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KLINIK ORNEKLERDE MOLEKULER YONTEMLERLE CHLAMYDIA
TRACHOMATIS ARASTIRILMASI*
The Investigation of Chlamydia Trachomatis in Clinical Samples
with Molecular Methods

Osman OZUBERK!, Selma GOKAHMETOGLU?

Ozet: Chlamydia trachomatis, tiim diinyada en
yaygin sekstel gegisli bakteriyel enfeksiyon ajani
olarak bilinir. Bu mikroorganizma zorunlu hicre ici
parazitidir. ~C.trachomatis, trahom gibi g6z
enfeksiyonlarina, yenidoganlarda  pnomonilere,
genitodriner sistem enfeksiyonlarina ve
Lenfograniloma venerum (LGV) suslari tarafindan
olusturulan ve &zellikle genital bolgedeki lenf
dugimlerinde patoloji ile karakterize LGV’a neden
olmaktadir. Bu cahismada klinik 6rneklerde
Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) ve Gergek
Zamanli PCR ile C. trachomatis’in arastiriimasi
amaclandi.  Subat 2010-Mart 2010 tarihleri
arasinda, Erciyes Universitesi Gevher Nesibe
Arastirma ve Uygulama Hastanesi Kadin
Hastaliklari ve Dogum poliklinikleri ile Uroloji
polikliniklerine genital akinti &n tanisiyla basvuran
ve genital enfeksiyon disiinilen 50 hastadan alinan
strintt érnekleri calismaya dahil edildi. Calismaya
alinan 50 slrinti 6rneginin 1’inde (%2) her iki
yontem ile C. trachomatis-DNA pozitif bulundu.
Sonug olarak C. trachomatis DNA arastiriimasinda
iki PCR yontemi arasinda fark bulunamadi.

Anahtar kelimeler: C. trachomatis, PCR, Gergek
Zamanl PCR.

Abstract: Chlamydia trachomatis is known as the
most common bacterial infection agent to pass with
sexual transition. This microorganism is an
obligatory intracellular parasite. C. trachomatis
causes eye infections such as trachoma, pneumonias
in new born babies, genito urinary system infections
and Lymphogranuloma venereum (LGV) that is
constituted by LGV strains causes pathology in the
lymph nodes in the genital region. In this study, it
has been aimed to investigate C. trachomatis by
using polymerase chain reaction (PCR) and real
time PCR methods. The swab samples that have
been taken from 50 patients, who have applied to
Erciyes University Gevher Nesibe Investigation and
Application Hospital Obstetric and Gynecology
Policlinics and Urology Policlinics with genital
flow pre-diagnosis between February 2010 and
March 2010 dates, have been included in this study.
C. trachomatis was found positive in 1 (2%) sample
of 50 samples. As a conclusion no difference was
found between two PCR methods for investigation of
C. trachomatis DNA.
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Klinik 6rneklerde molekiler yéntemlerle Chlamydia trachomatis arastiriimasi

Chlamydia trachomatis, tim dinyada en yaygin
seksuel gecisli bakteriyel enfeksiyon ajani olarak
bilinir (1). Bu mikroorganizma zorunlu hticre ici
parazitidir (2). C.trachomatis, trahom gibi goz en-
feksiyonlarina, yenidoganlarda pnémonilere, geni-
touriner sistem enfeksiyonlarina ve Lenfogranilo-
ma venerum (LGV) suslari tarafindan olusturulan
ve ozellikle genital bolgedeki lenf digumlerinde
patoloji ile karakterize LGV’a neden olmaktadir

3.

Chlamydia trachomatis 15 serotipe ayrilir; A, B, B,
ve C tipleri, D’den K’ya kadar olan tipleri, Ly, L,
ve L tipleridir. A, B, B, ve C tipleri; konjunktival
ve korneal skarlasmayla kérlige yol acabilen kro-
nik keratokonjunktivite (trahom) sebep olur, genel-
likle ikinci bir bakteriyel enfeksiyonla birlikte bu-
lunur, neonatal pnémoniye yol acabilir. D’den
K’ya kadar olan tipleri, erkeklerde gonokokal ol-
mayan Uretrite; kadinlarda Uretrit, servisit, salpenjit
ve pelvik enflamatuar hastalija; enfekte dogum
kanalindan gecen bebeklerde kendiliginden gecen
inklizyon konjunktivitine ve neonatal pnémoniye
sebep olabilir. Ly, L, ve L tipleri; stplratif ingui-
nal adenitle karakterize LGV adi verilen ve cinsel
yolla bulasan bir hastaliga yol acar (4).

Chlamydia trachomatis’in kesin tanisi, kiltir ve
izolasyon, antijen ve antikorlarin arastirildigi yon-
temler (dogrudan floresans teknigi ve enzimli im-
mn deneyler), hibridizasyon veya polimeraz zincir
reaksiyonu (PCR) esasina dayanan testlerle yapil-
maktadir (5). Ayrica klinik drnek preparatlari %
5’lik iyot eriyigiyle veya Giemsa ydntemiyle boya-
narak hicre ici inklizyon cisimcikleri arastirilabilir

(6).

Bu calismada mikrobiyoloji laboratuvarina gelen
klinik dérneklerde PCR ve Real Time PCR yodntem-
leri uygulanarak C.trachomatis DNA’ sinin arasti-
rilmasi amagcland.

GEREC VE YONTEM

Bu calisma Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Mik-
robiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dali
Viroloji Laboratuvarinda yapildi. Subat 2010-Mart
2010 tarihleri arasinda Erciyes Universitesi Gevher
Nesibe Arastirma ve Uygulama Hastanesi Kadin
Hastaliklari ve Dogum poliklinikleri ile Uroloji
polikliniklerine genital akinti 6n tanisiyla basvuran
ve genital enfeksiyon distinilen 50 hastadan alinan
sirlintd 6rnegdi calismaya dahil edildi. Genital akin-
t1 6n tanih hastalarin herbirinden steril plastik sapli
dakron ekivyon ile Uretral veya servikal sUrint
ornekleri alindi. Sirlinta érnekleri Chlamydia trac-
homatis icin 6zel tasima besiyerine (Vircell, Spain)
koyularak -70°C’de sakland.

Bitin orneklerde nikleik asit izolasyonu QlAamp
DNA Mini Kiti (Qiagen, Almanya) kullanilarak
test kitin prosedurine uygun olarak calisildi. PCR
yontemi icin Chlamydia trachomatis-DNA amplifi-
kasyonu Chlamydia Trachomatis 330/740 IC
(Sacace, italya) kiti ile termal cycler cihazinda
(GeneAmp PCR System 2700, Applied Biosys
tems) gerceklesti. PCR driunleri jel (%2 agaroz)
elektroforezi ile de@erlendirildi. Jel transliiminator-
de ultraviyole 1sik altinda incelendi. Jelde 330 ba-
separe (bp) uzunlugunda olan pozitif kontrol ile
ayni bdlgede bant veren &rnekler pozitif olarak
kabul edildi. Real time PCR yontemi icin Artus
Qiagen C. trachomatis (Qiagen, Hilden, Almanya)
kiti ile real time PCR cihazinda (Rotor Gene Q,
Qiagen) amplifikasyon gerceklestirildi. Sonuclar
cihazda gozlenen standart egriye gore degerlendi-
rildi.
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BULGULAR Real time PCR yontemi ile galisilan toplam 50
PCR Vi Cile calisil | I, sirinti 6rnedinin 1’inde (%2) C. trachomatis-
CR yontemi ile cahsilan toplam 50 slrinti) drme- DNA pozitif bulundu (Sekil 2). Her iki yontemle

ginin 1’inde (%2) C. trachomatis-DNA pozitif

bulundu (Sekil 1), pozitif bulunan bu érnek Uretral strdntd idi.

2642

Sekil 1. Jel elektroforez sisteminde C. trachomatis-DNA incelenmesi
[NTC: Negatif kontrol, PC: Pozitif kontrol, M: Marker (100 bp)]
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Klinik 6rneklerde molekiler yéntemlerle Chlamydia trachomatis arastiriimasi
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Sekil 2. Real time PCR yonteminde C. trachomatis-DNA grafiklerinin incelenmesi
(A: Standart 1, B: Standart 2, C: Standart 3, D: Standart 4, E: Hasta, F: Negatif Kontrol)

TARTISMA

Guniimizde cinsel temasla bulasan hastaliklardan
en yaygin olani C.trachomatis ile olusan enfeksi-
yonlardir. Diinya Ulzerinde her yil 50 milyon yeni
C.trachomatis enfeksiyonu olgusu gelistigi sanil-
maktadir. Tek basina bu rakam bile bu enfeksiyo-
nun ne denli blyik bir sorun oldugunu ortaya ko-
yabilmektedir. Amerika Birlesik Devletleri’nde her
yil 4 milyon yeni C.trachomatis enfeksiyonu olus-
tugu ve etkenin gorilme oraninin cinsel aktif kadin
populasyonunda %210, cinsel hastaliklar klinigine
basvuran hasta populasyonunda ise %25-40 oldugu
bildirilmektedir. Enfekte annelerden dogan bebek-
lerde bu enfeksiyona yakalanma orani yaklasik %
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65°tir (7,8). Kanada’da yapilan genis kapsamli epi-
demiyolojik bir calismada Manitoba’da pelvik enf-
lamatuar hastalik ve ektopik gebelik nedeni ile
klinige basvuran kadinlarin yaklasik %74’tnde
C.trachomatis etken olarak bulunmustur (9).

Cheng ve ark. (10) 1138 asemptomatik erkegin
Uretral sUrintulerinde PCR, ligase chain reaction
(LCR) ve hcre kultira yontemleriyle Chlamydia
trachomatis’i arastirmislar; LCR, PCR yontemleri-
nin hicre kiltirine kiyasla daha duyarli oldugunu
ancak (¢ yéntemin 6zgllliglinan birbirine benzer
oldugunu bildirmislerdir. Yapilan baska bir calis-
mada 800 idrar (607 kadin ve 193 erkek) ve 926
srlinti 6rne@inde transcription mediated amplifi-
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cation (TMA) ve hicre kdltirt yontemleri ile C.
trachomatis varligi arastirilmis ve idrar érneklerin-
de TMA yoénteminin duyarliligi %91.2 ve 6zgilli-
gl %99.6 olarak saptanirken ayni yéntemle siriinti
orneklerinde duyarhihk ve 6zglllik %100 olarak
bulunmustur. Ayni calismada, hiicre Kkultaranin
duyarhhgr idrar 6rneklerinde %77.2, 6zgulligu %
99.5; strunt érneklerinde ise duyarlili§i %71.8 ve
6zgulluglh %100 olarak bildirilmektedir (11).

Olafsson ve ark. (12) yiksek risk grubunda yer
alan 203 kadinda serviksten alinan siriintt 6rnekle-
rinde McCoy hticre kultiri ve PCR yontemleriyle,
ayni hastalarin idrar 6rneklerinde ise PCR yonte-
miyle C. trachomatis’i arastirmiglardir. Servikal
siriinti érneklerinin 34’Gnu hicre kaltard yonte-
miyle, 38’ini PCR ydntemiyle; idrar érneklerinin
37’sini PCR yodntemiyle C. trachomatis yoniinden
pozitif bulmuslardir. Servikal strintt érneklerinde
sirasiyla hiicre kiltiri ve PCR ydntemlerinin du-
yarhhgini %87 ve %92 olarak; idrar érneklerinde
PCR yonteminin duyarhhgini %95 olarak bildir-
mislerdir. Yapilan baska bir ¢alismada genelev
kadinlarinda Enzym Linked Immuno Sorbent As-
say (ELISA) ve PCR yontemleriyle C. trachomatis
arastirlimis ve PCR testinin duyarlihgi %57.9, 6z-
gUllagu ise %61.2 olarak bulunmustur (13).

Goessens ve ark. (14) farkli molekiler metodlar
(TMA, LCR ve PCR) uygulayarak ilk akim idrari
orneklerinde C. trachomatis varligini arastirmislar,
tim yontemlerle 6zgullugin %99’dan fazla ve C.
trachomatis prevalansini %7.7 olarak bildirmisler-
dir. Yapilan baska bir calismada arastirmacilar
PCR ve LCR yontemlerini kultlir yontemiyle karsi-
lastirmislar; PCR ve LCR yéntemlerinin daha du-
yarh olduklari kanisina varmislardir (15). Bu ¢alis-
mada kriptik plazmid gen bdlgesinin hedef alindigi
PCR ve ger¢ek zamanli PCR yontemlerinin ikisin-
de de ayni ornekte C. trachomatis DNA pozitif
bulundu.

Sonug olarak C. trachomatis DNA arastirilmasinda
iki PCR yontemi arasinda fark bulunamadi.
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