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OZET

Endoservisitli ve normal kadinlarda servikal siiriintii ve ilk akim idrar orneklerinde
Polimeraz zincir reaksiyonu ile Chlamydia trachomatis ve Neisseria gonorrhoeae
sikliginin arastirilmasi

Kadin genitotiriner sistem infeksiyonlarinda endoservikal stiriintii ve ilk idrar Ornekleri
kullanilarak C trachomatis ve N gonorrhoea’ nin PCR yontemi ile tamisinda rneklerin
duyarlilik, 6zgiillik ve kabul edilebilirliklerini tespit amaci ile planlanan calismada 267
kadina ait &rnekler degerlendirilmistir. Ornek alinan kadmlarin  %356.5 orani ile 30-39 yas
grubunda yogunlastiklar1 goriildii. AKDHP’de takip edilen kadinlara ait idrar 6rneklerinde
In-house PCR‘mn, PCR ile tani i¢in referans materyal olan endoservikal siiriintii ornekleri
sonuclar1 baz alindiginda, duyarlik, 6zgiilliikk ve kabul edilebilirligi, sirasi ile; %81.25 , %81.8
ve %86.77 olarak tespit edilmistir. N gonorrhoea igin bu oranlar %100 oldugu, DZHP’de
takip edilen kadinlara ait duyarlik, 6zgiilliikk ve kabul edilebilirligi, sirasi ile; %64.3,%92.3 ve
%86.77 olarak tespit edilmistir. N gonorrhoea i¢in bu oranlar idrar 6rneklerinde de %100
bulundu. Bu sonuglara gére CYBH’larin en 6nemli iki patojeni ve konvansyonel kiiltiir
yontemleri ile tanmisinda zorluk c¢ekilen C trachomatis ve N gonorrhoea’ nin PCR bazli
yontemlerin hizli,kolay,ucuz ve yiiksek duyarlilikta oldugu ve ilk idrarin servikal siiriintii
orneklerine benzer duyarlilikta ancak hasta icin daha rahat olmasi sebebiyle tercih
edilebilecegi goriilmiistiir.

Anahtar Sozciikler: C trachomatis ,N gonorrhoea,ilk idrar ,endoservikal siiriintii 6rnekleri
ve PCR.



ABSTRACT

The detection of the incidence of Chlamydia trachomatis and Neisseria gonorrhoeae
from endoservical swab and first void urine specimen by PCR in women with
endoservitis and healthy one.

In this study 267 women with genitourinary enfections we evaluated endocervical smears and
urine samples to determine the specifity, sensitivity and acceptibility of these samples at the
diagnosis of C.trochomatis and N.Gonorrhoea using PCR tecnique. Women’s mean age was
30-39 years with a rate of 56.5 %. When we compare In-house PCR in urine samples with
reference material for the diagnosis of endocervical swab specimens by PCR , the sensitivity,
specificity, and acceptability were, 81.25% , 81.8% and 86.77% respectively in AKDHP. The
ratio for N.Gonorrhoea was 100 % and whom applied to DZHP, the sensitivity, specifity and
acceptibility of the samples: 64.3% ,92.3% ve 86.77% respectively. When we assessed the
urine samples the detected rate for N.Gonorrhoea was 100% either. According to these
results, in sexually transmitted diseases two most important pathogens, C.trachomatis and
N.gonorrhoea which are difficult to diagnosis with conventional culture methods, because of
more comfortable for the patients PCR-based methods are seen to be prefered to urine
samples of cervical swab which have smilar sensitivity, although these methods are fast,
easy, inexpensive, and highly sensitive.

Key Words: C.trochomatis , N.Gonorrhoea, first urine,endocervical smears and PCR.
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1. GIRiS

Prevalans orani, yeni vaka ve tedavi edilmis vaka ile re-infeksiyon sayilari
arasindaki oranin kiyasina bagli olarak bolgesel degisiklikler gostermekle beraber,
ozellikle kontrolsiiz cinsel iligkiye girebilen gruplar basta olmak iizere, tiim diinyada
biitiin sosyal gruplarda oldukca yiiksek olan cinsel yolla bulasan hastaliklar, I.
basamak hekimlikte travmalardan sonra, en sik karsilasilan saglik problemleri
arasinda ikinci sirada yer almaktadir. Partner sayisindaki artis ve cinsel aktiviteye
baslama yasinin diisiikliigii her iki cinsiyet grubunda da insidans artisini etkileyen en
onemli risk faktorleridir. Bir ¢ok batili iilkede CYBH’larin insidanst 15-24 yas
grubunda yer alan gruplarda tepe noktaya ulagmaktadir. ABD’de her yil yaklagik
olarak 18.9 milyon CYBH goriiliirken vakalarinin % 48’ini, ki yaklasik olarak 9.1
milyon hastay1, 15-24 yas grubundaki gen¢ yetiskinler olusturmaktadir. CYBH’lar
geng yetiskinlerde olusturduklart inflamatuvar karakterli primer saglik problemlerinin
yani sira; ciddi, bazen irreversible 6zellik gosteren, sekonder komplikasyonlari, sosyal
problemler ve ciddi ekonomik kayiplara sebep olmaktadir. CYBH’in halk sosyal
gilivenlik kurumlarina maliyetinin ABD’de yaklasik olarak 6.5 milyar dolar oldugu
tahmin edilmektedir. DSO verilerine gore diinyada her yil yaklasik olarak 340-350
milyon yeni CYBH vakas1 goriilmekte, bu olgulardan tani alamayan, uygun olmayan
veya gecikmis tan1 ve tedavi alanlarda, tubal infertiliteden, genital
adenokarsinomalara kadar degisen ciddi komplikasyonlar ortaya ¢ikmaktadir. Yine
CDC’nin verilerine gore A.B.D’ de her 4 kisiden birisinde, bir baska ifade ile
toplumun % 23.90’1nda yani 65 milyon kiside tedaviye cevap alinamayan bir CYBH
gorlilmektedir. Son yillarda genital mukozada iilseratif lezyonlarin olusumuna yol
acan siddetli inflamasyon ile seyreden C trachomatis, N gonorrhoea ve T pallidum
gibi, bakteriyel kokenli CYBH 1, HIV enfeksiyonu i¢in kolaylastiric1 faktor olarak
rol oynadiklari tespit edilmistir. Bu baglamda kadinlarda klamidyal enfeksiyonlarin %
70-751 ile gonorenin en az % 50-60’mnin asemptomatik olarak seyretmesi, bu
oranlarin kadinlar kadar yiiksek olmasa da erkeklerde de benzer bulunmasi, bulasin,
reaktivasyon ve re-enfeksiyonlarin ve artmig inflamasyonla birlikte seyreden tedaviye

cevap alinamayan ciddi komplikasyonlarin oranini artirmaktadir. Gelismekte olan



iilkelerde ise CYBH’larin 6nemi hakkinda kantitaif giivenilir verilere ulasmak, bu
iilkelerdeki laboratuar sartlarinin ve raporlama sistemlerinin uygunsuzlugu sebebiyle
zordur. Ancak ozellikle sahra alti Afrika ve glineydogu asya iilkelerinde artmis HIV
insidansi bu iilkelerde global olarak CYBH’larin ne kadar ciddi boyutlarda oldugunun
gostergesidir. Bu veriler sadece HIV degil ancak genel anlamda CYBH’larin 6nemli
bir problem oldugunu, korunma, kontrol ve tedavi ¢abalarinin 6ncelikle CYBH’lar
iizerinde yogunlasmasi gerektigini de ortaya koymaktadir. Gelismekte olan iilkelerde
kadin haklar1 ve kadinin kendisini ifade edebilme yeteneginin de sinirli olmasi, tanm
amagli yontemlerin sensitivitesinin diisiik olmasi, 6rnek almada ve raporlamada
yasanan zorluklar, CYBH’larin tam1 ve tedavilerinin iyice gliglestirmekte ve
komplikasyon goriilme riskini artirmaktadir. DSO bu gibi iilkelerde, klinik ve
laboratuar tanidaki bu giigliikleri goz Oniine alarak, 1990’11 yillarin baslarinda
etyolojik tant ve tedaviden ziyade sendromal tani ve tedavinin uygulanmasini
onermistir. Bu yontemle hastanin klinik yakinmalar ve fizik bulgular dikkate alinarak
CYBH tedavi edilmekteydi. Ajan bilinmedigi gibi muhtemel ajana etki edecek
antibiyotiklere diren¢ konusu da sorgulanmiyordu. Laboratuar imkanlarinin yetersiz
oldugu iilkelerde hastay: tekrar gérme mecburiyetini de ortadan kaldiran sendromal
yaklagim, laboratuar testlerine bagli ekonomik kayiplart da oOnemli oOlgiide
azaltmaktaydi. Ancak bu yontem ile olgu bazli bir kontrol saglanabilmisken, toplum
bazli bir prevalans azalmasi saglanamadigi gibi nonspesfik antibiyotik kullanimina
baglhh olarak ozellikle N.gonorrhoea izolatlarinda ciddi direng gelisimleri
gozlenmistir. Diger taraftan son yillarda tani testlerinde yiliksek duyarhilik ve
ozgiilliikteki molekiiler tekniklerin kullanilmasi, hastaya ac1 vermeden non-invaziv
yontemlerle alinan orneklerin tani amagli kullanilabilmesi, antibiyotik duyarhilik
kaybina yol agan mutasyonlarin kisa siirede bu yontemlerle tespit edilebilmesi,
sendromal yaklagimindan daha rasyonel olan etken bazli yaklasimi yeniden onemli
hale getirmistir. Yine bu yoOntemlerin yaygin kullanilmasi ile CYBH etkenlerinin
toplumlardaki prevalanslar1 ve insidanslar1 ile yol agtiklar1 komplikasyonlarin
spektrumu daha iyi anlagilmaya baglanmistir.

Bu ¢alismada, CYBH igerisinde yiiksek morbiditeye sahip C. trachomatis ve
N. gonorrhoea’nin in-house multipleks-PCR yoOntemi ile tanisinda, ilk idrar ve

servikal stiriintli 6rneklerinin duyarliliklarinin tespiti amaglanmistir.



2. GENEL BILGILER

Cinsel yonden aktif kadinlarda siklikla asemptomatik seyreden ancak
reinfeksiyon ve reaktivasyonlara bagli olarak, PID, ektopik gebelik, tubal infertilite
gibi daha ciddi siklikla irreversible komplikasyonlara yol acabilen C. trachomatis ve
N.gonorrhoea ayni zamanda laboratuvar tanilarinda da sikinti yasanan iki 6nemli
cinsel yolla bulasan patojendir. In-vitro sartlarda iiretilmelerinde yasanan giigliik,
hastada olusan antikorlarin diagnostik éneminin diisiik olmas1 bu patojenlerle olusan
hastaliklarin tanisinda DFA ve niikleik asit amplifikasyon bazli (NAAT) molekiiler
testlerin kullanimini  zorunlu hale getirmistir. Bu baglamda in-house-PCR
uygulamalarinin yani sira, TMA, SDA, LCR ve QCR gibi multipleks, ticari otomatize
sistemler bu mikroorganizmalarin sebep oldugu cinsel yolla bulasan hastaliklarin
tanisinda yaygin olarak kullanilmistir. Yontemlerin sensitivite ve spesifiteleri
birbirine yakin olarak bildirilmis, tercih biiyiik 6l¢iide 6rnek sayisi, mevcut alt yap1 ve
personelin birikimine birakilmigtir. Ancak pelvik muayede 6rnek alinmasi hastanin
ornek vermesini zorlastirdigi ic¢in, hasta konforunu gozeten daha basit, pelvik
muayenesini  gerektirmeyen  Ornekleme  yontemleri {izerinde  arastirmalar
yogunlasmistir. Tanida endorservikal veya daha rahatsiz edici olan iiretral siiriinti
orneklerine alternatif olarak, ilk idrar veya kadinlarda pedlerin kullanimimin kabul

edilebilir duyarlilik ve 6zgiilliikte oldugu bir ¢ok ¢aligmada iddia edilmistir.

2.1.C.trachomatis

Insanlarda genitookiiler infeksiyonlara sebep olan C.trachomatis tiim diinyada cinsel
yolla bulasan patojenler arasinda en sik rastlanan etkendir. Her y1l yaklagik olarak 99
milyon epizotun goriildiigii klamidyal genital infeksiyonlar kadinlarin % 50-70°1 ile
erkeklerin %30-50’sinde asemptomatik seyreder. Fizik muayenede kadinlarda mukoid
akinti, servikal kizariklik, ektopi ve erozyon bulgular1 karakteristiktir. — Akut
infeksiyon tablosu, tan1 ve tedavi problemleri sebebi ile kronik infeksiyona veya
reaktivasyonlara sebep olarak endometrit, salpenjit, PID, ektopik gebelik ve tubal

faktor infertilite gibi pelvik infeksiyonlar1 ve irreversible komplikasyonlar ile



seyredebilir. C.trachomatis’in neden oldugu infeksiyon hastaliklarinin siklig
bolgelere ve iilkelere gore degiskenlik gosterir'. Pelvik inflamatuar hastaliklar olarak
adlandirilan pelvisin akut iltihabi hastaliklar1 sonrasinda ortaya ¢ikan postinflamatuar
sekeller, infertilite ve ektopik gebeligin major sebepleri arasindadir. Bu hastaliklarda
ozellikle M. hominis, C. trachomatis, ve N. gonorrhoeae spesifik etyolojik ajanlar
olarak goriilmektedir. Puerperal sepsis ve septik diisiikte Streptococcus pyogenes,
Escherichia coli, Clostridium welchii, Staphylococcus aureus, anaerob streptokoklar
ve bakteroidler etken olarak bulunabilir. Genital sistem enfeksiyonlariin spesifik
ajanin1 ortaya cikarmak amaci ile normal vajina florasinin incelenmesi, endojen
kaynakli patojenler kadar, cinsel iligki ile bulasan ekzojen kaynakli patojenlerin de
saptanmasini miimkiin kilar. Bu patojenlerin saptanmasi ile ileride olusabilecek,
yukarida sayilan ciddi sekeller oOnlenebilir. Reaktif artrit olgularinin 6nemli bir
boliimii cinsel temasla bulagan hastaliklar sonucunda gelismektedir.Son 20 yilda

yapilan ¢alismalar en 6nemli etkenin C. Trachomatis oldugunu gostermektedir. >2'*.

2.1.1.Tarihce

Insanlik tarihi kadar eski olan hiperendemik trahom, klinik ve epidemiyolojik
acidan bu giinkii bilgilerimize olduk¢a yakin olarak antik caglarda, Hipokrat
tarafindan tanimlanmistir. Hipokrat yaz aylarinda sineklerle gézden géze bulasan ve
trisiryazis ve pannus tablolari ile seyreden ve endemik 6zellik gosteren goz hastaligim
tarif etmistir. Ancak trahom ve sebep oldugu kalici korliikle ilgili problemi
tanimlayan belgelere milattan once 27.yiizyila ait Cin ve 19. ylizyila ait Misir
yazitlarinda rastlanmaktadir. Uzun yillar sadece okiiler infeksiyonlarla iligkilendirilen,
C trachomatis infeksiyonlarinin gercek spektrumu 19.yy’in son ceyregi ile 20.yy’in
baglarinda genital enfeksiyonlarla N gonorrhoea arasindaki iliski ve gonokoksik
neonatal inkliizyon konjuktiviti (NiK) ile non-gonokoksik inkliizyon konjuktivit
etyolojisinin arastirildig1 yillarda anlagilmaya baslamistir. Klamidya tanimi ilk kez
1907 yilinda Halberstaedter ve von Prowazek’in NiK’li ve trahomlu hastalarin
konjunktival siiriintiileri ile maymunlarda deneysel olarak olusturduklart konjuktivit-
ten yaptiklart kazintilarindan elde ettikleri ornekleri Giemsa ile boyayarak
intrasitoplazmik inkliizyon cisimciklerini gostermeleri ve bunlar1 bir protozoon’a

benzeterek Chlamydiazoae adini vermeleri ile Tip literatiiriinde yerini almistir.



Klamidya Yunanca “chlamys” sozciigiinden gelmekte, ¢cevreyi drten bir perdeyi veya
pelerini tanimlamakta ve hiicre niikleusu gevresini kaplayan bir vakuol igerisinde
ireyen klamidyal popiilasyonu tanimlamaktadir. Daha sonra bu yapinin bir
protozoona ait olmadigr anlasilmis ve bu intrastoplazmik cisimcik Chlamydial
inkliizyon olarak literatiire yerlesmistir. Klamidya genusuna ait bilinen bir diger
onemli CYBH etkeni olan Lenfograniilloma venerum (LGV)’ise ilk kez 1913 yilinda
Durand, Nicolas ve Favre tarafindan tanimlanmistir. Frei, 1925 yilinda buldugu deri
testi ile LGV'u sifilizden ayirt etmistir. Genital sistemde hastalik olusturan diger
suslarinin izolasyonu ise ilk kez 1959 yilinda Jones,Collier ve Smith tarafindan
gerceklestirilmistir. Bu izolasyon, C trachomatis kokenli géz hastaligi ile dogan bir

bebegin annesinin serviks epitelinden yapilmustir.>'%*

2.1.2.Smiflandirma

Mecburi hiicre i¢i parazitleri olmalar1 sebebiyle uzun siire viruslar icerisinde
siiflandirilan  klamidyalar Stainer ve Wolf tarafindan (1917) viriisler ve bakteriler
arasindaki farkliliklarin sematize edilmesinden sonra hem DNA hem RNA ihtiva
etmeleri, ribozomlarinin olmasi, ortadan ikiye boliinerek c¢ogalmalar1 ve
antibiyotiklere duyarhiliklar1 dikkate alinarak, bakteriler igerisinde Gram negatif
bakterilere yakin 6zel bir grup olarak siniflandirilmislardir®.

Klamidya cinsi Chlamydiales takiminin Chlamydiaceae ailesi iginde
tanimlanmistir. Ailenin Chlamydia olarak tanimlanan tek genusu ve bu genusunda
antijenik yapilarina, intraselliiler inkliizyonlarina, sulfonamidlere duyarlhiliklarina ve
yaptiklart hastaliklara gore bir birlerinden ayrilabilen C.trachomatis, C.pecorum,
C.psittacii, ve C.pneumoniae olarak tanimlanan dort tiirii tanmmlanmustir. Ancak son
yapilan siniflandirma ¢alismalarinda Klamidya genusu disinda Chlamydophila adli I1.
bir genus olusturulmus, C trachomatis disindaki diger 3 tiir bu genusa dahil edilmistir.
C trachomatis ve C.pecorum disindaki diger tiirler insanlarda hastalik olustururken
C.pecorum tek tirnaklilarda hastalik olusturmaktadir. Insanlarda gériilen genitookiiler
ve okiiler enfeksiyonlarin major ajani olan C trachomatis tiirii de biyolojik farkliliklar
dikkate alinarak kendi igerisinde C.trachomatis biyovar Trachoma Inkluzyon
Konjuktivit TRIC, C.trachomatis biovar lymphogranuloma venereum LGV ve

C.trachomatis biovar mouse pneumonitis Mopn olmak iizere 3 biyotipe, MOMP



iizerinde yer alan antijenik epitoplarin dagilimma goére de A’dan K ya kadar
isimlendirilen 18 serotip bulunur. C.trachomatis TRIC biyotipinde yer alan suslar
okiiler ve genitookiiler patojenler olup trahoma ve cinsel yolla bulasan hastaliklara yol
acarlar. Bu biyotipin A, B, Ba, C, D serotipleri hiperendemik trahomdan sorumlu iken
Da, E, F, G, H, I, Ia, J, K, serotipleri yenidoganda genitookiiler inkliizyon
konjunktivite yetiskinlerde de yiizme havuzu inkliizyon konjunktiviti olarak
adlandirilan konjunktivite sebep olurlar. LGV biyotipinde yer alan suslar ise serolojik
olarak L1, L2, L2a ve L3 serotipleri i¢ine alirken, ayn1 adla anilan ve inguinal lenf

nodlarinin hipertrofisi ile karakterize, daha seyrek goriilen CYBH yol agarlar™'®%.

2.1.3.Morfoloji, Boyanma ve Ureme Siklusu

Klamidyalar 250-1000 nm ¢apinda, sferik yapilardir. Son derece 6zellesmis bir
hayat sikluslar1 olup bu siklusda 2 temel yap1 goriiliir. Bunlardan birisi 250-350 nm
capindaki, infektif DNA yoOniinden zengin, metabolik yonden inaktif, ¢ogalmayan
elementer cisimcik (EC), digeri ise enfekte bir hiicredeki klamidyal popiilasyonu
temsil eden, RNA yoniinden zengin, metabolik yonden aktif ¢ogalabilen 650-1000 nm
¢apindaki non-infektif reticulate cisimcik (RC)’tir**%*%,

Klamidyalar, endositoz yolu ile infekte ettikleri duyarli hiicrelerin
sitoplazmalarinda inkliizyon olusturarak trerler. Hiicre disi1 infektif form olan EC
duyarli konak hiicreye yapisir. Bu yapismadan reseptorlerinmi yoksa bakteri yiizey
proteinlerininmi sorumlu oldugu tam olarak agiklanamamaktadir. Bakteri hiicreye
fagositoz, pinositoz veya reseptore bagl endositozla girer. Hiicre dis1 EC yaklasik 350
nm capindadir. Hiicre icerisine girdikten sonra aktif c¢ogalan form olan 800-1000
capindaki RC’lere doniisiirler. Bakteriler konakta yiiksek enerjili fosfat ATP ve
ATPaz depolar. Bu ylizden enerji paraziti olarak bilinirler. Aynm1 zamanda
aminoasitlere de ihtiya¢ duyarlar. Hiicre icerisine alinan EC de degisimi baglatan ilk
metabolik olay ATPaz aktivasyonu ve sisteinden zengin proteinler arasindaki disiilfit
baglarinin  pargalanmasidir. Bu baglardaki rediiksiyon EC-RC  doniisiimiin
baslangicindaki anahtar faktordiir. Bu doniisiim endositozdan 7-8 saat sonra
gerceklesir. RC, ozmotik olarak stabil degildir ve infekte etme yetenegi yoktur, ikiye
béliinerek cogalir ve endozomlarin igini doldurur. Infeksiyonun baslamasindan

ortalama 18-20 saat sonra hiicre stoplazmasinin 2/3’{inli kaplayan inkliizyon, konak



hiicre metabolizmasinin yetersizligini algilar ve RC'ler yeniden EC’e doniisiirler.
Daha sonra inkliizyon membrani koken aldigi stoplazmik membrana baglanir,
membranda agilan delikten EC ler yeni bir duyarl hiicreyi infekte etmek iizere hiicre
disina salinirlar. Bu ekzositoza benzer bir siirectir. Kimyasal kompozisyonunun %35
protein,%40-50 lipid oldugu,lipidlerin biiyiik cogunlugunu fosfolipidlerin olusturdugu
bildirilmistir™'**.

Bu cins i¢inde yer alan dort tiiriin inkliizyon morfolojisi, antibiyotiklere
duyarliligi, konak hiicre se¢imi farklidir. C.trachomatis’in tiim suslar1 siilfonamitlere
duyarli iken, C.pneumoniae ve C.psittaci’nin ¢ogu susu direnglidir. Yalniz
C.trachomatis’in inkliizyonlar1 glikojen igerir ve iyodin ile boyanir. Bu bakterilerde
Gram reaksiyonu negatif olup, tan1 i¢in anlam tasimamaktadir. Elementer ve retikiiler
cisimler Giemsa, Macchiavello ve Castanade yontemleriyle boyanir. Giemsa ile EC
mor, RC hiicre sitoplazmast mavi renge boyanir. Macchiavello boyasiyla EC kirmizi
lugol soliisyonu ile biitlin inkliizyon cisimcikleri esmer kahverenginde goriiniirler.
Floresan ve akridin oranj boyama yontemiyle, DNA'min fazlaligindan EC sari-yesil,

RC ise daha fazla RNA igerdiginden kiremit rengindedir™'**.

2.1.4.Klamidyal genom

Klamidyalar da genetik bilgi mikoplazmalar hari¢ diger prokaryotlardan daha
kiigtik olan 1.042.519 bp biiyilikligiindeki DNA da kodlanir. Gende 660 ORF bulunur.
Ayrica C.trachomatis tiirlerinin ¢gogunda 7510bp biiyiikliigiinde bir kriptik plazmid
yer alir. Bazi suslarda plazmid zaman igerisinde kaybolur ve geri kazanilabilir.

C.pneumoniae’nin ekstrakromozomal genetik materyali yoktur.

2.1.5.Metabolizma

Klamidyalar metabolizmalar1 i¢in gerekli yiiksek enerji bilesiklerini
sentezleyecek yeterli enzimleri olmadigindan konak hiicrenin ADP ve ATP’sine
ihtiya¢c duyarlar. Konak hiicrenin yiiksek enerji kaynaklarini kullanarak replike
olurlar. Bu sebeple bunlara ‘yiikse enerji paraziti’ denir. Enerji metabolizmalarindaki

defektleri nedeniyle klamidyalar yalniz canli hiicrelerde cogalirlar. Kendileri igin



gerekli aminoasit ve niikleotidleri konak organizmadan saglamaktadirlar. Klamidyalar
ozel hiicre kiiltiirlerinde, embriyonlu yumurta sar1 kesesinde ve deney hayvanlarinda

iiretilebilirler®?’.

2.1.6. Antijenik yap1 ve Immiinoloji

Klamidyalar hiicre duvarinda c¢ok sayida antijenik determinant bulunur. Bu
determinantlarin 6nemli bir boliimii protein yapisinda olup hiicre duvarinda yer alir’.
Klamidyalarin hiicre duvarinda bes stabil bdlgenin arasina yerlestirilmis sirkiiler
protein yapida dort degisken bolge yer alir. Bu degisken bolgeler klamidyalardaki
serolojik identifikasyonda kullanilan cins, tiir, alt tiir ve serovar spesifik antijenik
epitoplar1 kodlar ve diagnostik 6neme sahiptir. Son zamanlarda MOMP geninin
(OMP1) niikleotid dizilimine gore serovarlar arasinda farkliliklar oldugu tespit
edilmigtir. Bu, trahomun, genital infeksiyonunun molekiiler epidemiyolojisinin
tanimlanmasinda énemlidir. Cinse spesifik epitoplar MOMP’deki 60 kD agirligindaki
CRP ve 60 kD agirhigindaki 1s1 sok proteini 60'da (heat shock protein, HSP60)
gosterilmistir. Ancak baskin cins spesifik epitoplar KBR ile gosterilen 2-keto,3
deoxycutalosonic asid yapisindaki lipopolisakkaritlerdedir. Cinse 0zgiil antijenler
1s1ya,niikleazlara ve proteinazlara direnclidir.

C.trachomatis enfeksyonlari esnasinda hastada humoral ve selliiler tipte
immiin cevap gelismektedir. Humoral tip immiin cevapta serumda klamidyal dis
membran proteinleri ve LPS’lere karsi dolasimda IgG, IgM, IgD ve IgE tiiri
antikorlar, lokal salgilarda ise IgA ve IgG tiirii antikor cevabi goriilmektedir. LPS
antijenler, dolasimdaki monositler, doku makrofajlar1 gibi antijen sunan hiicreler
tarafindan yiizeyde bulunan IgM reseptorleri ile taninirlar ve ilk aciga ¢ikan cevap, bu
antijenlere karsi olusan immiin cevap olup kisa siirelidir. LPS’lerin bol miktarda
eksprese edilmesi halinde antijen sunan hiicre MHC veya HLA yariklar ile eksprese
edilerek IgG basta olmak iizere diger immiinglobiilin tiirleri cevabina da sebep

olabilirler*!'*?



2.1.7.Klamidyal infeksiyonlarin Histopatolojisi

C.trachomatis'in inflamasyon ve doku hasar1 yapma mekanizmasi tam olarak
anlasilamamustir’. Klamidyalar kadimlarda prepiibertede ektoserviksi, vulvovajeni,
plibertede ise endoserviks, endometrium ve salpingsleri doseyen skuamoz veya
pseudoskuamoz epitel hiicrelerini, erkeklerde ise, distal iiretradan baslayarak
epididimis’e kadar uzanan yolu orten benzer yapidaki hiicreleri infekte ederler”.
Karakteristik histopatolojik bulgular mono niikleer infiltrasyon, milier apseler

gelisimi ile graniiler formasyonudur. Daha sonra bu apseler nekrotik hal alir’.

2.1.8.Klamidyal infeksiyonlarin Epidemiyolojisi

C.trachomatis biovar TRIC okiiler ve okiilogenital hastaliklara neden olur.
Bulasma genellikle infekte el veya havlu mendil gibi gdze temas eden materyaller,
hiperendemik bolgelerde sinekler, seksiiel temas ve maternal kanal dogum esnasinda
gdze temas veya havuzlardan gbéze temas seklinde olmaktadir. Okiiler trahom yapan
sus gozden goze parmaklar, havlu, mendil gibi esyalar ve ucan sineklerin ayaklari ile
mekanik olarak tasmmaktadir. inkliizyon kojunktivit infeksiyonunun gézden goze
gecmesi nadirdir. Infeksiyon yenidoganin goziine annenin genital yolundan
bulagsmaktadir. Infekte kadin ve yenidogan ile temas eden saglik personeline hastalik
gecebilmektedir. infekte kisilerin genital yolundan gelen salgilarla yiizme havuzu
sularsndan infeksiyon saglam kisilere bulasabilir. Diinyada 500 milyon insan
trahomludur ve bunlarim 7-9 milyonunda korliik olusmustur. Ayrica yenidogan
pnomonisi, infertilite, ektopik gebelik ve pelvik inflamatuar hastalik gibi genital
sistem infeksiyonlarina neden olmaktadir. Tubal etkileri nedeniyle gelismis tilkelerde
tubal infertilitenin en sik sebebidir.Uluslar aras1 bir takip ve raporlama olmadig1 icin
glivenli epidemiyolojik bilgiler yoktur. Ancak, Center Diseases Control (CDC)
tahminlerine gore her yil dort milyon yeni C.trachomatis infeksiyonu vakasi
olugmaktadir. Amerika Birlesik Devletlerinde (ABD) seksiiel aktif kadinlarda bu oran
ortalama %15 iken, sekstiel aktif asemptomatik erkeklerde ortalama % 10 oraninda
goriilmektedir. LGV diinyanin her yerinde goriilen bir hastaliktir. Hastaligin baslica
kaynagi erkek homosekstieller olup, Afrika ve Giliney Amerika'da yaygindir. Akut
LGV  erkeklerde, asemptomatik LGV  ise  kadinlarda  daha  sik



goriilmektedir’. Tirkiye’de  semptomlu  hastalarda  C.trachomatis pozitifliginin
aragtirildig1 yayinlarda kadinlar’da bu oran %2.1 ile %25 arasinda degismekte oldugu
belirtilmektedir.Verapol Chandeying ve arkadaglari tarfindan yapilan c¢alismada
Tayland’l1 1011 kadin incelenmis ve C.trachomatis oran1 %17,6 bulunmustur. Siren
Haugland ve arkadaglar1 tarafindan 600 hastada 1809 orneklemle yapilmis bir
caligmada en sik goriilen grubun 235 hasta (%39) ile 20-22 yas arasinda oldugunu,
L Falk ve arkadaslari, 171 C.Troch.” li hasta incelenmis Ortalama yas1 21olarak

1,3,10,21,23,26,28,30,31
bulmuslardir 77775 .

2.1.9.Klamidyal infeksiyonlarin Laboratuvar Tanisi

C.trachomatis infeksiyonlari1 arasinda sadece trahom hastanin klinik ve fizik
bulgular1 ile epidemiyolojik veriler dikkate alinarak klinik de konulabilmektedir.
Buna karsilik kadinlarda endoservikal fragilite, mukopiiriilan akint1 ve servikal ektopi
tan1 koydurucudur®. Trahom disindaki diger klamidyal infeksiyonlarin kesin tanisi
laboratuarda ya mikroorganizmanin veya antijenlerinin; konjuktiva, genital siirlintii
veya ilk idrar Ornekleri gibi klinik materyaldeki varliklarinin; hiicre kiiltiiriinde
iiretme, DFA EIA veya PCR yontemi ile gosterildigi direkt yontemlerle veya hasta
serumunda klamidyal antijenlere karsi olusan spesifik antijenlerin gosterildigi,
ELISA, IFAT veya KBR gibi indirekt yontemler kullanilarak konulmaktadir.
Klamidyal genitoiiriner sistem enfeksiyonlarinda ilk idrar veya vulvo-vaginal siiriintii
orneklerinde molekiiler yontemler yardimi ile klamidyal genoma ait spesifik hedef
dizilerin gosterilmesinin, endoservikal veya iiretral siirlintii 6rneklerinden hedef
dizilerin gosterildigi testlerle benzer duyarlilik ve 6zgiilliikte olmasinin yan1 sira non-
invaziv olup pelvik muayenesinin gerektirmemesi gibi hasta konforu agisindan da
sagladig1 avantajlar sebebi ile daha yiiksek kabul edilebilirlige sahip oldugu
gosterilmistir. Endoservikal ve iiretral siiriintii 6rneklerinden es zamanli olarak
klamidyal ve gonokok DNA’sindaki hedef dizilerin ¢ogaltilabildigi otomatize veya
yar1 otomatize sistemlerde ornek olarak idrarin da kullanilabilmesi biiyiik avantajdir.
Niikleik asit amplifikasyon bazli yontemler ile 6rneklerdeki 01 fg yani 1 klamidyal
cisimeigin tespiti miimkiin olmaktadir. Idrar &rneklerinden NAAT ile klamidyal
infeksiyonlarin tanisinda %350-99 oranlarinda degisen duyarliliklar bildirilmistir.

Vaginal siiriintii Ornekleri ile yapilan c¢aligmalarda bu oran %75-100 olarak
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bildirilmistir. Ornek alinmasindaki duyarlilik, hastanin yasi ve semptomlar ile
inflamasyonun duyarliliklar iizerinde etkili oldugu diistiniilmektedir. Gerek
endoservikal ve iiretral siirlintii gerekse wvulvo-vaginal siirlintii 6rneklerinde
NAAT lerinin sensitivitesinin inflamasyonun siddeti ile paralellik gosterdigi, benzer
sekilde idrarda l6kosit esteraz aktivitesi tespit edilen hastalara ait Orneklerde
duyarliligin arttig1 bildirilmistir. Bu duyarlilik artiginin inflamasyonun hemoglobinin
klamidyal iireme lizerine olan inhibitor etkisini baskilamasindan ve yiiksek pH’da
klamidyalarin =~ daha  kolay  iireyebilme  yeteneklerinden  kaynaklandig:
diistiniilmektedir. Klamidyal infeksiyonlu hastalarda periferik dolasimda mononiikleer
hiicre sayisinda artig, sedimentasyon yiikselmesi gibi non-spesifik kan bulgulari
goriiliir. Diger bir test olan ve A.B.D.’de sik kullanilan mikroimmuno floresan
testidir.Bu test’te serovarlarin her birinin EC’i antijen olarak kullanilir ve
organizmanin hiicre duvar yapisina kars1 olusan antikorlar tespit edilir. Ticari olarak
sunulan hizli testler pratik yontemler olmakla beraber duyarlilik ve 6zgiilliikleri halen

arastirilmaktadir >,

2.1.10.Klamidyal infeksiyonlarin Direnclilik

Klamidyalar 1s1 ile ¢abuk inaktive olurlar. infektiviteleri 60°C da 10 dakikada
tamamen kaybolur. Ancak -50 ile -70°C de infektivitelerini yillarca korurlar. Eter ile
30 dakika da, %0,5’lik fenol ile 24 saatte inaktive olduklar1 halde klorlanmis havuz
suyunda 24 saat canl kalirlar. Bircok antibiyotik klamidyalarin replikasyonunu

inhibe eder®.

2.1.11.Klamidyal infeksiyonlarinda Korunma ve Kontrol

Klamidyal semptomatik infeksiyonlu ve asemptomatik tasiyicilar tedavi
edilerek, siipheli kisilerle cinsel iliskide kondom ve germisidli vajinal kopiikler
kullanilmas1 ve cinsel es sayisinin azaltilmasi saglanarak korunmada basar1 elde
edilebilir. Yiizme havuzlarinin klorlanmasi, inkliizyon konjuktivit infeksyonlarinin
onlenmesinde 6nemlidir. Klamidyal infeksiyonlarin kontroliinde basarisizlik; birgok

olgularin asemptomatik olusuna, tanida uygulanan testlerin pahali olmasina ve eslerin
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tedavi kurallarina uymamasina dayanmakta ve bu nedenle infeksyonun insidansi
artmaktadir. Korunma cisel yolla bulasan diger hastaliklarda oldugu gibidir. Cinsel
esler sagaltilmali, toplum cinsel yolla bulasan hastaliklar yoniinden egitilmelidir.
Ozellikle tedaviye direngli erezyone kronik servisitli olgularda mutlaka C.trachomatis

taramasi dnerilmektedir™!'*?2.

2.2.Neisseria Gonorrhoae

Gonore hastaliginin etkenidir. Cinsel temasla bulasan hastaliklarin en sik
rastlamlamdir. Insan ve hayvanlarin mukoz membranlarindan soyutlanabilir.
Gonokoklar tipki1 meningokoklar gibi sadece insanda hastalik yapar. Organizma genel
olarak cinsel yoldan bulasir, yeni doganlar, dogum sirasinda infekte olabilir. Gonore
erkekte genel olarak belirtili iken kadinlarda ¢ogunlukla belirtisizdir. Anorektal bolge
ve farenks infeksyonlar1 tipki genital kanal infeksyonlar1 gibi organizma icin bir
kaynak olabilir. Mukoza hiicresi  ylizeylerine baglanmaya aracilik edisi ve
antifagositik olmasindan 6tiirli pili en 6nemli virulans faktorlerini olusturur. Pilili

gonokoklar genel olarak virulan iken pilisiz suslar avirulandir **%,

2.2.1.Tarihge

Gonore Hipokrat’dan beri bilinen bir genital infeksiyon olup, Latince de
gonorhoe, tohum akisi anlaminda tanimlanmistir. Neisser A. (1879) gonoreli
hastalarin cerehatinda daima aym tip koklarin varligina dikkat c¢ekmis, bunlarin
infeksiyon ile iligkilerinin olabilecegini ileri siirmiistiir. Bu mikroorganizmanin saf
kiiltiiri 1885 tarihinde Bumm tarafindan yapilmis ve goniilliilere inokiile edilerek bu

mikroorganizmanin gonorenin etyolojik etkeni oldugu gésterilmistir®.
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2.2.2.Morfoloji Ve Boyanma Ozellikleri

N.gonorrhoae hareketsiz sporsuz Gram negatif boyanan oksidaz ve katalaz
pozitif kapnofilik diplokoklardir®. Kiiltiir besiyerinde oval veya kok seklinde
olabilecegi bildirilmistir. Bakteri olduk¢a dayaniksizdir ve kuruluk 1s1,gilines
15181,bircok dezenfektan, diisiik yogunlukta anyon varligi gibi sartlarda, varliginda
hizla 6liir. 55 °C* da 5 dakika, %1 fenole de 1-2 dakika dayanirlar. Alafranga tuvalet
kapaklarinda 18 saat, 1slak havluda 10-24 saat yasayabilecegi bildirilmis olmakla
birlikte bunlar istisna olarak kabul edilmelidir’. Adi besiyerlerinde iiretilemezler.
Thayer Martin besi yeri, Newyorkcity agar ve Cikolatamsi agar gibi zenginlestirilmis,
antibiyotik katkili besiyerleri liretim amagli olarak kullanilmaktadir. Anilin boyalar1
ile kolay boyanirlar ve gram negatiftirler. Optimal iireme 1s1s1 37 °C’dir. Gonokoklar
ilk kiiltiirde gok yavas iireme egilimindedirler. Uretilmesi igin ortamda yeterli nemin
olmas1 gereklidir. Kolonilerin goriiniisii bazt dis membran proteinleri, ylizey
pililerinin mevcudiyeti ve virulansa bagli olarak degisir. Tip 1’den Tip 5’e kadar
degisen koloni tipleri mevcuttur. Patolojik materyallerden izole edilenler ya Tip1 yada

Tip 2 kolonileridir®®***.

2.2.3.Antijenik Yapi

N. gonorrhoae‘nin antijenik yapisi olduk¢a karmasiktir. Yiizeyinde en az 3
ana antijen bulunur. Bunlar;

1-Pilus antijenleri: Pili,pilin adi verilen benzer protein alt iinitelerinden
olusmustur. N. gonorrhoae’nin pilileri serolojik olarak heterojendir. Pililer N.
gonorrhoae’nin konak hiicreye yapismasinda rol oynarlar ve bakteriyi fagositoza
kars1 korurlar. N. gonorrhoae ‘nin pilileri antijenik varyasyona ugrar.

2-Lipopolisakkarit-Lipooligosakkarit(LOS): Dig membraninda yer alan
lipopolisakkarit, infeksyona karst bagisiklik yanitinda Onemlidir. Serumun,
bakterisidal islevi ile baglantis1 olan esas yiizey antijenidir. N. gonorrhoae
lipooligosakkaritlerinde, LPS’de goriilen tekrarlayan O antijenik yan zincirleri yoktur
ve bu sebeple de molekiil agirligi daha diisiiktiir. Gonokok enfeksyonlarindaki
toksisite daha ¢ok LOS’un endotoksik etkilerine baglidir.
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3-D1s Membran Protein Bilesenleri:

3.a.Protein I: Hiicre duvari birkac protein igerir. Dig membran agirliginin
%60’1m1 protein olusturur. Protein I’in molekiiler agirligi ile N.gonorrhoae’nin neden
oldugu hastaligin tipi arasinda baglanti bulunmustur. Diisiikk molekiiler agirlikli
Protein I igeren N gonorrhoae suslart serumun dldiiriicii etkisine direncglidir ve yaygin
hastalik yaparlar. Yiiksek molekiiler agirliklt Protein 1 igerenler genellikle
semptomatik genital infeksyonlar yaparlar.

3.b.Protein II: Bu proteini iceren kokenler opak koloni yaparlar. N.
gonorrhoae kokenlerinin birbirlerine ve hiicre yiizeyine yapismasinda rol oynar.

3.c.Protein III: Protein I ile por olusumunda rol alir. IgG blokan antikorlarinin
esas baglanma bolgesini olusturur.

3.d.Protein H8: As1 gelistirme c¢aligmalarinda yararlanilabilecek yapilardir. N.
gonorrhoae ve N.menengitidis'te goriilirken  diger neisseria tiirlerinde

bulunmazlar®**.

2.2.4.Epidemiyolojik ozellikler

Gonore ABD’de bildirilen infeksyon hastaliklar1 arasinda ilk sirayr alir ve
gercek rakamlarin bildirilenin iki kati oldugu diisiiniilmektedir. 1955’ten 1970
sonlarina kadar devamli bir artis gdstermistir. Son yillarda goriilme sikliginda azalma
vardir. Bunun nedeni korunma ve antibiyotiklerin rutin kullaniminin artmasidir.
Gonore siklig1 ¢esitli gruplar arasinda farkliliklar gostermektedir. 24 yas alt1, ¢ok esli,
korunma ydntemleri uygulamayan, alt gelir grubundan, bekar, fahise kisiler gonore
acisindan risk altindadir. Tedavinin ucuz ve kolay olmasina ragmen gonorenin hala
sorun olmasinin nedeni asemptomatik tasiyiciligin sikligidir. Gonoreli oldugu bilinen
eslerle iliskiye girmis erkeklerde yapilan aragtirmalarda asemptomatik infeksyon
orani %40-79, kadinlarda%90 olarak bildirilmistir. Bu olgular yayilma nedenidir. N.
gonorrhoae ana bulagma yolu olan her tiirlii cinsel iligki disinda; cinsel taciz, dogum
sirasinda infekte anneden maternal yol ile de bulasir. Gonore’nin infekte kadindan
erkege tek cinsel iligki ile bulagma oran1 %35, infekte erkekten kadina tek cinsel iligki
ile gegme oran1 %50-60 olarak bildirilmistir. Tasiyicilarin saptanmasi ve uygun tedavi

.. < . - 1:.7.8,32
en Oonemli miicadele yontemidir™™"*.
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2.2.5.Laboratuvar Tanisi

Gonore tanist i¢in infeksyonun klinik &zelliklerine gére materyal alinmasi
gerekir. Cinsiyete hastalarin cinsel uygulamalarina ve klinik goriinlime dikkat
edilmelidir. Bu maksatla iiretra akintisi, endoserviks siiriintiisii, konjuktiva akintisi,
kan, anorektal siiriintli materyal olarak kullanilir. Son yillarda kadinlarda vulvo-
vaginal siiriintii ile her iki cinsiyet grubundaki hastalardan alman ilk idrar
orneklerinin, 6zellikle niikleik asit amplifikasyon bazli testler i¢in en az diger 6rnekler
kadar kaliteli ancak daha az invaziv ancak daha konforlu olmasi sebebi ile tercih
sebebi oldugu bildirilmistir. Bu materyallerden hem gonokoklar i¢in 6zel besiyerine
ekim yapilir, hem de preparat hazirlanarak gram boyasi ile boyanir. Preparatta ¢ok
sayida polimorf niikleuslu 16kosit ve bu ldkositlerin sitoplazmalarinda fagosite
edilmis durumda birbirine bakan yiizleri diiz veya hafif konkav gram negatif
diplokoklarm goriilmesi muhtemel bir gonokok infeksiyon tamst koydurur®.
N.gonorrhoea infeksiyonlarinda NAAT tanida hiz, duyarlhilik ve 6zgiilligi artirmistir.
In-house PCR’1n yan1 sira LCR, SDA, TMA ve QCR gibi yar1 otomatize ve otomatize
sistemler ile siire 2 saate kadar diisliriilmis, duyarlhilik ve 6zgiillik % 95-99’a kadar
yiikseltilmistir. Bu sistemler ile ayni1 6rnekten N gonorrhoea’nin yani sira es zamanli
olarak C trachomatis hedef dizilerinin tespiti miimkiin olmaktadir. NAAT ile tanida
ornek olarak endoservikal, liretral, ve rektal siiriintii 6rnekleri kullanilmaktadir. Son
yillarda vulvo vaginal ve ilk idrar 6rneklerinin de en az siiriintii 6rnekleri kadar
yliksek duyarlilikta sonuglar iirettigi ve hasta konforu agisindan tercih edilebilecegi
sOylenmistir. FDA’den kisa bir slire 6nce onay alan bir NAA bazli tani testinin
sensitivitesi, endoservikal 6rnekler icin %89-97; vulvo-vajinal dérnekler i¢in % 90-95
ilk idrar i¢ginde % 65-93 oldugu bildirilmistir. Junyong Fang ve arkadaslari
adolesanlar tlizerinde caligmiglardir. 342 adolesan kadin ¢alismaya alinmig ilk akim
idrar ve servikal swap karsilagtirilmistir. N gonorrhoea saptamada servikal swap
%100 ilk akim idrardaise %88.6 olarak bulunmustur.Endoservikal 6érnek alinamayan
olgularda ilk akim idrar 6rneginin kullanilabilecegi belirtilmistir. P. R. Kerndt ve
arkadaglar yaptiklar1 ¢aligmada 1129 hasta 6rnegi PCR ile ¢alisilmis N gonorrhoea
icin ilk akim idrar ve servikal swap Orneklemelerinde her ikisinde de %100

bulundugunu bildirmislerdir ¢*!72%3%3,
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2.2.6.Korunma ve Kontrol

Prezervatif kullanimi, diger cinsel temasla bulasan hastaliklarda oldugu gibi
korunmada Onemlidir. Hastaligin kontroliinde 06zellikle risk grubundakilerin
asemptomatik tastyicilik agisindan rutin olarak taranmasi, uygun tani yontemlerinin
kullanilmasi,uygun antibiyotik  se¢imi,partner tedavisi ve tiim bunlarin

uygulanabilmesi i¢in halkin egitimi ¢ok énemlidir’*.
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3-MATERYAL ve METOD

C.trachomatis ve N gonorrhoea servisitlerinin in-house-Multipleks PCR
yontemi ile tanisinda ilk idrar O6rneklerinin endoservikal siiriintii 6rneklerine gore
duyarliligini tespit amaci ile planlanan calismada 267 kadina ait es zamanli alinan
endoservikal siiriintii ve ilk idrar Ornekleri in-house PCR yontemi ile
degerlendirilmistir. Ilk/6n idrar 6rnekleri, bir énceki idrar ¢ikarimindan en az bir saat
sonra, tercihen de giiniin ilk idrar olacak sekilde, steril tiipler igerisine en az 15 ml
olacak sekilde hastaya tarif edilerek toplanmis ve oda 1sisinda laboratuara transport
edilmistir. Ayn1 hastalardan pelvik muayenesi esnasinda endoserviksden dakron
swaplar yardimi ile epitelyum ylizeyinden en az 3 defa tam rotasyon yaptirilarak
alman Ornekler 2SP transport sivisi igerisine alindiktan sonra yine oda i1sisinda
laboratuara transport edilmistir. Orneklerden DNA ekstraksiyonu yapildiktan sonra
elde edilen kalip DNA kullanilincaya kadar -20 °C de saklanmistir. Pelvik muayenesi
esnasinda endoservikal ektopi, mukoid veya mukopriilen akinti, disiiri varligi ile

endoserviks frajilitesi de gdzlemlenerek klinik bulgulara kaydedilmistir.
3.1. Kullanilan reagen ve soliisyonlar
3.1.1. 10xTE Soliisyonu
Tris-HCI (SIGMA T-3253): 1,576gr
EDTA (AMRESCO 0105-500): 0,372gr
(pH 7.6)
Ultra pure su ile 100ml ’ye tamamlandi.

3.1.2. 10xTBE Soliisyonu

Tris-base (SIGMA T-1503): 108gr
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Borik Asit (MERCK 1.00165.0500): 55gr
EDTA (AMRESCO 0105-500): 7,44gr
(pH 8.4)

Ultra pure su ile 1000ml "ye tamamlandi.

3.1.3. Taq DNA Polimeraz Enzimi

(Fermantas EP0402) 5U/ ul
10X PCR tampon ¢ozelti
25 mM MgClI2

3.14. dNTP Karisimi

(25umol her biri) (Fermentas RO181)

(2,5 mM herbiri, toplam 10mM)

dATP (100 mM): 25 ul

dCTP (100 mM): 25 ul ~ -20°C’ de sakland1
dGTP (100 mM): 25 ul

dTTP (100 mM): 25 pl

Distile su: 900 pl

3.1.5. Etidyum Bromid
Etidyum bromid(Sigma E8751) (1000X, S5Smg/ml): 0,5g
Distile su: 100ml

Isiktan korumak icin aliminyum folyo ile kaplandi. +4°C’ de saklandh.

3.1.5. DNA Marker
Gene Ruler 200bp DNA Ladder Plus (Fermentas SM0323)

Gene Ruler 100bp DNA Ladder Plus (Fermentas SM0323)
Gene Ruler 50bp DNA Ladder (Fermentas SM0323)
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3.2.0rneklerden DNA Ekstraksiyonu

3.2.1.idrar Orneklerinden DNA Ekstraksiyonu

Idrar 6rneklerinden DNA  ekstraksiyonunda fenol-kloroform yontemi
kullanilmistir. Oda 1sisinda laboratuara getirilen idrar 6rneklerinden 15 ml temiz
santriifiij  tiiplerine aktarilmis ve islem asagidaki basamaklar1 izleyerek
tamamlanmuistir;

1-Santriifiij tiiplerindeki idrar 6rnekleri sogutmali santriifiijde +4 C de 12.000
X g ‘de 20 dakika g¢evirilmis,

2-Siipernatant bir pipet yardimu ile dikkatlice alinarak uzaklastirilmis, ¢okiintii
-20C de 3 defa dondurulup ¢6zlilmiis

3-Son ¢dziilmeden sonra ¢okelti tizerine 500 pl SDS liziz buffer (50 mM Tris-
EDTA pH 7.5, 1% SDS, 0.1 mg/ml proteinase K) ilave edilmis ve oOrnek
vortekslenerek homojen hale getirilmis,

4-Suspansiyonu 55C’de 4 saat bekletildikten sonra 10 dakika kaynatilarak
enzim aktivitesi inhibe edilmis

5-Siispansiyon lizerine esit miktarda fenol ve kloroform ilave edilmis,

6-Daha sonra son karisima esit miktarda izopropanol ilave edilmis ve son
olarak DNA o6rnekleri %70 etanolle yikanmis

7-DNA tizerine50 pl bidistile su ilave edilerek kalip DNA elde edilmistir.
Orneklerdeki DNA miktar1 spektrofotometrik olarak degerlendirilmis ve sulandirimlar

20-50 ng olacak sekilde bidistile su ilavesi ile ayarlanmistir.

3.2.2.Endoservikal Siiriintii Orneklerinden DNA Ekstraksiyonu

2SP transport tamponu igerisinde laboratuara getirilen 6rneklerdeki swaplar, tiipler
vortekslendikten sonra uzaklagtirildi. Daha sonra tiipler 1000g de 20 dakika santriifiij edildi.
Santriiflyj sonrasi siipernatant uzaklastirildiktan sonra islem agsagidaki sekilde tamamlanmustir.

1-Altta kalan pellet iizerine, S00uL 1x TE(10mM TrisHCI, 0.1 mM EDTA,
pH7.5) tamponu eklenmistir.

2-Daha sonra, ependorf tiipleri 100 °C’de 10 dakika 1s1 blogunda tutulmustur.
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3-500uL bakteri siispansiyonu olan bu ependorflara, yaklasik 150uL boncuk
(sigma) konulmustur.

4-10 rpm hizda 7 dakika Mickle (Mickle Tissue Disintegrator, Mickle
Labratory Engineering Co. Ltd.) cihazinda mekanik lizise ugratilmistir.

5-Daha sonra, 12000 x g hizda 10 dakika santrifiij edilmistir.

6-200 pl siipernatant alinip ve yeni bir ependorfa aktarma yapildiktan sonra,
spektrofotometrede (CHEBIOS s.r.l. Optimum-One UV-VIS Spectrophotometer)
DNA kantitasyonu yapilmis ve ornekler, PCR ile amplifikasyon isleminde kalip

olarak kullanilincaya kadar -20°C’de saklanmustir.

3.3.In-House PCR Uygulanis1

DNA oOrnekleri ektrakte edildikten sonra amplifikasyon reaksiyonu her bir

kalip DNA’dan 5 pl ilave edilmis 50 pl reaksiyon karigimi igerisinde gerceklestirildi.

10x PCR buffer Sul

3.5 mM MgCl, Sul
dNTP 200 uM 4x0.5ul
Primer 0.5 mM 4x0.5u
Taq polymerase 25U

DS ile 50 pl’ye tamamlandi.

Kullanilan primerler:

C trachomatis igin;

KL 1 5° TCCGGAGCGAGTTACGAAGA 3’

KL2 5> AATCAATGCCCGGGATTGGT 3

N gonorrhoea i¢in;

SL59 5 GTATTACCGCGGCTGCTGGCA 3

SL67 5 TATCGGAACGTACCGGGTAGC 3’

Kriptik plazmid iizerinde yer alan 241 bp’lik bolgeyi taniyan KL1 ve KL2
primerleri ile PCR islemi yapilmustir.

16srRNA bolgesinde yer alan 413 bp’lik bolgeyi taniyan SL59 ve SL67

primerler ile PCR islemi yapilmistir.
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Reaksiyon karisimi igeren ependorf tiipleri vortekslenerek karistirildiktan
sonra amplifikasyon asamalar1 termal dongli cihazinda (APPLIED BIOSYSTEMS
2720 Termal Cycler) asagidaki dongii sirasina gore tamamlanmustir. ,

Her iki mikroorganizma i¢in amplifikasyon 40 siklusta tamamlandi.

Amplifikasyon sartlar:

C trachomatis N gonorrhoea
[k denatiirasyon 95 °C 5dk 95°C
Denatiirasyon 94 °C 45 saniye 94°C
Annealing 58 °C 1 dk 55°C
Extention 72°C 1 dk 72°C
Son extention 72°C 5dk 72°C

Amplifikasyon islemi sonunda elde edilen amplikonlar C trachomatis ve N
gonorrhoea hedef bolgelerin tespiti icin % 1.8’lik agaroz jelde elektroforeze tabii

tutuldu.

3.4. Agaroz Jel Elektroforezi

Amplifikasyon sonucu elde edilen DNA fragmentlerinin analizi i¢in agaroz jel
elektroforezi kullanilmigtir. PCR firiinleri; 5 pl ethidium bromide ¢dzeltisi igeren
%1,8’lik agaroz jelde, 100 volt'luk elektrik akiminin uygulandigi, elektroforez
isleminden sonra jel goriintiilleme sistemiyle degerlendirildi.

Agaroz jel elektroforezi i¢in jel, 1 x TBE igerisinde %1.8 oraninda agaroz
ilave edilerek karistm homojen berrak bulaniklik elde edilene kadar kaynatilarak elde
edilmistir. Oda 1s1sinda yaklasik 50-60°C’ye kadar soguyan agaroz jel igerisine 5ug
Etidyum Bromiir eklenmis, agaroz jel iyice karistirildiktan sonra, agar tablasina
dokiilmiistiir. PCR, Orneklerini yiiklemek i¢in gerekli olan kuyular1 olusturmak
amaciyla, uygun olan tarak yerlestirilmistir. Oda sicakliginda katilagan jelden, tarak
dikkatli bir sekilde cikarilarak, igerisinde 1xTBE tamponu olan tank igerisine
yerlestirilmistir. Jel tizerindeki kuyulara, 10uL 6rnek ile 2uL loading buffer (Bio-Rad)
karistirilarak yiikleme yapilmistir. Ornekleri dogru bir sekilde degerlendirebilmek

amaciyla, molekiil biiyiliklikleri bilinen marker DNA’lardan jelde yer alan iki
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kuyucuga 12uL yiiklenmistir. Marker ve orneklerin yliklenmesinden sonra, tank giic
kaynagina (Biorad) baglanmistir. Tankin gli¢ kaynagi (LABNET International Power
Station 300) calistirllarak, 120 volt akim altinda 30 dakika elektroforez islemi
stirdiiriilmustiir. Daha sonra, DNA bantlar1 jel goriintiileme sistemi [Gel logic 1500
imaging system (ayrim giicii:1708x1280 pixel, Kodak Company, NY, USA] ile
incelenmis ve resimler TIFF formatinda kaydedilmistir. (Nolte ve ark., 2003).
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4. BULGULAR

Kadin genitotiriner sistem infeksiyonlarinda C trachomatis ve N gonorrhoea
infeksiyonlarinin endoservikal siiriintii ve ilk idrar Ornekleri kullanilarak PCR
yontemi ile tanisinda drneklerin duyarhilik, 6zgiilliik ve kabul edilebilirliklerini tespit
amaci ile planlanan ¢aligmada 01.01.2012 ila 01.01.2013 tarihleri arasindaki bir yillik
siire icerisinde 134’i Adana Kadin Dogum ve Cocuk Hastanesine, 133’1 de Deri ve
Zihrevi Hastaliklar polikliniklerine cesitli alt genital enfeksiyon yakinmalar ile
basvuran toplam 267 kadina ait siiriintii ve idrar 6rnegi degerlendirilmistir. Orneklerin
degerlendirilmesi sonunda Ornek alinan kadinlarin = %56.5 orani ile 30-39 yas

grubunda yogunlastiklar1 goriildii (Tablo-1).

Tablo:1.Calismaya dahil edilen kadinlarin yas gruplarma dagilimlari.

Yas gruplan

<20 yas 17 12.7 0 0 17 6.4
20-29 yas 43 32 21 15.8 64 24
30-39 yas 54 40.3 97 72.9 151  56.5
40-50 yas 17 12.7 3 2.2 20 7.5
>51  yas 3 2.2 12 9 15 5.6
TOPLAM 134 100 133 100 267 100

Kadinlarin pelvik muayenelerinde en sik tespit edilen fizik bulgunun DZHP’de
takip edilen kadinlarda servikal ektopi ve fragilite, AKDHP takip edilen kadinlarda
ise mukoid akint1 oldugu goriildii (Tablo-2).
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Tablo-2:Calismaya dahil edilen kadinlarin pelvik muayene bulgulari

Pelvik bulgulan Say1 % Say1 %
Servikal ektopi 2 1.5 36 27.1 38 14.2
Fragilite 3 2.2 17 12.8 20 7.5
Mukoid/mukopriilan akinti 21 15.7 1 0.1 22 8.2
En az iki bulgu 9 6.7 7 53 16 6
Normal goriiniim 99 73.9 72 54.2 171 64.1
Toplam 134 100 133 100 267 100

In-house PCR ile idrar orneklerinin 24’tinde C trachomatis 3’iinde de N
gonorrhoea hedef dizileri, bir drnekte de her iki ajana ait diziler tespit edilirken
endoservikal siirlintii 6rneklerinde bu sayilar sirasi ile 30 ve 3 olarak belirlendi.
AKDHP grubunda yer alan kadinlardan birisinden alinan idrar ve endoservikal
siiriintii 6rneklerinin her ikisinde, her iki ajana ait hedef dizilerin tespit edildigi
goriildii. Boylece idrar orneklerinde C trachomatis pozitif ornek sayisinin 24,
endoservikal siiriintii 6rneklerinde 30 oldugu bu saymim N gonorrhoea igin her iki
ornek tiirtinde de 3 oldugu (Tablo-3),

Tablo-3. Calismaya dahil edilen kadinlara ait 6rneklerde hedef DNA pozitifliginin dagilim.
DHP ) P opla

Pe bulgula Say1 % Say1 % Say1 %

C trachomatis 12 9 11 8.3 23 8.6
Idrar N gonorrhoea 0 0 2 1.5 2 0.7
C trac + N gnr 1 0.1 0 0 1 0.4
C trachomatis 15 11.2 14 10.5 29 10.9
ESS N gonorrhoea 0 0 2 1.5 2 0.7
C trac + N gnr 1 0.1 0 0 1 0.4
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AKDHP takip edilen ve 13’tniin idrarinda C trachomatis tespit edilen
kadinlardan 12 sinin endoservikal siiriintii 6rneklerininde C trachomatis yoniinden
pozitif oldugu, boylece en az bir 6rnek ile C.trachomatis pozitifligi tespit edilen kadin
sayisinin 17 oldugu goriildii. Bu grupda C trachomatis insidans1 %12.7 olarak tespit
edildi. DZHP grubu iginde de en az bir 6rneginde C.trachomatis pozitifligi tespit
edilen kadin sayis1 16 olarak belirlendi. Yani bu grupta da C.trachomatis insidansi
%12 idi. Bu sonuglara gore idrar ve ESS orneklerinin C.trachomatis tanisindaki
duyarliliklar1 AKDHP’de takip edilen kadinlar i¢in sirasi ile  %76.4 ve 94.6,
DZHP’de takip edilen kadinlar i¢inde %68.8 ve 87.5 olarak tespit edilmistir(Tablo-4).
Tim gruplara ait 6rnekler dikkate alindiginda idrarin duyarliligi %72.7 (24/33), ESS

orneklerinin duyarliliginin ise %90.9 (30/33) oldugu goriilmiistiir.

Tablo-4:En az bir oérneginde C trachomatis tespit edilen kadinlardaki pozitiflik oranlarmnin

orneklere dagilimi.

TOPLAM

idrar
ESS 4 2.9 5 376 9 3.3
idrar +ESS 12 9 9 6.76 21 7.8
Toplam 17 12.7 16 12.0 33 12.3

Benzer sekilde AKDHP takip edilen ve idrarinda N gonorrhoea pozitifligi
tespit edilen bir kadinin ESS 6rneginde de bu mikroorganizmaya ait hedef DNA tespit
edildi.Yani bu grupta yer alan kadinlardan sadece birisinde bu mikroorganizma
kolonizasyonu tespit edildi ve her iki yontemin duyarliliklar1 % 100 dii. Bu duyarlilik
orani, benzer sekilde DZHP’de takip edilen ve hem idrar hem de ESS 6rneklerinde N
gonorrhoea tespit edilen iki kadin ile de dogrulandi(Tablo-5)
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Tablo-5:En az bir 6rneginde N gonorrhoea tespit edilen kadinlardaki pozitiflik oranlarinin

orneklere dagilimi.

TOPLAM

idrar
ESS 0 0 0 0 0 0
idrar +ESS 1 0.7 2 1.5 3 1.1
1 0.7 2 1.5 3 1.1

C trachomatis pozitifliginin AKDHP’lerinde takip edilen kadinlarda idrar
orneklerinde %12.9 ile 30-39, ESS orneklerinde ise %17.6 ile <20 yas grubunda
yogunlastig1 goriildii (Tablo-6).

Tablo-6. AKDHP’de takip edilen kadinlara ait C trachomatis pozitifligi

Yas gruplan

<20 yas 1 59 3 17.6
20-29 yas 4 9.3 3 6.8
30-39 yas 7 12.9 9 16.7
40-50 yas 1 59 1 59
>51  yas 0 0.0 0 0
TOPLAM 13 9.7 16 11.9

Ancak kullanilan iki metoddan en az birisi ile pozitiflik tespit edilen kadinlarin
gercek C trachomatis tasiyiciligini yansittigi dikkate alindiginda AKDHP takip edilen
17 kadinin idrar ve endoservikal 6rneklerinden en az birisinde C trachomatis hedef
DNA fragmenti pozitifligi tespit edildigi goriildii(Tablo-7). Bu grupta 20-29 yas
grubunda yer alan bir kadinin hem idrar hem de endoservikal stiriintii 6rneklerinde N

gonorrhoea tespit edildi .
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Tablo-7: En az bir érneginde C trachomatis hedef DNA dizileri tespit edilen AKDHP’de takip

edilen kadinlarin yas gruplarina dagilimi.

Yas Idrar +ESS Toplam
gruplar o
<20 yas 0 0 2 4.7 1 5.8 3 17.6
20-29 yas 1 2.3 0 0 3 6.97 4 9.3
30-39 yas 0 0 2 3.7 7 12.96 9 16.66
40-50 yas 0 0 0 0 1 5.8 1 5.8
>51 yas 0 0 0 0 0 0 0 0
Toplam 1 0.7 4 2.9 12 8.95 17 12.68

AKDHP grubunda yer alan kadinlarda en az bir 6rnek de C trachomatis
pozitifliginin %17.6 ile 20 yas alt1 grupta yogunlastig1 51 yas iizeri grupta yer alan
kadinlarda bu mikroorganizmaya ait DNA tespit edilemedigi gorildii.

DZHP’inde takip edilen hastalarda C trachomatis pozitifliginin idrar ve EES
orneklerinde 20-29 yas grubunda sirast ile %28.6 ve %23.8’lik oranlarda yogunlastigi
gortildii (Tablo 8).

Tablo-8. DZHP takip edilen kadinlara ait 6rneklerde C trachomatis

pozitifliginin yas gruplarma dagilim.

Yas gruplan

<20 yas 0 0.0 0 0.0
20-29 yas 6 28.6 5 23.8
30-39 yas 5 5.1 9 9.3
40-50 yas 0 0.0 0 0.0
>51  yas 0 0.0 0 0.0
TOPLAM 11 8.2 14 10.5

Bu grupta en az bir 6rneginde C trachomatis tespit edilen 16 kadindan

10’unun 30-39 yas grubunda yogunlastiklari goriildii (Tablo-9).

27



Tablo-9: En az bir 6érneginde C trachomatis hedef DNA dizileri tespit edilen DZHP’de takip

edilen kadinlarin yas gruplarina dagilimi.

Yas Idrar +ESS Toplam

gruplar o

<20 yas 0 0 0 0 0 0 0 0
20-29 yas 0 0 1 4.7 2 9.5 3 14.2
30-39 yas 1 1 3 3.1 6 6.1 10 10.3
40-50 yas 1 333 1 333 1 333 3 100
>51 yas 0 0 0 0 0 0 0 0
Toplam 2 1.5 5 3.7 9 6.7 16 100

Bu grupta yer alan kadinlara ait 6rneklerde N gonorrhoea pozitifliginin ise
tamami ayni kadinlara ait 6rnekler olmak {izere yine 20-29 yas grubunda % 9.5 ile

yogunlastig1 goriildii (Tablo 10).

Tablo-10. DZHP takip edilen kadinlara ait 6rneklerde N gonorrhoea

pozitifliginin yas gruplarma dagilimi.

Yas gruplan

<20 yas 0 0 0 0
20-29 yas 2 9.5 2 9.5
30-39 yas 0 0 0 0
40-50 yas 0 0 0 0
>51  yas 0 0 0 0
TOPLAM 2 1.5 2 1.5

DZHP takip edilen 16 kadmin idrar ve endoservikal orneklerinden en az
birisinde C trachomatis hedef DNA fragmenti pozitifligi tespit edildi. Bu grup da 30-
39 yas grubunda yer alan 5 kadinin sadece ESS oOrneklerinde hedef diziler tespit
edilirken 20-29 ve 30-39 yas grubundaki kadinlardan birisinde de sadece idrar 6rnegi
pozitif bulundu (Tablo-11).
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Tablo-11. DZHP takip edilen hastalardaki enaz bir érnekde C trachomatis pozitifligi goriilen

kadinlarin yas gruplarina dagilim .

Yas Idrar +ESS Toplam
gruplar
<20 yas 0 0 0 0 0 0 0 0
20-29 yas 1 4.8 0 0 5 23.8 6 28.6
30-39 yas 1 1 5 5.2 4 4.1 10 10.3
40-50 yas 0 0 0 0 0 0 0 0
>51 yas 0 0 0 0 0 0 0 0
Toplam 2 1.5 5 3.8 9 6.8 16 12

DZHP’de takip edilen kadinlara ait idrar 6rneklerinde In-house PCR ‘i, PCR
ile tan1 icin referans materyal olan endoservikal siirlintii ornekleri sonuglar1 baz
alindiginda, duyarlik, 6zgiilliikk ve kabul edilebilirligi, sirasi ile; %64.3 (9/14), %92.3
(12/13) ve %86.77 olarak tespit edilmistir. N gonorrhoea i¢in bu oranlar idrar
orneklerinde de %100 bulundu.

Calismada en az bir 6rneginde C trachomatis tespit 17’si AKDHP ve 16’s1 da
DZHP’den olmak iizere toplam 33, N. gonorrhoea ‘ya ait hedef DNA dizileri tespit
birisi AKDHP diger 2’si de DZHP’den olmak {iizere toplam 3 kadinda pelvik
muayene bulgularimin  dagilimi irdelendiginde, C.trachomatis DNA dizileri
tanimlanan kadinlarda tek basina servikal frajiliteye rastlanmazken, 13 olguda sadece
endoserviks’in hiperemik ve ddemli oldugu, 7 olguda da bu bulguya endoservikal
fragilite veya mokoid akintinin eslik ettigi goriildii. C trachomatis hedef DNA dizileri
tespit edilen kadinlarin 9’unda ise endoserviksin normal oldugu ve akintinin
fizyolojik gbriintimlii ve miktarda oldugu tespit edildi.

N gonorrhoea hedef dizileri tanimlanan birisinde C trachomatis DNA s1 da
tanimlanan 3 kadinin tamaminda mukopriilan akintiya , endoserviksde hiperemi ve

temas ile kanamanin eslik ettigi goriildii (Tablo-12).
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Tablo-12 Enaz bir érneklerinde hedef DNA dizileri tespit edilen kadinlarda pelvik muayene

bulgulari.

Ctrachomatis  N.gonorrhoea

Pelvik bulgulari

Servikal ektopi 38 14.2 13 40 0 0
Fragilite 20 7.5 0 0 0 0
Mukoid/mukopriilan akinti 22 8.3 4 12.1 0 0
En az iki bulgu 16 6 7 21.2 3 8.6
Normal goriiniim 171 64 9 27.3 0 0
Toplam 267 100 33 100 3 100
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5. TARTISMA

CYBH; iiretkenlik yasindaki gen¢ yetiskinlerde en sik karsilagilan saglik
problemlerinden birisi olup, kabul edilebilir tan1 yetersizlikleri sebebi ile non-spesifik
tedavi alan hastalarda goriilebilen re-aktivasyonlara bagli ektopik gebelik ve
infertilite gibi komplikasyonlar sebebi ile de dnemli bir sosyal problem ozelligini
siirdiirmektedir. Bu yas grubunda CYBH’in bilinen en 6nemli etkenleri olan C.
trachomatis ve N.gonorrhoea infeksiyonlarmin siklikla asemptomatik seyretmesi,
kadmlarin fizyolojik akinti ile patolojik akinti arasindaki farki ayirt edememesi ve
yine sosyo-kiiltiirel sebepler ile kadinin cinsel problemlerini hekim ile bile rahatlikla
paylasamamalari, re-infeksiyon ve re-aktivasyon insidansim1  artirmaktadir.
Hastalardan kaynaklanan bu problemlere, C.trachomatis ve N.gonorrhoea’nin diger
indikasyonlardan sorumlu patojen bakteriler gibi klasik kiiltiir metodlar ile kolay
iiretilip identifiye edilememelerinden kaynaklanan non-kiiltiirel tan1 zorunlulugu ve
ornek almanin zorlugu gibi tan1 kaynakli problemler de eklenirse ampirik tedavi ve
muhtemel komplikasyonlarin kaginilmazlig1 daha iyi anlasilacaktir.

C.trachomatis tanisinda en sik bagvurulan kiiltiir dis1 tan1 ve tarama yoOntemleri
kadinlarda endoservikal, erkeklerde de iiretral siiriintii Orneklerinin kullanildig:
niikleik asit amplifikasyon ve prop hibridizasyon bazli testlerdir. Bu yontemlerin en
onemli avantaji multipleks-PCR bazli olmalari, yani ayn1t DNA 6rneginde es zamanl
olarak N gonorrhoea ve C trachomatis hedef dizilerinin tespitine imkan vermeleridir.
Bu amag i¢in kullanilan ve FDA’dan onay almis TMA, SDA, LCR ve RT-PCR bazli
testlerin sensitivitelerinin % 75-100 arasinda oldugu, bir c¢ok c¢alisma da
gosterilmistir''*'*12° Ancak bu testlerdeki duyarlihiga; yas, mens dénemi, bakteri
yogunlugu, inflamasyonun siddeti gibi degiskenlerin etkisi oldugu yine bu
calismalarda vurgulanmistir'>. N gonorrhoea igin benzer yontemlerin sensitivitesi de
% 89-97 olarak verilmistir. N gonorrhoea ve C trachomatis infeksiyonlarinda tani
yontemi kadar degerlendirilmek iizere uygun 6rnek almak da problemdir. Erkeklerde
iiretraya ekiviyon ile girilmesi ne kadar agr1 verici ise kadinlarda pelvik muayenesi

esnasinda spekuliim takilarak endoserviksden 6rnek alinmasi bir o kadar zor ve kadin
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icin sikint1 vericidir. Orneklemedeki bu sikintilar CYBH’larda hasta ve hekimi
ampirik veya sendromal tedaviye zorlamaktadir. Son yillarda N gonorrhoea suslarinda
giderek yayginlasan kinolon ve sefalosporin direnci ampirik tedavinin sonucudur ve
ciddi bir tehdit olarak kabul edilmektedir. Bu baglamda spesifik taniy1 saglayacak
miikkemmel testler mevcutken hala sendromal tedavi yaklagimlarinin secilmesi ve
ampirik antibiyotik kullanimi bir ¢eligkidir. Bu sebeple son yillarda alternatif daha
konforlu saglanabilen insanlik onurunu zedelemeyen Orneklerin tani1 degerleri ilgi
odag1 olmustur. Ilk idrar &rnekleri, evden kadinin kendisinin rahatlikla alabilecegi
vaginal striintii ornekleri bu anlamda {izerinde en ¢ok ¢alisilan O6rnekler olmustur.
Yapilan calismalarda &zellikle ilk idrar Orneklerinin her iki cinsiyet grubunda, C
trachomatis i¢in, en az siirlintli 6rnekleri kadar duyarli (%50-95) oldugu, vaginal
orneklerde bu oranin % 75-100’e kadar yiikseldigi bildirilmistir. Bu oranlar N
gonorrhoea i¢inde vajinal ornekler de % 90-95, ilk idrar 6rneklerinde ise % 65-93
arasinda bulunmustur'*'*'*'*?°. Mary-Ann Shafer ve arkadaslar1 N gonorrhoea ve C
trachomatis tanis1 i¢in LCR yo6ntemini kullandiklar1 ¢alismalarinda goéniilli geng
kadinlardan aldiklari, ilk idrar, evde alinmis vaginal siiriintii ve pelvik muayenesi
esnasinda alman endoservikal siiriintii Orneklerini degerlendirmigler, ayrica bu
kadinlarda T vaginalis vaginitini de sorgulamiglardir. Sonu¢ da bu etkenlerden
herhangi birisinin tanimlandigt CYBH prevalansint %14.1 olarak bildirilerken, C
trachomatis prevalansin1 % 11.6, N. gonorrhoae prevalansini da % 2.4 olarak tespit
etmislerdir. Bu grup kadmlarin % 1.7’sinde de T.vajinalis pozitifligi bildirmislerdir.
Gerek C.trachomatis gerekse N. gonorrhoeae hastalardan alinan bu ii¢ Ornek
icerisinde en yliksek oranda kendi kendine alinan vajinal drneklerde, sirast ile %81
ve %72, tespit edilmistir. C. trachomatis i¢in ikinci en iyi ornegin % 72 ile idrar
oldugu, endoservikal oOrneklerdeki pozitiflik oranmin ise % 64’de kaldigini
bildirmislerdir. Bu grup C. trachomatis i¢in ilk idrar ve vajinal Ornek
kombinasyonunun basarisinin % 94 oldugunu vurgulamustir''. Sue Skidmore ve
arkadaglar1 da SDA ve Cobas Amplikor-PCR ydntemleri sonuglarini EIA sonuglar ile
kiyasladiklar1 ¢aligmalarinda, es zamanli olarak vaginal siirlintii 6rnekleri ile total
orneklerinin kullanilabilirligini de irdelemiglerdir. Toplam 2.745 kadina ait 6rnekleri
es zamanli olarak toplayan grup, ¢alisma sonunda vulvovajinal siirlintii 6rnekleri i¢in
Cobas-PCR ve SDA’nin duyarliligint % 97.3 ve 97.2 olarak bildirmisler bu oranlarin
idrar 6rnekleri i¢in de sirast ile % 90.5 ve % 93 oldugunu tespit etmislerdir. EIA test

sonuclari her iki drnek tiirii icin %70 -73 olarak belirlenmis ve sonu¢ olarak ,
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CYBH’da tarama ve tani testi olarak EAI'nin diisik duyarlilikta oldugu igin
kullanilmamasini, buna karsilik NAAT nin vaginal siiriintii ve idrar Orneklerinde
yuksek duyarlilik da olmalar1 sebebi ile tarama ve tan1 amacli kullanimlarinin daha
dogru olacagini vurgulamuslardir'®.

Kimberly A. Crotchfelt ve arkadaglar1 1997 yilinda yaptiklar1 ¢alismalarinda erkek ve
kadinlardan aldiklar siirtintii ve idrar 6rneklerini PCR bazli metodlar ile CYBH tanisi
icin degerlendirmislerdir. Erkeklerden aldiklar1 idrar 6rneklerinde C trachomatis
pozitifligini % 13.1 olarak bulmuslar buna karsilik ayni hastalarin {retral
stirintiilerindeki pozitiflik oranlarinin ise %14.8 oldugunu tespit etmislerdir. Bu grup
C.trachomatis-PCR ydnteminin sensitivitesini; iiretral siiriintiide % 96,2 spesifitesinin
de aym ornekler i¢in % 99,3 oldugunu belirtmislerdir. Bu oranlarin, idrar 6rnekleri
icin ise sirast ile % 88,2 ve % 98,6 oldugunu bildirmislerdir. Bu calismada 192
kadindan alinan idrar 6rneklerinden %14,6’sinda C.trachomatis-PCR pozitifligi tespit
edilirken bu oranin servikal siiriintii 6rneklerinde % 16,7 oldugu bildirilmistir.
Erkeklerde N.gonohorrea PCR’1n idrar 6rneklerinden %19,8’inde pozitif oldugu buna
karsilik tiretral akint1 6rneklerindeki pozitiflik oraninin %21,2 olarak tespit edildigi de
bildirilmistir. Bu ¢alisma sonunda iiretral siirlintii 6rneklerinde N gonorrhoea kiiltiir
pozitiflik oram da %17,2 olarak verilmistir'’. Barbara Van Der Pol ve arkadaslari ise
2001 yilinda ABD’de yaptiklar1 bir ¢alismada aile planlamasi, jinekoloji ve kadin
dogum merkezlerinde semptomu olmayan 2109 kadin ve erkekten aldiklar1 4131
idrar ve siiriintii Orneklerini kiiltir ve BD Probetec ET sistem kullanarak
N.gonorrhoea ve C. trachomatis yoniinden degerlendirmislerdir. Calisma sonunda
servikal  siiriintii  6rneklerinin  N.gonorrhoea ve C. trachomatis tanisindaki
duyarliligini sirasi ile %96.6 ve %92.8, idrar 6rneklerinde ise %84.9 ve %80.5 olarak
tespit etmislerdir. Erkek siiriintii 6rneklerinde bu oranlar sirasi ile siiriintii i¢in %98.5
ve %92.5 idrar icin %97.9 ve %93.1 olarak bildirilmistir. Bu grup daha disiik
duyarliliga sahip olmakla birlikte idrar Orneklerinin CYBH’larin bu iki 6nemli
patojeninin tanisinda siiriintli 6rnekleri yerine kullanilabilecegini vurgulayarak
niikleik asit amplifikasyon bazli testlerin kiiltiir bazli testlere gore ¢cok daha duyarh
oldugunu bildirmislerdir'.

Jeanne M. Marrazzo ve arkadaslar1 da 3551 kadina ait ilk idrar ve servikal siiriintii
orneklerini LCR ve first-generation uniplex- PCR yontemi ile degerlendirdikleri
caligmalarinda hastaya ait 6zellikleri de tartismislardir. Bu grup LCR ile hem servikal

hem de idrar Orneklerinde sensitivitenin, mens, inflamasyon yas grubu gibi risk
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faktorlerinden bagimsiz olarak benzer yiikseklikte oldugunu belirtmisler, servikal
siriinti ~ yerine idrarin  gilivenle tam1 amaghi olarak  kullanilabilecegini
vurgulamuslardir'?. M. A. Chernesky ve arkadaslar1 da 1322 erkek hastaya ait iiretral
striintli ve idrar Orneklerini PCR bazli iki farkli ticari kit ile degerlendirdikleri
calisma sonunda idrarin C trachomatis ve N gonorrhoea igin sensitivitesini sirasi ile
% 96.2 ve %98.6 olarak belirlerken bu oran liretral siirlintii 6rnekleri igin sirasi ile
%97.5 ve % 98.5 olarak tespit etmisler, sonug olarak idrarin her iki mikroorganizma
tanust i¢in duyarhligmin iiretral siiriintii drneklerine benzer oldugunu bildirmislerdir'®.
Junyong Fang ve arkadaglari da evde alinan vajinal siiriintii, idrar ve endoservikal
stirlintii 6rneklerinin C trachomatis ve N gonorrhoea tanisindaki duyarliliklarini tespit
amaci ile planladiklar1 ¢aligmalarinda 1422 kadina ait 6rnekleri degerlendirmisler ve
kadinlarda C trachomatis ve N gonorrhoea pozitiflik oranini sirasi ile %26.6 ve
%11.7 olarak tespit etmislerdir. vajinal siiriintii, idrar ve endoservikal siirlinti
orneklerinin C trachomatis i¢in duyarliliklarinin sirast ile 97.3%, 89.2% ve 90.1%
olarak bildirildigi calismada bu 6rneklerde N gonorrhoea i¢in duyarlilik oranlar1 sirasi
ile 100%, 88.6% ve 95.5% olarak tespit edilmistir'’.

Risbud AR ve arkadaglar1 da Hindistan’da 2013 yilinda yaptiklar1 ¢aligmada ytiksek
riskli 100 kadinda APTIMA?2 sistem kullanarak vajinal siiriintii ve idrar érneklerinde
C trachomatis ve N gonorrhoea varligini arastirmislardir. Bu grup C trachomatis ve N
gonorrhoea pozitifligini vaginal siiriintii 6rneklerinde —sirast ile %24 ve %21 idrar
orneklerinde %15 ve % 17 olarak bulmuslardir. Vajinal siiriintii 6rnekleri ile
kiyasladiklarinda idrar 6rneklerinin spesifitesinin C trachomatis ve N gonorrhoea icin
sirast ile %95 ve 89 oldugunu vurgulamislardir'®.

Biz ¢calismamizda daha ¢ok ev kadinlariin takip edildigi Adana Kadin Dogum
ve Cocuk Hastanesi polikliniklerinde takip edilen kadinlar ile Deri ve Ziihrevi
hastaliklar polikliniklerinde takip edilen hastalara ait servikal siiriintii ve idrar
orneklerini degerlendirdik. Biz her iki grupta da en az bir 6rnek’te C trachomatis
insidansini, sirasi ile %12.7 ve %12 olmak {izere benzer bulduk. Bu gruplardaki N
gonorrhoea insidansimiz da % 0.7 ve % 1.5’ di. Bu oran Risbud AR ve arkadaslarinin
riskli kadinlardan elde ettikleri C trachomatis i¢in %21-24 ve N gonorrhoea i¢in
bildirdikleri % 15-17 lik insidans oranindan, Junyong Fang ve arkadaslarinin 1422
kadina ait 6rnekleri degerlendirdikleri ¢alismalarinda elde ettikleri C trachomatis igin
%26.6 ve N gonorrhoea icin elde ettikleri % 11.7’lik orandan diisiiktiir. Ancak

Kimberly A. Crotchfelt ve arkadaglariin 192 kadin idrar ve servikal siirlintli 6rnegini
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calistiklar1 aragtirmalarinda elde ettikleri C trachomatis igin, sirast ile %14.6 ve
%16.7, N gonorrhoea i¢in, yine sirast ile %1.4 ve 12.3’liikk pozitiflik oranlar1, 6zellikle
C trachomatis ve idrarda N gonorrhoea oranlar1 bizim oranlarimiz ile son derece
benzerlik gostermektedir. Yine Mary-Ann Shafer ve arkadaslarinin tamami goniillii
kadmlardan alinmis olmak tiizere idrar, servikal ve vaginal siiriintii 6rneklerini
degerlendirdikleri caligmalarinda elde ettikleri C trachomatis i¢in % 11.6 ve N
gonorrhoea i¢in % 2.4’liikk oran bizim oranlarimiz ile bire bir ortiismektedir. Bizim
ornek aldigimiz kadinlar saglikli asemptomatik olup, elde edilen C trachomatis
oraninin her iki grupta da benzer olusu, kadinlarda bdlgesel asemptomatik C
trachomatis insidansi igin bir gosterge olarak kabul edilebilir. Bu baglamda N
gonorrhoea insidansinin her iki grupta da disiik olusu, klinik olarak C trachomatis
infeksiyonlarina gore daha giiriiltiilii seyreden gonokoksik infeksiyonlarin
asemptomatik gruplarda daha nadir olusu ile izah edilebilir. Nitekim Kimberly A.
Crotchfelt ve arkadaglar1 ile Mary-Ann Shafer ve arkadaslari ¢aligmalarinda aile
planlamasi kliniklerine bagvuran asemptomatik gonillii kadinlardan aldiklari
ornekleri degerlendirdiklerini bildirmislerdir. Bu gruplarin sonuglar1 da bir anlamda
saglikli asemptomatik goriiniimlii kadinlarda asemptomatik C trachomatis varlig1 ve
insidansi i¢in bir veri olarak degerlendirilebilir.

Biz en az bir 6rneginde C trachomatis ve/veya N gonorrhoea tespit edilen
kadinlar1 infekte kabul ederek, idrar Orneklerinin C trachomatis tanisindaki
duyarliligin1 %72.7 ESS 6rneklerinin duyarliliginin da % 90.9 oldugunu gordiik. Bu
oran N gonorrhoea i¢in her iki grup ve ornek de %100'dii. N gonorrhoea'daki bu
yiiksek oran sayr azligindan kaynaklandigi i¢in istatistiki yonden ¢ok anlam ifade
etmeyecektir. Bizim ile ornekleme insidans oranlar1 baglaminda benzer sonuglar
bildiren Mary-Ann Shafer ve arkadaslar1 da idrar 6rneklerinin tanida duyarliligini %
72 olarak bildirmiglerdir. Ancak bu grup ESS orneklerinin duyarliligin1 bizim
sonuclarimizdan tamamen farkli olarak idrar 6rneklerinden daha diisiik, yani, % 64
olarak vermislerdir. Bu son derece ilging bir bulgu olup bizim sonuglarimiz literatiir
bilgileri ile g¢elismektedir. Bu grup evde alinan vaginal siiriintii 6rneklerini % 81
duyarlilik orant ile oldukga basarili bulmuslar vaginal siiriintii ve idrar kombinasyonu
ile basarmin %94’e ¢iktigin1 bildirmislerdir. Benzer sekilde Sue Skidmore ve
arkadaglar1 da sadece idrar ve evde alinan vaginal siiriintii 6rneklerini PCR bazh iki
farkli yontem ile degerlendirdikleri ¢alismalarinda idrar 6rneklerinin duyarliligini

vaginal siiriintii Orneklerinde %97 idrar Orneklerinde ise %90-93 olarak
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bildirmislerdir. Bu grup standardize edilmis ancak nispeten daha pahali ve emek
yogun cihaz bagimli yontemler kullanarak sonuglar1 optimize etmiglerdir. Tabii ticari
sistemlerin  kullanildig1 c¢alismalarda elde edilen sonuglarin tekrarlanabilirligi
Oonemlidir. Barbara Van Der Pol ve arkadaslar1 da benzer ticari sistemleri kullanarak
yaptiklart ¢alismalarinda ESS orneklerinin N gonorrhoea ve C trachomatis igin
duyarhiliklarin1 %96.6 ve %92.8, idrar 6rneklerinin duyarliliklarini da yine her iki
mikroorganizma i¢in sirasi ile %84.9 ve % 80.5 olarak vermislerdir. Yine Risbud AR
ve arkadaslar1 da ticari sistemleri kullanarak vajinal siiriintii ve idrar 6rneklerini C
trachomatis ve N gonorrhoea igin degerlendirdikleri ¢alismalarinda idrar 6rneklerinin
bu iki mikroorganizmanin tanisindaki duyarliligini vaginal siiriintii 6rneklerini baz
alarak sirasi ile %95 ve %89 olarak bildirmislerdir. Bu gruplar ticari sistemleri test
etmigler ve bu sebeple de gerek bizim gerekse Mary-Ann Shafer ve arkadaslarinin
duyarlilik oranlarindan daha yiiksek idrar ve servikal siiriintii duyarlilig
bildirmislerdi. Ancak ticari sistem kullanan ¢alismalarda elde edilen verilerde bizim
ile benzer olan ESS’nin idrar orneklerine gore daha yliksek duyarlilikta sonug
iirettiginin belirtilmesidir.

Bizim in house-PCR yo6ntemini kullanarak, CYBH’larin iki major ajan1 olan C
trachomatis ve N gonorrhoea tanisinda idrar 6rneklerini servikal siirlintii 6rneklerine
alternatif olma potansiyelini degerlendirdigimiz calismamizda, servikal siirlintii
orneklerinin idrar orneklerinden daha yiiksek duyarliliga sahip oldugu goriilmiis,
bunun mikroorganizmalarin biyolojik 6zellikleri geregi hiicre igerisinde yasama

arzularindan kaynaklandig: diistiniilmiistiir.
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6-SONUCLAR

PCR bazli yontemler ile C trachomatis ve N gonorrhoea genital
infeksiyonlarinin tanisinda ilk idrar orneklerinin endoservikal siiriintii 6rneklerine
gore duyarlilifini tespit amaci ile planlanan ve 134’ Adana Kadin Dogum ve Cocuk
Hastanesi, 133’1 de Deri ve Ziihrevi Hastaliklar polikliniklerine gesitli alt genital
enfeksiyon yakinmalari ile bagvuran toplam 267 kadina ait siiriintli ve idrar 6rneginin
m-house PCR yonteminin uygulandigi ¢alisma sonunda;

1-Orneklerden en az birisinde pozitif olmak iizere kadmlarin toplam 33
(%12.3)’tinde C trachomatis ve 3 (%]1.1)’tinde de N gonorrhoea varlig1 tepit edilmis,

2-Servikal siiriintii 6rneklerinin C trachomatis tanisindaki duyarliliginin %
90.9 idrar 6rneklerinin ise %72.7 oldugu bu oranlarin N gonorrhoea igin her iki 6rnek
tiirii icinde %100 oldugu,

3-Bu verilere dayanarak C trachomatis tanisinda servikal siirlintii 6rneginin
idrar Ornegine gore daha yiiksek duyarlilikda sonug¢ verdigi icin tercih edilmesi
gerektigi ancak N gonorrhoea tanisinda ilk idrar Orneklerinin servikal siirlinti
ornekleri ile benzer duyarlilikta olmalari sebebi ile gonore siipheli hastalarda 6rnek

olarak tercih edilmesinin daha dogru olacagi sonucuna varildi.
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