IDRAR NEG NEG NEG POZ NEG NEG
22 | SURUNTU | NEG POZ NEG NEG NEG NEG
iDRAR NEG POZ NEG NEG NEG NEG
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5. TARTISMA VE SONUC

CYBE’in toplumsal ve ekonomik yiikiiniin de farkina varilmasiyla bu
enfeksiyonlarin 6nlenmesi ve kontrolii konusundaki sorunlar giderek ve daha ciddi
olarak halk saglig1 giindemine girmistir. Son yillarda HIV enfeksiyonu ve AIDS’in
pandemi haline gelmesi, AIDS’in 6liimciil bir hastalik oldugunun anlasilmasi ve bazi
CYBE’in HIV yayilimini kolaylastiran faktorler arasinda yer almasi, artan ilginin en

onemli nedenleri arasinda sayilmaktadir (67).

Enfeksiyon belirti ve bulgusu olmasa da hizli ve dogru tan1 koymak, hem hastay1
hem de cinsel esini tedavi etmek, enfeksiyonlarin toplumda yayilmasimi Onlemek

acisindan ¢ok 6nemlidir (53).

DSO’niin  &nerdigi sendromik tedavi yaklasimi ile birinci basamak saglik
kuruluslarinda CYBE’a yonelik hizmet sunumunun kolaylasacag1 diistiniilmiistiir (67).
Soruna dayali yaklagimin bazi avantaj ve dezavantajlar1 bulunmaktadir. Bu yaklasimin
avantajlar1 arasinda, yanlis tan1 ve etkisiz tedavi olasiliginin azaltilmasi ve hekim disi
saglik personeli tarafindan da 6grenilebilmesi, ilk basvuruda tedaviye baslanilabilmesi
ve tedavinin ucuz olmasi1 sayilmaktadir. Dezavantajlarina bakildiginda ise;
asemptomatik vakalarda bu yaklagim kullanilamamaktadir. Enfeksiyonun laboratuvar
testleriyle saptanabildigi pek ¢ok asemptomatik olgu bulunmaktadir, kontrolsiiz ilag
kullanim1 direng gelismesine yol agmaktadir (1, 53, 67). Ulkemizde DSO tarafindan
Onerilen akis semalar1 konusunda yapilan bir ¢alismada, akis semalarinin vajinit
tamisindaki duyarlih@ %66, ozgiilliigii %45 bulunmustur (67). DSO, hizli testlerin
(point of care) kullanimini asemptomatik hastada enfeksiyonu tanimlamak veya
sendromik yaklagimin duyarliligini arttirmak amaciyla 6nermektedir. Testlerin hastalik
kontroliinde 6nem tasidiklar1 vurgulanmaktadir. Bu testler aninda tedavi sansi da

saglamaktadirlar (1, 53).

Molekiiler mikrobiyoloji alaninda gelisen teknolojiyle birlikte bir 6rnekteki
birden fazla etkene ait cok az miktarda DNA'y1 bile saptayacakdiizeye ulasilmis olsa
bile CYBE i¢in heniiz hizli tani, tedavi, korunma, tarama ve siirveyans problemlerinin

tam olarak asilamamasi Onemli bir sorundur. Son yillarda gelisen tani teknikleri
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toplumdaki riskli davranis gruplarini ortaya koydugu gibi toplumlar arasindaki farklari

da gostermektedir.

Bu calisgmada; CYBE etkenleri icinde diinyada da sik karsilagilan ve onemli
sayllan Chlamydia trachomatis, Neisseria gonorrhoeae, Mycoplasma genitalium,
Ureaplasma urealyticum, Mycoplasma hominis ve Trichomonas vaginalis’in
tanimlanmasinda kullanilan, konvansiyonel yéntemler ve yeni bir yontem olan DPO™

tabanli Multipleks PCR yontemi karsilastirilmstir.

Konvansiyonel olarak, endoservikal veya iiretral 6rneklerin uygun besiyerlerine
kiiltiir ekimlerinin yapilmasi, miikemmel tanisal dogrulugu saglarken, siklikla zor
uygulanan, zaman alici, pahali yontemlerdir (53, 54). Yakin zamanda, CYBE’nin
multipleks PCR ile pek ¢ok etkenin hizli ve ayn1 anda saptanmasi giindeme gelmistir ve
bu yontem CYBE kliniklerinde siklikla kullanilmaktadir (54, 68). Bununla birlikte,
CYBE etkenleri i¢in multipleks PCR’mn giivenilirlik ve dogrulugu nadir olarak
degerlendirilmistir (54). Bu yiizden bizim ¢alismamizda multipleks PCR y6ntemi tercih
edilmis ve degerlendirilmistir. Calismada kullanilan DPO™ - tabanli multipleks PCR
testi, N. gonorrhoeae, C. trachomatis, M. hominis, U. urealyticum, M. genitalium, T.
vaginalis ve Internal Kontrol (IC) hedef sekanslarinin aym anda amplifikasyonunu
saglayan ve hedef niikleik asitlerin PCR amplifikasyonunun, DPO™ primerleri

kullanilarak yapildigi, 6zgiilliigii ve duyarlilig1 yiiksek bir testtir (54).

CYBE siklikla asemptomatik seyretmekle birlikte etken ne olursa olsun en sik
rastlanan klinik bulgular genital akinti, tilser ve sigildir (9, 15). Bizim ¢aligmamizda da,
akint1 varligi, tiim hastalar arasinda %92,7 (n:89) ile basvuru sikayetlerinin basinda
gelmigtir.  Bunu diziiri (%88,5), pollakiiri (%70,8), kasinti (%51) ve cinsel iliski
sirasinda agri (%46,9) izlemistir. Semptomlar agisindan bakildiginda; sadece noktiiri ile
gonore arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iligki bulunmusken (p=0,012), C.
trachomatis, M. genitalium ve T. vaginalis etkenleri i¢in hastalarin semptomlari
arasinda herhangi bir istatistiksel anlamlilik bulunmamistir (p>0,05). M. hominis
pozitifligi ile akinti varligi (p=0,023), akintida balik kokusu (p=0,011), genital iilser
(p=0,004) ve genital sigil (0,001) arasinda istatistiksel anlamlilik bulunmustur.
Pollakiirinin (p=0,029), iliski sirasinda agrinin (p=0,024), iliski sirasinda kanamanin
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(p=0,03) ve alt abdominal agrinin (p=0,015) ise U. urealyticum enfeksiyonunun

olusumunu etkiledigi belirlenmistir.

Calismamiza katilan 96 hastanin 38’inde (%39,6) calisilan tiim yontemler ile her
hangi bir etken saptanmamustir. Pozitiflik saptanan 58 hastanin 10’unda sadece Candida
spp. iiremesi goriilmiisken, 48 hasta (%50) calisma kapsamindaki etkenlerin herhangi
birisiyle ve en az tek bir etken ile pozitif olarak bulunmustur. Pozitiflik saptanan bu 48
hastanin 32’sinde (%66,7) tek etken pozitifligi mevcutken, 16’sinda (%33,3) c¢oklu

etken pozitifligi saptanmustir.

Vajinit etkenleriarasinda Candida’lar Gardnerella vaginalis’den sonra ikinci
sirada gelmektedir ve onlar1 T. vaginalis izlemektedir (69, 70). Bununla birlikte;
tilkemizde yapilan bazi ¢aligmalarda vajinal akinti sikayeti olan kadinlarda Candida
tirleri (en sik C. albicans olmak {izere) yiiksek oranlarda tespit edilmis ve bunu G.
vaginalis ve T. vaginalis izlemistir (71, 72, 73). Bizim ¢alismamizda ise tez dahilindeki
etkenler diginda; 50 kadin hastanin 10’unda (%20) sadece Candida spp. iiremesi
gorililmiis ve literatiirdeki baz1 calismalarla benzerlik gostermistir. Son yillarda ise C.
albicans disindaki mayalar daha fazla siklikla vajinit etkeni olarak gozlenmekte,
izolasyon oranlarinda Onemli artiglar oldugu bildirilmektedir. Giderek daha sik
kullanilan antifungal ajanlara karsi da direng gelismekte oldugu bildirilmistir (74, 75,
76). Bizim ¢alismamizda izole edilen mayalarin 7’si (%14) non-albicans candida spp.,
3’1 (%6) C. albicans olarak bulunmustur. G. vaginalis iiremesi ise 50 kadin hastanin

2’sinde (%4) gozlenmistir farkl olarak diger etkenlerle birlikteligi saptanmustir.

Calismamiz kapsamindaki etkenlerin goriilme sikligina baktigimizda ise; N.
gonorrhoeae %7,3 (7/96), C.trachomatis %8,3 (8/96), T. vaginalis %4,2 (4/96), M.
genitalium %6,3 (6/96), M. hominis %11,5 (11/96), U. urealyticum %33,3 (32/96)
oranlarinda kullanilan bir veya iki yontem ile pozitif olarak bulunmustur. En sik goriilen
etken U. urealyticum iken ikinci siray1 M. hominis takip etmistir. Benzer olarak, Lee ve
arkadaslar1 da yaptiklar ¢alismada toplam 739 6rnekte en sik goriilen etken olarak U.

urealyticum’u (% 21,2) ikinci sirada M. hominisi (% 11,1) saptamislardir (54).

Calismamizda tez kapsamindaki etkenler i¢in pozitiflik saptanan 48 hastanin

32’sinde (%66,7) tek etken pozitifligi mevcutken, 16’sinda (%33,3) c¢oklu etken
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pozitifligi saptanmistir. Hasta bazinda en fazla ¢oklu olarak goriilen etken, 16 hastanin
13’linde de goriilen U. urealyticum olarak saptanmustir. Pozitiflik bulunan her etkeni
kendi i¢inde karsilagtirdigimizda ise; N. gonorrhoeae 7 hastanin 4’iinde tek etken olarak
saptanirken, 3’iinde (%42,9) diger etkenlerle birlikteligi bulunmustur. Ayn1 sekilde,C.
trachomatis %50, T. vaginalis %75, M. genitalium %50, M. hominis %90,9, U.
urealyticum %40,6 oranlarinda ¢oklu etken olarak saptanmistir. Buna gore; etken baz
alindiginda M. hominis en fazla saptanan ¢oklu etkenken, onu T. vaginalis izlemistir.
Lee ve arkadaslar yaptiklar ¢calismada, C. trachomatis ig¢in %45, N. gonorrhoeae igin
%6,3, M. genitalium i¢in %100, U. urealyticum i¢in %30,6, M. hominis i¢in %51,2 ve T.
vaginalis i¢in %14,3 oranlarinda ¢oklu etken pozitifligi rapor etmislerdir (54).
Japonya’da yapilan bir ¢aligmada, in house PCR ile C. trachomatis siklig1 %39, N.
gonorrhoeae %27, M. genitalium %6,2, M. hominis %13, T. vaginalis %1,5 olarak
saptanmis, 34 ornekte ¢oklu etken pozitifligi bulunmustur (77). Bu sonuglara gore, son
yillarda gelisen tani tekniklerinin toplumdaki riskli davranis gruplarini ortaya koydugu

gibi toplumlar arasindaki farklar1 da gosterdigi diistintilmektedir.

Kim ve arkadaglari ise, 2011 yilinda Kore’de yaptiklart bir ¢alismada, bizim de
kullandigimiz ~ Seeplex® STD6 Detection Multipleks PCR  kitini  kullanarak
asemptomatik kisilerde iiretrit ve servisitin prevalansin1 ve klinik Onemini
arastirmiglardir. Hastanelerine check-up icin gelen 709 kisiden ilk akim idrar1 veya
endoservikal 6rnek toplayarak multipleks PCR ile 6 CYBE etkenini taramislardir. 709
kisinin 229’unda (%32,3) tek bir etken, 48’inde (%6,8) 2 farkli etken, 6’sinda 3 farkl
etken, 1’inde 4 farkli etken pozitifligi bulmuslardir. Etken prevalansina bakildiginda,
bizim c¢alismamiza benzer sekilde ilk sirada %22,1 oraninda U. urealyticum, ikinci
sirada %11,6 oraninda M. hominis etkenlerini pozitif bulmuslardir. Bu etkenleri %5,6 ile
C.trachomatis, %1,1 ile T. vaginalis,%0,4 ile N. gonorrhoeae, %0,3 ile M. genitalium
takip etmis, CYBE etkenlerinin asemptomatik kisilerde taramasi i¢in multipleks PCR’1
onermislerdir (78). Dikkat ¢ekici olarak C. trachomatis ¢oklu etken olarak M. hominis,
U. urealyticum, M. genitalium ve N. gonorrhoeae ile birliktelik gostererek en fazla
coklu etken pozitifligi saptanan patojen olarak gozlenmisken, N. gonorrhoeae igin
sadece 2 hastada C. trachomatis ile birliktelik bulunmustur. T. vaginalis’in ise sadece M.
hominis ile birliktelik gosterdigi bildirilmistir (78). Literatiirde N. gonorrhoeae ve
C.trachomatis birliktelikleri %45 oraninda belirtilmektedir (6,31). Buna ragmen bizim
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calismamizda sadece 1 erkek hastada bu iki etkenin birlikteligine rastlanmistir. Farkli
olarak, calismamizda T. vaginalisl hastada tek etken olarak gézlenmisken, 3 hastada M.
hominis ile 2 hastada ise U. urealyticum ile birlikteligi gézlenmistir. Kim ve arkadaslar
ayrica asemptomatik 709 hastanin 50’sinde (%7,1) CYBE etkenine rastladiklarini ve
bu oranin ihmal edilemez bir oran oldugunu bildirmislerdir. Ozellikle yiiksek risk
gruplarinda, CYBE etkenlerinin taranmasinin genel check-up’in bir pargasi olarak
bakilmasi gerekliligine de dikkat ¢cekmisler ve asemptomatik kisilerin taranmasinda da

multipleks PCR’1 6nermislerdir. (78).

Lee ve arkadaslari, 2011 yilinda 6 CYBE etkenini Seeplex ® STD6 ACE
Detection Kitini kullanarak DPO™ - tabanli Multipleks PCR y6ntemini monopleks PCR
(Seegene) ile karsilastirarak degerlendirmislerdir. Tiim etkenler igin, topladiklart 739
endoservikal ve idrar 6rneginde testler arasinda duyarlilik ve 6zgiillikk agisindan uyumu
%100 olarak bulmuslardir. N. gonorrhoeae ve C. trachomatis etkenleri i¢in multipleks
PCR ile pozitif bulunan 40 6rnegi referans yontem olarak BD ProbeTec duplex ile
karsilagtirmiglar, gonore i¢in %100 uyum orani elde ederken, C. trachomatis igin %99,7
uyum orant bulmuslardir. DPO™ - tabanli Multipleks PCR yonteminin yiiksek
duyarlibik ve 0Ozgillige sahip oldugunu bildirmislerdir. Bu c¢alismada bizim
calismamizla benzer olarak, 739 6rnekte en sik goriilen etken U. urealyticum’u ikinci

sirada M. hominis’i saptamiglardir (54).

Samra ve arkadaslari, 2011 yilinda yaptiklari bir ¢aligmada, 113 hastada 6 CYBE
etkenini Seeplex ® STD6 ACE Detection kitini kullanarak DPO™ - tabanli Multipleks
PCR yontemini, kiiltiir ve PCR testlerini de i¢eren konvansiyonel referans yontemlerle
karsilastirmiglardir.  Multipleks PCR  yonteminin duyarliligint  N. gonorrhoeae,
C.trachomatis, M. hominis, M. genitalium ve T. vaginalis i¢in %100 bulurken, U.
urealyticum i¢in duyarliligi bizim ¢alismamiza paralel olarak daha az duyarli (%98)
bulmusglardir. Multipleks PCR testinin 6zgiilliigiiniin ise %97 ile %100 arasinda
degistigini bildirmislerdir. Ayn1 zamanda yine bizim g¢aligmamizla paralel olarak, 51
ornekte tek etken pozitifligi, 24 Ornekte 2 veya daha fazla etken pozitifligi
belirlemiglerdir. Calismamizla benzer olarak en sik Ureaplasma (%42,5) tespit
etmislerdir. Kadinlarda daha sik olmak tizere (%21,9) M. hominis bulmuslardir. N.
gonorrhoeae’de erkeklerde daha sik olarak (%19,4), kadinlarda ise daha az ( %2,4)
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olarak bildirmiglerdir (68). Bizim c¢alismamizda da gonore sadece -erkeklerde
gozlenirken kadinlarda hi¢ gézlenmemistir. Bu farkliligin segtigimiz ¢alisma grubunun
kiigiikliigline ve kadinlardaki sosyal davramis profilinde ¢esitliliginin az olmasina

baglayabiliriz (%47,9 ev hanimi).

Referans testin se¢imi herhangi yeni bir testi degerlendirirken ¢ok Snemlidir.
Kiiltiir cogu CYBE etkeni i¢in altin standart olmasina ragmen, 6nceki bazi ¢alismalar
NAAT’nin C. trachomatis, N. gonorrhoeae, mycoplasmalar gibi bazi CYBE
etkenlerinin klinik 6rneklerde saptanmasinda kiiltiir ile karsilagtirildiginda daha yiiksek
tanimlama oranlar1 bulmuslardir (79, 80, 81, 82, 83, 84). Bizim ¢alismamizda da benzer
olarak M. hominis, U. urealyticum ve T. vaginalis etkenleri i¢in konvansiyonel
yontemlere gore DPO™ tabanli Multipleks PCR ile daha fazla etken pozitifligi
saptanmustir. M. hominis i¢in 2, U. urealyticum ig¢in 14, T. vaginalis i¢in 2 6rnek
multipleks PCR ile pozitif bulunurken, diger konvansiyonel yontemlerle negatif olarak
bulunmustur. Gonore ve C. trachomatis igin ise diger konvansiyonel yontemlerle tam

bir uyum goézlenmistir.

Calismamiza katilan hastalarda; %7,3 (7 olguda) N. gonorrhoeae pozitifligi
kiltiir, direkt mikroskopi, multipleks PCR (siirlintli) ve idrar Orneginde ¢alisilan
multipleks PCR yontemlerinin hepsi ile saptanmustir. Kiiltiir altin standart kabul
edildiginde, direkt mikroskopi ve multipleks PCR (akinti 6rnegi) yontemlerinin
ozgulligli ve duyarliligt %100 olarak bulunmustur. Yontemlerin p degerleri
karsilastirildiginda hepsi istatistiksel olarak anlamli bulunmus (p=0,000) ve testler
arasinda tam bir uyum goézlenmistir (Kappa=1). Calismamiz multipleks PCR ile yapilan

bazi ¢aligmalarla testin giivenilirligi ile ilgili benzerlik gostermektedir (54, 68).

Horii ve arkadaslari, Japonya’da 2009 yilinda bizim ¢alismamizda kullandigimiz
DPO™ tabanli Multipleks PCR yontemini 130 klinik drnekte ilk defa CYBE etkenleri
icin ¢alismiglar ve in-house PCR ve COBAS Amplicor PCR ile karsilastirmiglardir.
Semptomatik hastalardan toplanan 66 idrar, 4 {iretral akinti, 59 servikal akinti ve 1
bogaz kiiltlir (kadindan alinan) 6rnegi ¢alisilmig ve DPO tabanli Multipleks PCR’mn in
house PCR’a gore duyarliligint %96, 6zgiilliigiinii %100 bulunmustur. Ayn1 zamanda,
nonpatojenik Neisseria tiirleri ile yalanci pozitiflige sebep olabilen COBAS Amplicor

PCR testine gore bu yeni teknolojinin Neisseria tiirleri ile ¢apraz reaksiyon vermedigini
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raporlamiglardir (77). Bizim ¢alismamizda da N. gonorrhoeae kiiltiirii ile DPO tabanli
Multipleks PCR arasinda tam bir uyum bulunmustur. Ayni1 ¢alismada, multipleks
PCR’1in 2 6rnekte gonore igin yanlis negatif sonug verdigi rapor edilmistir (77). Bizim
calismamizda kiiltlir altin standart kabul edildiginde gonore icin yanlis negatif sonug

saptanmamuistir.

Gonore ve diger bazi1 CYBE tanisi i¢in hizli testler de kullanilmaktadir. Peeling
ve arkadaslari, bu testlerin asemptomatik hastada enfeksiyonu tanimladiklarini, vajinal
akintist olan kadinda sendromik yaklasimin 6zgiilliiglini arttirdiklarini, bu testlerin
optimal Ozgiillik ve duyarliliga sahip olmasa bile hastalik kontroliinde ©nem

tasidiklarini ve aninda tedavi sansi sagladiklarini bildirmislerdir (85).

Endoservikal o6rneklerin gram boyasinda gram negatif intraseliiler diplokok
(GNID) varliginin gonokok servikal enfeksiyonu i¢in spesifik olmasina ragmen, duyarl
bir indikatér olmadigi, clinkii GNID’in gonokok enfeksiyonlu kadinlarin sadece
%50’sinde gozlendigi belirtilmektedir (31). Calismamizda hicbir kadin hastada GNID
goriilmezken, multipleks PCR pozitifligine de rastlanmamustir. Ulkemizde yapilan bir
diger calismada, iiretral akinti sikayetiyle gelen 100 hastada N. gonorrhoeae gram
boyama ile degerlendirilmis ve 23 hastada pozitiflik saptanarak oldukca yiiksek bir oran
raporlanmustir (86).

Calismamizda; C. trachomatis tanis1 i¢in DFA ve multipleks PCR (akinti)
yontemleri uygulanmistir. Ayrica, bu yontemlerde pozitif bulunan hastalarin idrar
ornekleri multipleks PCR ile tekrar ¢alisilmis, 96 hastanin 8’inde (%8,33) ¢alisilan her
ti¢ test ile C. trachomatis pozitifligi saptanirken, 88 hasta tiim (%90,6) testler ile negatif
olarak bulunmustur. Farkli olarak bir hasta gonore pozitifligi i¢in idrar Srneginde
multipleks PCR c¢alisirken tesadiifen sadece idrar multipleks PCR testi ile pozitif olarak
bulunmustur. Buna gore yontemler karsilastirildiginda, 6zgiilliik ve duyarlilik degerleri
%100 olarak saptanmigti. DFA yontemi ile multipleks PCR (akint1) yontemi arasinda
%100 bir uyum bulunurken, ydntemlerin p degerlerine bakildiginda istatistiksel
anlamlilik mevcuttur (p=0,00) ve her iki yontem arasinda tam bir uyum saptanmigtir
(Kappa=1). DSO’niin 2013 yilinda yaymlanan CYBE etkenlerinin laboratuvar tanisi
rehberinde, C.trachomatis tanisinda NAAT’nin en iyi duyarliik ve miikemmel

Ozgilliige sahip oldugu bildirilmekte ve bu testler onerilmektedir. Ayn1 zamanda, kadin
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ve erkekler i¢in non-invaziv olarak toplanan idrar orneklerinde de NAAT testlerinin

yiiksek duyarlilik ve 6zgiilliige sahip oldugu vurgulanmaktadir (53).

Giliniimiizde, PCR yontemi C. trachomatis tanisinda bir¢cok c¢aligmada artik
referans yontem olarak kabul edilmektedir. Bu durum hiicre kiiltiiriiniin yerini zamanla
altin standart olarak PCR’a devredecegini diisiindiirmektedir. DSO’niin 2013y1linda
yayilanan CYBE laboratuvar tanisi rehberine gore C. trachomatis tanisinda NAAT ve
hiicre kiiltiirii referans test olarak kabul edilmistir (53, 87, 88, 89, 90).

Ulkemizde C. trachomatis tespiti icin yapilan bir calismada, 186 kadin hastadan
toplanan endoservikal ornekler PCR ve EIA yontemleri ile calisilmistir. 33 Ornegin
(%17,7) kullanilan metodlardan en az biri ile pozitif olarak bulundugu bildirilmis ve bu
referans alindiginda PCR’1n duyarliliginin (%96,9), EIA’dan (%84,6) daha fazla oldugu
raporlanmistir (91). Calismamizda ise C. trachomatis sikligi daha az olarak (% 8,33)
bulunmus ve multipleks PCR’in DFA’ya gore duyarlilign ve 6zgiilliigii %100 olarak
saptanmustir. Diger ¢alismalardan farkli olarak ¢alismamizda pozitif bulunan
hastalardan sadece biri kadin hastadir. Bu farkliligi hastanemize basvuran erkek

hastalarin kadinlara gore daha fazla risk faktorii tasiyor olmasina baglayabiliriz.

Shokohizadeh ve ark.’nin iilkemizde yaptiklar1 bir ¢alismada ise 68 hayat
kadiminda klamidya enfeksiyonlart ELISA ve PCR yontemleriyle karsilastirilmistir.
PCR ile 17 (%25) kadinda, ELISA yontemi ile 10 (%14,7) kadinda pozitif sonug elde
etmigler ve kriptik plazmidi hedef alan PCR yodnteminin (%100), ELISA’dan (%58,8)
daha duyarli oldugunu bildirmislerdir (92).

Baksu ve arkadaslar1 ise, 321 servisit tanis1 alan hastada C. trachomatis’i optik
immunoassay yontemi kullanarak arastirmiglar ve %1,87 oraninda pozitiflik rapor
etmislerdir (93). Ulkemizde yapilan bir diger ¢alismada, iiretral akint1 sikayetiyle gelen
100 hastada klamidyal antijenler, VIDAS Chlamydia yontemi (bioMeriux, Marcy
I’Etoile, France) ile arastirllmis ve 21 hastada oldukga yliksek bir oranda pozitiflik
saptanmustir (86). Goriildiigl iizere, C. trachomatis tanisi i¢in ¢alisilan olgu grubu veya
kullanilan yontemler ¢ok farkli sonuglara sebep olabilmektedir. Bu yiizden, ¢alisilacak
popiilasyona ve etkenin sikligima goére yontemlerin se¢iminin 6nemli oldugunu

diisiinmekteyiz.
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Calismamizda, kiiltiir tabanli yontem ile 9 hastada (%9,4), multipleks PCR
yontemi ile 10 hastada (%10,4) M. hominis pozitifligi saptanmistir. 3 hasta iki
yontemden birinde pozitif olarak gozlenmistir. Toplam 11 hasta (%11,5) bir veya birden
fazla tan1 testi ile M. hominis pozitif bulunmustur. M. hominis igin en az bir yontemle
pozitif bulunan (bir veya birden fazla test ile reaktif bulunan) 11 olguya ait 6rnek
referans alindiginda, multipleks PCR’mn duyarliligr % 90,1 (10/11), 6zglligi %100
(85/85) olarak bulunmustur. Kiiltiir tabanli yontemin duyarlilign %81,8 (9/11),
ozgiilligi %100 (85/85) olarak bulunmustur. Bu sonuglara gore; multipleks PCR’in
duyarliligr %88.9 ile %90,1 arasinda, kiiltiiriin duyarliligi ise %80 ile %81,8 arasinda
degismektedir. Kiiltiir tabanli yontem baz alindiginda; multipleks PCR testi igin
duyarlilik % 88,9, ozgiilliikk %97,7 olarak bulunurken, multipleks PCR yontemi baz
alindiginda; kiiltiir yontemi i¢in duyarlilik %80, dzgiilliik %98,8 olarak bulunmustur. iki

tan1 testi arasinda uyuma bakildiginda %96,9 oraninda bir uyum goriilmiistiir.

Japonya’da 2009 yilinda DPO tabanli Multipleks PCR yo6ntemi kullanilarak 130
klinik 6rnekte calisilmis ve in-house PCR ile karsilastirildiginda sadece 1 6rnekte M.
hominis i¢in yanlis negatif sonug saptanmustir (77). Bizim ¢alismamizda M. hominis i¢in

kiiltlir tabanli yontem baz alindiginda ise 1 olas1 yanlis negatif sonug¢ saptanmaistir.

Ulkemizde, bizim kullandigimiz MYCOFAST testini veya benzer diger ticari
testleri M. hominis ve U. urealyticum tanisinda kullanan ¢alismalar bildirilmistir (93, 94,
95, 96, 97). Bu caligmalar genellikle prevalansi ve duyarlilik profilini gdsteren
calismalardir. Karaarslan ve ark. 90 endoservikal ornekte izolasyon icin A7 agar
besiyerini kullanmislar ve kiiltiir tabanli Mycofast kiti ile karsilastirmislardir. Mycofast
ile %55,5 ve A7 agar ile %46.6 oraninda pozitif sonug alindigini, Mycofast ile bulunan
8 pozitif sonucun A7 agar ile gosterilemedigini, A7 agarda gorlilen tim pozitif
sonuglarin Mycofast ile de saptandigini bildirmislerdir. Mycofast identifikasyon kitinin,
A7 agara goére daha duyarli oldugunu, fakat daha pahali bir yontem oldugunu
belirtmislerdir (96).

Baksu ve arkadaslari ise, 321 servisit tanist alan hastada U. urealyticum ve M.
hominis etkenlerini Mycofast kiti kullanarak arastirmislar, en sik servisit etkeni olarak
%79,44 oraninda  U.urealyticum’n, da sonra %]18,69 oram ile U.

urealyticum+M.hominis birlikteligini rapor etmislerdir. Tek bagina M. hominis etkenine
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rastlamamiglardir (93). Bizim ¢alismamizda da M. hominis tek etken olarak sadece bir
kadin hastada gozlenmistir. Goriilme sikligina bagli ¢esitli  farkliliklarin  hasta

poplilasyonu ve ¢alismanin yapildig1 yere bagl oldugunu diisiinmekteyiz.

Ulkemizde ¢alismamizda kullandigimiz kite benzer ticari kiiltiir tabanli bir test
kullanilarak 2011 yilinda yapilan bir diger ¢alismada, vajinitli kadinlarda M. hominis ve
U. urealyticum sikligi ve antimikrobiyal duyarliligi arastirilmistir. Calismada 340
hastanin 150’sinde M. hominis ve/veya U. urealyticum (%44,1) izole edilmis bunlardan
136’sinda U.urealyticum (%40), 5’inde (%1,5) M. hominis, 9’unda ise (%2,6) iki etken
birden pozitif bulunmustur. Her iki etkenin de en duyarli oldugu antimikrobiyalin JM,
PT oldugu ve bunlar1 ¢ok yakin bir oranla DO’nun takip ettigi belirtilmistir.. U.
urealyticum i¢in CIP direnci en yiiksek oranda (%44,8) bulunurken, M. hominis igin
makrolid grubu antibiyotikleri daha direngli olarak bulunmustur (97). Bizim de
calismamizda benzer olarak JM ve DO tiim hastalarda duyarli, PT ise sadece bir hastada
orta duyarli bulunmustur. Ttim hastalarda, CIP (%56,5), OFX (%34,8) ve ROX (%21,7)
direnci dikkat ¢ekmistir. Sonuglarimizda bu ¢alismadaki gibi belirgin bir CIP direnci s6z

konusudur.

Calismamizda U.urealyticum pozitifligi kiiltiir tabanli yontem ile 18 hastada
(%18,75), multipleks PCR yontemi ile 28 hastada (%29,2) saptanmistir. 18 hasta ise iki
yontemden birinde pozitif olarak gézlenmistir (olas1 pozitif). Toplam 32 hasta (%33,3)
bir veya birden fazla tani testi ile pozitif olarak bulunmustur. 64 hastada (%64,7) her iki
yontem ile de negatif sonu¢ elde edilmistir. Kiiltiir tabanli yontem baz alindiginda;
multipleks PCR testi i¢in duyarlilik % 77,8 6zgiilliik %82,1 olarak bulunurken, iki tani
testi arasinda uyum %81,3 oraninda saptanmistir. Testler arasinda istatistiksel uyuma
bakildiginda iki testin uyumunun ‘’makul” oldugu gozlenmistir (Kappa=0,493,
p=0,000). Biernat-Sudolska ve arkadaslari, 500 yenidogan endotrakeal aspiratinda
ureaplasma tiirlerini, kiiltir, PCR ve ¢alismamizda kullandigimiz kiiltiir tabanli
yonteme benzer bir yontem ile karsilastirmislardir. Calismada 79 6rnegin 68’inde kiiltiir
ile, 77’sinde kiiltiir tabanli ticari yontem (s1v1 besiyeri) ile, 75’inde ise PCR ile pozitiflik
saptamislar, 40 ornekte bakteriyel flora kontaminasyonundan dolay1 kiiltiir yontemini
uygulayamadiklarini belirtmislerdir. Boyle vakalarda PCR’1n belirleyici oldugunu, ayni

zamanda Kkiiltiirlin canli etkene ihtiyaci, Ornekte canli etkenin bulunmamasi gibi
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sebeplerden kiiltiirlin yanlis negatif sonuglara sebep olabilecegini bildirmislerdir.
Bununla birlikte; bizim c¢alismamizla benzer olarak kiiltiir tabanli hizli yontem ile 4
ornekte pozitiflik saptamiglar ancak PCR yontemiyle negatif olarak bulmuslardir.
PCR’1n duyarlilik ve 6zgiilliigiinii hizli kiiltlir tabanli teste gore sirastyla % 96 ve %98
olarak rapor etmislerdir (98). Bu sekilde kiiltiir tabanli hizl1 testlerin bazen yanlis pozitif
sonuglara sebep oldugu calismalar da bildirilmistir (98, 99). Aym1 zamanda bu hizli
testlerde sonu¢ degerlendirmesi, lireaz pozitifligine gore sivi besiyerlerindeki renk
degisikligine bakilarak yapildigi i¢in diger iireaz pozitif bakterilerin de (Ornegin;
Proteus, Klebsiella) yanlis pozitifliklere sebep olabilecegine dikkat ¢ekilmektedir (98).

Son yillarda, ureaplasma tiirlerinin tespiti i¢in multipleks real-time PCR yontemi
de kullanilmaktadir. Xiao ve arkadaslari, 2010 yilinda ureplasma tiirlerinin tespiti igin
multipleks real-time PCR’1 kiiltiir ve konvansiyonel PCR ile karsilastirmiglardir. 132
ornekte, 32’sini kiiltiir ile, 52’sini multipleks real-time PCR ile pozitif bularak, PCR’1n
20 ornekde (%15,2) tek basma pozitiflik buldugunu belirtmislerdir. Kiiltiirii referans
aldiklarinda real-time PCR’mn  duyarliligmi  %96,9, o6zgilliginii %79 olarak
bulmuslardir (100). Bizim c¢alismamizda da benzer olarak, kiiltlir tabanli yontem ile
toplam 18, multipleks PCR ile toplam 28 pozitiflik saptanmig ve 10 6rnek (%10,4)
sadece multipleks PCR ile ureaplasma tiirleri i¢in pozitif olarak bulunmustur. Ayni
calismada, ikinci grup olarak 194 kiiltiir pozitif 6rnegi multipleks real time PCR ve
konvansiyonel PCR ile karsilagtirmislar, konvansiyonel PCR ile 176 pozitif, 18 negatif
sonug, multipleks real-time PCR ile 188 pozitif, 6 negatif sonu¢ bulmuslar ve boylece,
multipleks PCR’in hatali negatif sonuglari geleneksel PCR’a gore %9,3’ten %3,1
oranina azalttigin1 bildirmisler. Karsilagtiklar1 kiiltiir negatif PCR pozitif 6rneklerin
yanlig negatif yerine gergek pozitif olmasinin daha muhtemel oldugunu belirtmislerdir
(100).

Ulkemizde yapilan bir ¢calismada, iiretral akint1 sikayetiyle gelen 100 hastada U.
urealyticum ve M. hominis siklig1 ¢alismamizda kullandigimiz kiiltiir tabanli bir yontem
ile arastirilmig, sirasiyla 45 ve 7 hastada pozitiflik saptanmigtir. U. urealyticum ile M.
hominis birlikteligi 6 hastada saptanmistir (86). Bizim c¢alismamizda da benzer olarak
en sik U. urealyticum etkenine rastlanmis ve en sik 2’li etken olarak U. urealyticum ve

M. hominis pozitifligine (n:5) rastlanmistir.
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Calismamizda, M. genitalium tanisinda tiim hastalarin akinti 6rneklerinde
multipleks PCR yontemi g¢alisilmistir. Ek test olarak c¢alisilan bu hastalardan pozitif
¢ikanlarin idrar 6rneklerinde, tekrar multipleks PCR yontemi ¢alisilmistir. Multipleks
PCR (akint1) yontemi ile 96 hastanin 6’sinda (%6,3) pozitiflik bulunurken, multipleks
PCR (idrar) ile 5 hasta pozitif olarak saptanmistir. Sonuglara baktigimizda, 5 hastanin
hem akint1 hem idrar 6rnekleri multipleks PCR yontemi ile pozitif saptanmis, 1 hasta
multipleks PCR (akint1) ile pozitif bulunurken multipleks PCR (idrar) yontemi ile
negatif olarak bulunmustur. Bunun nedeninin idrarda ¢alisilan multipleks PCR
yonteminde goriilen yanlis negatiflikten dolayr oldugunu diisiinmekteyiz. Idrar
ekstraksiyonu sirasinda veya PCR sirasinda olusan bir hata bu sonuca sebep olmus
olabilir. idrarda multipleks PCR sadece 22 hastada calisildign igin 6zgiilliik ve duyarlilik

hesaplamalar1 M. genitalium i¢in yapilamamistir.

Stellrecht ve arkadaslar1 Amerika’da yaptiklar1 bir g¢aligmada, kendilerinin
gelistirdigi bir multipleks PCR yontemi ile kiiltiir yontemini genital mikoplazmalar
acisindan karsilastirmislardir. Toplam 84 6rnegin 21 ini kiiltiir pozitifligi, pozitif olan 21
ornegin 17’sinde PCR pozitifligi saptarkenPCR pozitif bulunan 11 6rnegi ise kiiltiir
negatif olarak saptamislardir. Konfirmasyon testi olarak ikinci bir bolgeyi hedef alan
PCR metodunu kullanmuslardir. Gelistirdikleri multipleks PCR yonteminin 84 ornekte
saptanan 30 gercek pozitif Ornegin 26’sin1 saptadigini bildirmisler ve duyarlilik,
ozgiilliik, PPD ve NPD’sini sirayla %87, %96, %94 ve %93 olarak rapor etmislerdir.
Ayn1 zamanda bizim c¢aligmamizla da paralel olarak bu metodun genital
mikoplazmalarin tanisi i¢in hizli, duyarl ve kolay oldugunu belirtmislerdir. Multipleks
PCR ile ureaplasma tespitinde, c¢alismamizda buldugumuz gibi, bir artig tespit
etmiglerdir (84). Bizim ¢alismamizda, M. hominis ve U. urealyticum i¢in kiiltiir tabanl
yontemle pozitif bulunup multipleks PCR ile negatif sonu¢ alinan hasta sayisi sirasiyla
1 ve 4 iken, multipleks PCR ile pozitif bulunup kiiltiir tabanli yontem ile negatif

bulunan 6rnek sayis1 2 ve 14 olarak bulunmustur.

Genital mikoplazmalara yaygin olarak kiiltiir ile tan1 konulmaktadir. Fakat
kiiltiir, pahali ve uzmanlik gerektiren bir yontemdir. Kiltir M. hominis ve U.
urealyticum igin 2-5 giin arasi, M. genitalium igin 8 haftaya kadar uzayan zaman

gerektirmektedir. NAAT ise 8 saatten az bir siirede bu etkenleri tespit edebilmektedir.
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(84). PCR ile yanlis negatif sonuglarin Ornekteki inhibitor maddelerden dolay1
olabilecegi oOne striilmektedir (84). Kiiltiirde ise yanlis pozitifliklerin, artefaktlarin
koloni olarak hatali sekilde tanimlamasi ile olabildigi bildirilmektedir (84). Yeni
amplifikasyon testlerinin tanisal degeri ile ilgili olarak ge¢misten giiniimiize gesitli
problemler bildirilmistir. Genellikle bu testler altin standart yontemlere gére daha
yuksek tespit oranina sahip bulunmus, uyumsuz sonuglar1 ¢6zmek i¢in kullanilan ilave
testler ise onemli tartigmalara yol agmistir (84, 87, 88, 101). Bizim calismamizda da
karsilagtirma testleri olarak birden fazla test kullanilmaya calisilmigtir, bununla birlikte
calismamizin kisitlayiciligi olarak sadece pozitif bulunan 22 hastada ilave test olarak
idrarda multipleks PCR c¢alisilabilmistir.

Literatiirde genital mikoplazmalarin hizli tanisinin, aynm1 zamanda ozellikle
diisiik dogum agirligina sahip infantlarda da menenjit, solunum hastaliklar1 ve 6liime

sebep olabildiginden dolay1 6nemli oldugu vurgulanmustir (84).

Son zamanlarda, genital mycoplasma ve ureaplasmalarin infertiliteye katkida
bulunabileceklerine dair ¢aligmalar bulunmaktadir. Gdoura ve arkadaslari, 120 infertil
erkek hastadan topladiklar1 semen oOrneginde en sik olarak U. urealyticum tespit
etmislerdir (102). Bizim calismamizda da, 27 infertil erkek hastanin 11’inde U.

urealyticum pozitifligi saptanmustir.

Horner ve arkadaglart U. urealyticum ve M. genitalium etkenlerini antibiyotik
tedavisinden sonra da goriilen semptomatik kronik non-gonokoksik iiretritin 6nemli
sebepleri arasinda bulmuslardir. 114 semptomatik, 64 asemptomatik erkek hasta
calismaya dahil edilmis, M. genitalium akut {iiretrit etkeni olarak saptanmistir. Ayrica,
PCR yo6nteminin kullanima girmesinden once giivenilir M. genitalium tanis1 koymanin
olasi olmadigimi da bildirmislerdir (57). Biz de ¢alismamizda M. genitalium tanisi igin
sadece multipleks PCR yontemini tercih ettik. Giintimiizde, bu etken igin NAAT leri
onerilmektedir (31, 53). Ciinkii kiiltiir ile tanimlama oldukca zor, yavas (birkag ay) ve
duyarl degildir. Simdiye kadar, hi¢bir serolojik testin, antijen tanimlama testinin ya da
hizli tanmi testlerinin (POC) iirogenital M. genitalium tanisinda yararli oldugu

kanitlanmamustir (53).
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M. genitalium etkeni i¢in epidemiyolojik ¢alismalar ¢cogunlukla erkekler iizerine
odaklanmustir (103, 104, 105, 106, 107). Kadinlarda M. genitalium enfeksiyonlarinin
tireme sistemiyle ilgili baglantilarin1 agiklayan az sayida veri bulunmaktadir. M.
genitalium etkeninin potansiyel rolii de dahil olmak {izere persistan servisit
etiyolojisinde yeni arastirmalara ihtiya¢ oldugu literatiirde vurgulanmistir (103, 108).
Bizim ¢alismamizda da 6 M. genitalium pozitif hastadan biri kadin hasta olarak

bulunmustur.

Calismamizda; T. vaginalis tanisi i¢in, 96 hastanin akinti 6rneklerinden direkt
mikroskopi, kiiltiir ve multipleks PCR calisilmistir. Ek test olarak bu yontemlerin
herhangi birinde pozitif ¢ikan hastalarin idrar Orneklerinde de multipleks PCR
calisilmistir.1 hasta direkt mikroskopi yontemi, 2 hasta kiiltiir yontemi, 4 hasta (%4,2)
hem multipleks PCR (akint1) yontemi hem de multipleks PCR (idrar) yontemi ile pozitif
olarak bulunmustur. Kiiltiir altin standart olarak kabul edildiginde DM’nin duyarlilig
%50, ozgilligi %100, multipleks PCR’1n duyarliligi %100, 6zgilligi %97,9 olarak
bulunmustur. Multipleks PCR altin standart olarak kabul edildiginde ise kiiltiiriin
duyarliligi %50, 6zgilligii %100 olarak, DM’nin duyarliligi %25, 6zgiilligi %100

olarak hesaplanmustir.

T. vaginalis tanis1 i¢in kiiltlir yontemi, direkt 1slak preparat mikroskopik
incelemesinden daha giivenilir bir yontem olmasina ragmen, hala ideal bir yontem
degildir. Ozel besiyerleri ve 7 giine kadar uzayan mikroskopik inceleme
gerektirmektedir (68). Tani, genellikle vajinal sekresyonlarin mikroskopisi ile
konmaktadir, fakat bu yontemin duyarlhiligi yaklasik %60-70’dir ve optimum sonuglar
icin 1slak preparatin 10 dakika gibi kisa bir siirede degerlendirilmesi gereklidir (31,53).
Calismamizda DM ile multipleks PCR pozitif olan 4 hastanin sadece birinde (kadin
hasta) T. vaginalis goriilmiistiir. 2 erkek hastanin 2’sinde de DM’de pozitiflik
bulunmamustir. Bunun nedenlerine baktigimizda; parazitin 1stya duyarliliginin yiiksek
olmas1 ve hareketini 10 dakika gibi kisa bir siirede kaybetmesi, bazi beyaz kan
hiicrelerinin (lenfosit, kiigiik nétrofil, graniilosit) boyutunun 7. vaginalis’in boyutuna
benzemesi nedeniyle karistirilabilmesi ve son olarak hastalarin ¢cogunda organizma

yiikiinlin mikroskopinin tanimlama sinirlarinin altinda olmasi sayilmaktadir.
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DM, erkekte iiretral 6rnek veya idrar sedimentinden bakilabilmektedir fakat bu
yontem muhtemelen diisiik organizma yiikiinden kaynaklanan diistik duyarliliga sahiptir
(53, 109). Ayn1 zamanda, erkeklerde DM’nin duyarli bir test olmadig1 ve POC testlerin
arasinda bulunmadigi, kiiltiirlin ise iiretral akinti, idrar ve semen 6rnekleri i¢in opsiyonel
bir tan1 yontemi oldugu literatiirde vurgulanmaktadir (31). Bununla birlikte, bizim
calismamizla benzer olarak NAAT’inin [0rnegin; PCR veya TMA ],erkeklerde T.
vaginalis tanisinda yiiksek duyarliliga sahip oldugu, bazi c¢alismalarda bildirilmistir
(110, 111, 112). Ayrica DSO de POC testlerin T. vaginalis tanisinda direkt
mikroskopiden daha duyarli olduguna dikkat ¢cekmektedir (53).

Sutton ve arkadaslari, 2001-2004 yillar1 arasinda iireme ¢agindaki 3754 kadinda
T.vaginalis prevalansin1 arastirmiglardir. Kadmlarin kendilerinin topladigr (self-
collected vaginal siiriintii) vajinal 6rneklerden PCR c¢alisarak, T.vaginalis prevalansini
%3,1 olarak rapor etmisler, PCR’1n duyarlilig1 bu etkenin tanisinda yiiksek oldugu i¢in
bu yontemi segtiklerini bildirmislerdir (14). Bu oran bizim calismamizla (%4,2)
paralellik gostermektedir. Fakat bizim sectigimiz popiilasyonun kii¢iikliigli de géz ardi

edilmemelidir.

Calismamizda saptadigimiz kadin hastalardaki (2/50) T.vaginalis pozitiflik
oraninin (% 4), iilkemizin degisik illerinde vajinal akintili kadinlarda yapilan calismalar
ile karsilagtirildiginda benzer oldugu goézlenmistir. Ulkemizde 1994-2003 yillart
arasinda yapilan c¢alismalarda segilen popiilasyona ve kullanilan yontemlere (DM,
kiltiir, boyama) gore degisiklik gosteren 9%3-72,3 oranlar1 arasinda degisen bir T.
vaginalis pozitifligi bildirilmigtir (113). Yapilan bazi ¢alismalar Tablo 5.1°de

Ozetlenmistir.
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Tablo 5.1. Cesitli ¢alismalarda T. vaginalis tan1 testlerinin karsilagtirilmasi

Arastirmaci Adi1/ | Yaymn ] T.vaginalis
Kaynak no yili Il Vaka/ n Yontem | saptanma orani %
Ayhan ve ark. (122) | 1996 Ankara | Vaginal akinti/ DM 3
154
Suay ve ark. (123) | 1995 | Diyarbakir | Hayat kadini / DM 40,3
300 Kiiltiir 72,3
Aksoy ve ark. (124) | 2002 [zmir Vaginal akinti DM 4,2
/119 Kiiltiir 4,2
AKarsu ve ark. 2003 Ankara Hayat kadin1 / DM 4,9
(125) 246 Kiiltiir 4,9
Daldal ve ark. (126) | 2002 Malatya | Konsomatris/33 DM 42,4
Giemsa 42 4
Kiiltir 42,4
Ertabaklar ve ark. | 2004 Aydin Vaginal Akinti / DM 5,45
(113) 220
Kiiltir 7,27

Ertabaklar ve ark. ¢alismalarinda rutin tanida DM ile karsilastirildiginda kiiltiir
yonteminin kullanilmasinin gerekliligini vurgulamislardir (113). Bizim ¢alismamizda da
4 6rnegin sadece birinde DM ileT. vaginalis pozitifligi bulunmustur. Bu sebeple siipheli
olgularda DM ve kiiltiir negatif olarak bulunsa da PCR’in c¢alisilmast gerektigini
diisiinmekteyiz. Giiniimiizii degerlendirdigimizde; 2011 yilinda Istanbul’da poliklinik
hastasi ve hayat kadini olan 207 kadinin 2’sinde (%0.97) DM ile T. vaginalis goriilmiis
ve kiiltiirde Ttretilmistir. Bu caligmada ayrica 10 yil oOncesine gore gerek hayat
kadinlarinda, gerekse poliklinik hastalarinda trichomoniasis oraninin azalmis olduguna
ve bu azalmanm X? testine gore anlamh bulunduguna dikkat ¢ekmislerdir (114). Ayni
sekilde 2011 yilinda Sivas’ta yapilan bir ¢alismada 258 vajinit 6n tanili hastanin DM
yontemiyle S'inde (%1,9), kiiltiir yontemiyle 4'linde (%1,5) T. vaginalis pozitif
bulunmustur (115).

Bu ¢alismalara benzer olarak Zarakolu ve arkadaslar1 da 2010 yilinda Ankara’da
kayith 146 seks calisan1 kadinda hizli tan1 yontemleri (DM, RPR, OIA) kullanarak,
bazi CYBE etkenlerinin sikligini aragtirmiglardir. T. vaginalis %0,7, C. trachomatis ise
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%1,4 oraninda saptanirken, gonore ve sifiliz enfeksiyonlar1 saptanmamis ve caligmada

daha 6nce yapilan ¢alismalara gore daha diisiik oranlar bulundugu belirtilmistir (116).

Son zamanlarda iilkemizde de T. vaginalis tanis1 i¢in PCR ydntemleri
kullanilmaya baslanmustir. i1k defa 2011 yilinda Ertabaklar ve ark. T.vaginalis tanisinda
PCR kullandiklarini, DM ve kiiltiir yontemleri ile karsilastirdiklarini bildirmislerdir. 102
ornekte DM ile %2.94, kiiltir ile %4.90 ve PCR yontemi ile %4.90 oraninda T.
vaginalis saptamiglardir. Bizim ¢alismamiza benzer olarak bu ii¢ yontemden bir veya
daha fazlasi ile olgularin %5.88’inde pozitiflik saptamislardir. Kiiltiir yontemine gore
DM’nin duyarliligt %60, 6zgiilligii %100 olarak bulunurken, PCR’in duyarlilig1 ve
Ozgilligi sirastyla %80 ve %97.95 olarak hesaplanmustir. Ayrica, PCR yonteminin rutin

tanida kullanilabilir olacagi sonucuna ulagmislardir (117).

Calismamizda; N. gonorrhoeae, C.trachomatis, T. vaginalis ve M. genitalium
etkenleri i¢in siiriintli 0rneklerinde pozitif ¢ikan 22 hastanin idrar Orneklerinden de
etkenler, multipleks PCR yontemi ile galisilmistir. Cok ve tek etken pozitifligi goriilen
16 hastanin (%72,7) tam olarak uyumlu oldugu gozlenmistir. Cook ve arkadaslari,
yaptiklar sistematik derlemede, C.trachomatis ve N. gonorrhoeae i¢in NAAT testlerini
non-invaziv olarak elde edilen idrar 6rnegi igin arastirmiglardir. Hem erkek hem
kadinlarda idrarda wuygulanan NAAT testlerininin duyarhilik ve 06zgilliiglini
C.trachomatis i¢in hemen hemen ayni olarak saptamiglar, N. gonorrhoeae icin ise
kadinlarda idrar 6rneginden calisilan NAAT inin diisiik duyarlilik ve 6zgiilliige sahip
oldugunu, erkeklerin ise idrarda NAAT icin invaziv Ornekler ile benzer sonuglar
verdigini bildirmislerdir (118). DSO 2013’te C. trachomatis tanis1 i¢in idrarda NAAT
testlerini hem erkek hem kadin i¢in Onerirken, N. gonorrhoeae tanisi i¢in kadinda
NAAT’inde idrar 6rneginin suboptimal duyarliligindan dolay1 ideal 6rnek olmadigini
bildirmistir. Erkekte N. gonorrhoea tanisi igin ise idrar 6rnegini NAAT testleri igin

onermislerdir (53).

Takahashi ve ark. Japonya’da 100 asemptomatik erkek hastanin idrar 6rneginden
PCR yo6ntemi ile M. genitalium, M. hominis, U. urealyticum ve U. parvum arastirmislar
ve etkenler icin tanisal oranlari sirasiyla %1,3, %5,3, %16,0 ve 9%29,3 olarak
bulmuslardir. Asemptomatik erkek hastalarda goriilen bu oranlarin gbzardi edilmemesi

gerektigini belirtmislerdir (119). Lee ve ark. 2007 yilinda kendi gelistirdikleri bir
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multipleks PCR yontemi ile, 96 CYBE ve prostatit olan erkek hastanin idrar 6rneklerini
calismislar ve kullandiklar1 bu yontemin idrar 6rneklerinde net bir sekilde duyarli sonug
verdigini raporlamiglardir (120). Haugland ve ark. C. trachomatis etkenini idrar ve
servikal orneklerde SDA yoOntemini kullanarak karsilastirmislar, SDA’nin servikal ve
idrar 6rneklerinde duyarliligini sirastyla %89,0 ve %90,2 olarak 6zgiilliigiint ise %99,2
ve %98,3 olarak bildirmislerdir. idrar &rneklerinde SDA yéntemi ile yiiksek risk

gruplarinda C. trachomatis taramasinin uygun oldugunu raporlamislardir (121).

CYBE tanisinda kullanilan konvansiyonel yontemler uygulamasi zor ve zaman
alict olmasina ragmen giiniimiizde bir¢ok laboratuvarlarin kullandig: test yontemleridir.
Calismamizda kullandigimiz Seeplex“STD ACE ve LAB 901 sistemi, konvansiyonel
tani testleri ile karsilastirildiginda otomatize olmasi, farkli gesitlilikte (idrar, semen,
akint1) Orneklerin kullanimima olanak saglamasi, tek bir 6rnek ile 6 farkli CYBE
etkenini hizli bir sekilde tespit edebilmesi nedeniyle avantajli bir sistem olarak
goriilmektedir. Agorose jel elektroforezi ile kaybedilen zamani ve isgiiciinii azaltmakla
birlikte laboratuvar is akisini da iyilestirmektedir. Bu sistem, CYBE’nin erken tani ve
tedavisini kolaylastirabilir ve bdylece enfeksiyonlarin yayilimmnin O6nlenmesinde
yardimci olabilir (68). NAAT tabanli multipleks PCR testleri CYBE’ da yanlis taniy1
onemli Olgiide azaltmistir (54). CDC ayrica CYBE tanisi alan hastalara, sifiliz ve HIV
gibi diger enfeksiyonlari da igceren yeni testler yapilmasini 6nermektedir (31). Bu agidan

da bakildiginda multipleks PCR’1n daha maliyet etkin oldugu diisiintilebilir.

Calismamizda DPO ™ tabanli Multipleks PCR’1n yiiksek duyarliliga sahip
oldugu ve bazi CYBE’1n tespitinde artisa neden oldugu gozlenmistir. Bu caligmada
multipleks PCR’in dogru ve duyarli sonuglar vermesi agisindan, CYBE’1n tarama veya
siirveyansinda kullanilabilecek basarili bir yontem oldugu diisiiniilmiistiir. Bulagmay1 en
aza indirmek i¢in hizli tam1 ve tedavi 6nemli oldugundan multipleks PCR avantajli
goriinmektedir. Ayrica, non-invaziv olarak elde edilen idrar Ornekleri ile invaziv
servikal/iiretral Ornekler arasinda multipleks PCR’mn rélatif uyumlu olmasi dikkat
cekmistir. Bu tiir calismalarin daha fazla sayida hastada ve farkli hasta gruplarinda

caligilmasi gerektigini diisiinmekteyiz.
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Buna karsin yine de her laboratuvar kullanacag: testi ve yontemini segerken;
hasta profiline, bolgesinde goriilen hastalik prevalansina, kullanacagi tani testlerinin

performansina, maliyetine, kolay uygulanabilirligine gore karar vermelidir.

Ulkemizde, CYBE etkenleri igin saglikli epidemiyolojik veri
bulunmadigindan, sorunun boyutunu tam olarak tahmin etmek miimkiin degildir. Baz1
gruplarda tarama i¢in saglik biit¢esinden bir payin ayrilip ayrilmamasi ile ilgili konuda
hala soru isaretleri mevcuttur. Halk saglig1 agisindan CYBE i¢in farkindaligi arttirmak
onemli ve gereklidir. Toplumda sosyoekonomik yiikii azaltmak ig¢in ¢esitli CYBE

etkenlerine kars1 korunma ve kontrol programlar1 da olusturulmalidir.
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EK-1

Cinsel Yolla Bulasan Enfeksiyon Etkenlerinin tanisinda kullanilan konvansiyonel yéntemler ve DPO ™ (Dual priming oligonikleotid) tabanl
Multiplex PCR yonteminin kargilastinimasi

TEZ ANKET FORMU
1- Ad Soyad:
2- Yas:
3- Cinsiyet: [J Kadin [ Erkek
4- Egitim durumu: [J okuma-yazma bilmiyor [0 sadece Okuma-yazma biliyor [ ilkokul [ ikégretimve dengi
[ Lsevedengi [ vuksekokul veyafakiilte [] usansustu-Doktora
5- Cinsel aktiflik durumu: [ evii [ Cinselaktif [ Cinsel aktif degil
6- Meslek:

[ Ogrenci [ isei [0 Memur [ saglkcalisani [] Seksiscisi [] Diger:.......

7- ikametgah il / ilce:

8- Hamilelik: O evet [ Hayr
9- infertilite: O var O vok
10- Varsa kiiretaj sayisi:

11- Sigara kullanimi [J Evet O Hayr
12- Semptomlar: Ne zaman basladi?............. SUresi L., Gelismesi:

Vajinal / iiratral akintt O evet [ Hayr
Evetise renk belirtiniz: goriiniim belirtiniz: purilan, bulanik, mukoid, homojen, diger:........ceueenu.
Akintida balik kokusu O evet [ Hayr
Diziiri [0 evet [ Hayr
pollakiiri O evet [ Hayr
Noktiri O evet [ Hayr
Ejekiilasyon sirasinda agri [ evet [0 Hayr
Kasinti O evet [ Hayr
Genital iilser O Evet O Hayrr
Genital sigil [0 evet [ Hayr
iliski esnasinda agri [] Evet [ Hayr
iliski esnasinda kanama [] vet [ Hayr
Alt abdominal agri [ evet [ Hayr
Diger.........
Benzer semptomlar 6nceden de var mi? [0 evet [0 Hayr
Cinsel es/eslerde de benzer semptomlar var mi? [ evet [ Hayr
Cinsel Esinizde son {ig ay iginde bu semptomlar oldu mu? [] Evet [] Hayr
Cinsel Esiniz bu nedenler igin tedavi oldu mu? D Exet D Hayle
13-ilk cinsel iliskiye girme yasi:
14- Son 3 Ayda Seksiiel Aktiflik:
[ Haftada 3-5 [0 Haftadal-2 [ Ayda3-4 [ ayda1-2 [ Aydal'denaz O Hic
15-En son cinsel iligkinin zamani —diizenli/rasgele/yeni bir cinsel es mi?
Belirtiniz:
16- Siipheli cinsel iligki: O evet O Hayr
17- Cinsel partner sayisi: O sir [ sirdenfazla
18- Antibiyotik kull {Son bir hafta iginde): [ evet O Hayr
19- Intrauterin arag varhigi: O evet O Hayr
20- Son jinekolojik miidahale zamani: [ evet [ Hayr
21- Genital bolge temizligi
[] Hergun [ ikiginde bir [] Haftada bir [ piger..
22- Gebeligi 8nleyici yé kull durumu: [ evet O Hayr
[] Kondom [C] Oral Kontraseptif Oria [ piger..........
23- CYBH gecirme oykiisii: [ =var [ vok
*Belirtiniz:
24- Migrasyon dykiisii : O var O vok
25- Gelir Durumu (Aylhik):
26- On tani ve siiphelenilen patojen :
Goriigmeyi Yapan: Anket Tarihi:
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