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OZET

Amagc: Bu ¢alismanin amac genital Chlamydia trachomatis enfeksiyonlarmin tanmsm-
da hibridizasyon ve direkt floresan antikor testlerinin giivenilirligini aragtirmaktir.
Gere¢ ve Yontem: Yiiz infertil kadindan alinan servikal siiriintii 6rnegi hibridizas-
yon, direkt floresan antikor testi ve altin standart tan1 yontemi olan hiicre kiiltiir
yontemi ile incelenerek testlerin duyarhhk, o6zgiilliik, pozitif ve negatif prediktif
degerleri karsilagtirilmigtir.

Bulgular: Orneklerin 11’inde hiicre kiiltiirii ile C. trachomatis saptanmistir. Direkt
floresan antikor testi ile 7, hibridizasyon testi ile 19 6rnek pozitif bulunmustur.
Direkt floresan antikor ve hibridizasyon testleri i¢in duyarhhik sirasiyla %54.,5,
%81,8; ozgiilliikk %98.9, %88,8; pozitif prediktif deger %85,7, %A47,4; negatif pre-
diktif deger %94,6, %97,5 olarak hesaplanmsgtir.

Sonug: Sonug olarak C. irachomatis tamsinda tek bir yontemin yeterli duyarhhk ve
ozgiilliige sahip olmadigi, alinan sonug¢larm ikinei bir yontem ile dogrulanmasi gerek-
tigi ve hibridizasyon yonteminin diger yontemlere oranla hizli ve etkin oldugu sonu-
cuna varilmistir.

Anahtar kelimeler: Chlamydia trachomatis, tam, hibridizasyon, hiicre kiiltiirii,
antikor

ABSTRACT

Objective: The aim of this study was to compare the reliability of hybridization and

direct fluorescent antibody tests for the diagnosis of genital Chlamydia trachomatis

infections.

Material and Methods: Cervical specimens from 100 infertile women were evaluated

with hybridizasyon, direct fluorescent antibody tests, and cell culture method known

as a gold standard, and also sensitivity, specificity, positive and negative predictive

values of the three methods were compared.

Results: C. trachomatis was isolated in cell cultures of 11 samples. Seven and 19

positive samples were found respectively through direct fluorescent antibody, and

hybridization tests identified 7, and 19 positive samples, respectively. Direct fluores-

cent antibody tests demonstrated 54.5 % sensitivity, 98 % specificity, 47.4 % positi-

ve, and 94.6 % negative predictive value, while the corresponding percentages for  Anndig tarih: 21.07.2011

hybridization tests were 81.8, 88.8, 47.4, and 97.5 %, respectively. Kabul tarihi: 22.07.2011

Conclusion: It was concluded that a single method has not sufficient sensitivity and

specificity for the establishment of a definitive diagnosis C. irachomatis infection, Yazisma adresi: Yrd. Dog¢. Dr. Talat Ecemis,
and the results should be confirmed by other methods the hybridization method being ~ Celal Bayar Universitesi, Tip Fakiiltesi, Tibbi

more rapid and effective than the other methods. Mikrobiyoloji - Anabilim Dali, Uncubozkdy-
Manisa
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GIRIS

Chlamydia trachomatis, cinsel yolla bulagan has-
taliklara neden olan etkenler arasinda en sik izole
edilen mikroorganizmalardan biridir. Siklikla erkek-
lerde iiretrite, kadinlarda asemptomatik servisite
neden olur ve tedavi edilmeyen infeksiyonlar tireme
sisteminde ciddi komplikasyonlara yol acabilir.
Infertilite, ektopik gebelik, kronik pelvik agr1 gibi
sekellerle seyreden pelvik inflamatuvar hastalik (PID),
infeksiyonun dnemli bir komplikasyonudur V.

Son zamanlara kadar, klamidya infeksiyonlarinin
tanisi, “altin standart” olarak kabul edilen hiicre kiil-
tiirii yontemine dayanmaktaydi. Ancak, klinik 6rnegin
alimmasi, taginmasi, saklanmasi asamalarinda, etkenin
canliligint yitirmesi sonucunda hiicre Kkiiltiiriiniin
duyarlilig1 olumsuz yonde etkilenmektedir. Bu neden-
le, direkt fléresan, enzim immiinoassay, DNA prob
teknikleri, polimeraz zincir reaksiyonu, ligaz zincir
reaksiyonu, transkripsiyon aracili amplifikasyon gibi
niikleik asit amplifikasyon testleri gelistirilmistir.
Tiim bu testlerin duyarlilik ve 6zgiilliikleri, ekonomik
sonuglar yaninda rutin mikrobiyoloji laboratuvarinda
uygulanabilirliginde farkli yaklagimlar ve tercihler
s6z konusu olabilmektedir ®. Niikleik asit amplifikas-
yon testleri, az sayida mikroorganizmay1 saptayabilen
yliksek duyarlilikta testlerdir ve rutin servikal 6rnek-
lerde C. trachomatis saptanmasinda giivenle kullanil-
maktadir. Yeni gelistirilen ve siklikla laboratuvarlarda
kullanilan diger testlerin etkinligi ve verimliligi ile
ilgili veriler degiskenlik gostermektedir .

Bucalismada,servikal 6rneklerde C.trachomatis’in
saptanmasinda kullanilan hibridizasyon ve Direkt
Floresan Antikor (DFA) testlerinin giivenilirligi, stan-
dart yontem olan hiicre kiiltiiri ile karsilastirilarak
degerlendirilmisgtir.

GEREC ve YONTEM
Klinik ornekler

Tiip bebek merkezine bagvuran ve servisit yakin-

64

Izmir Dr. Behget Uz Cocuk Hast. Dergisi 2011; 1(2):63-68

mast olmayan toplam 100 infertil kadin hasta ¢aligma
kapsamina alindu.

Bilgilendirilmis onami1 alinmig her hastadan, hticre
kiiltiirii, DFA ve hibridizasyon testleri i¢in ayr1 ayri
endoservikal stirtintii 6rnegi alindi. Servikste gecis
zonundan, endoiiretra meatusundan 2-4 cm igeriye
sokulan dakron ekiivyon 10-30 saniye, 360 derece
dondiiriilerek alinan 6rneklerde, olabildigi kadar ¢ok
epitel hiicresi toplanmasina, mukus icermemesine ve
ekiivyonun vajen mukozasina degmemesine dikkat
edildi. Hicre kilttiri ve DFA igin kullanilacak olan
ornek, Chlamydia transport medium iceren tiiplere
(Eurotubo®,  Deltalab, aktarildi.
Hibridizasyon testi i¢in kullanilacak 6rnekler ise tire-

Ispanya)

tici test firmasinin 6rnek tagima tiiplerine (GenProbe®,
Inc., San Diego, Amerika Birlesik Devletleri) konul-
du. Ornekler laboratuvara ulasincaya kadar +4°C’de
bekletildi, testler uygulanincaya kadar -80°C’de sak-
landu.

Hiicre Kiiltiiri

McCoy hiicreleri kullanilarak “shell vial” hticre
kiltliri yontemi uygulandi. Ardigik pasajlarla iireti-
len hiicrelerin bulundugu flasklara tripsin ilave edil-
di, 37°C’ de 5-10 dk. inkiibe edildi ve ayrigmalari
saglandi. Hiicreler “Growth” Soliisyonu (GS)
(Biochrom, Berlin, Almanya) konulmug (25 cm?
flask i¢in 4 mL) flasklara aktarildi ve %5 CO,’li etiiv-
de 37°C’de tam bir tabaka olusturana kadar inkiibe
edildi. Daha sonra shell vial siselerine (Borkim,
Istanbul, Tiirkiye) aktarildi ve %5 CO,’li etiivde
37°C’da 24-48 saat inkiibe edildi. Dondurucudan
cikarilan ornekler vortekslendi. Her ornek McCoy
iceren iki shell-vial tiiptine, por ¢cap1 0.45 pm olan
filtreden gegirilerek ekildi ve 1750Xg’de 60 dk. sant-
rifiijlendi. Oda 1sisinda bir saat bekletildikten sonra
tiiplerin i¢indeki ortam aspire edilerek uzaklastirildi
ve hiicrelerin tizerine “idame” besiyeri (Biochrom,
Berlin, Almanya) eklendi. Shell vial tiipleri 37°C’da
%35 CO,’li ortamda 48 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon
bitiminde shell vialller icindeki lameller lam tizerine
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alind1 ve soguk asetonda 10 dk., -20 °C’da bekletile-
rek fiske edildi. Yikamalar sonrasinda lameller, 25 pl
C. trachomatis’in di3 membran proteinine (Major
Outer Membrane Protein=MOMP) kars1 olusmusg ve
Fluorescein Isothiocyanate (FITC) ile isaretlenmis
monoklonal antikor (Fluorotect Chlamydia®, Omega
Diagnostics, Iskogya) ile boyandi ve 37°C’da nemli
ve karanlik ortamda 30 dk. bekletildi. Yikama sonra-
sinda lameller floresan mikroskobunda X400 biiyiit-
mede incelendi. Parlak elma yesili yansima veren bir
veya daha fazla hticre iceren 6rnekler pozitif olarak
kabul edildi.

DFA testi

DFA teknigi i¢in, C. trachomatis’in MOMP anti-
jenine karst ve FITC ile isaretlenmis monoklonal
antikorlar iceren Fluorotect Chlamydia® kiti (Omega
Diagnostics, Iskocya) kullanildi. Ependorflardaki
ornekler santrifiijlendi ve elde edilen ¢okelti sitospin-
lendi, aseton ile -20°C’da 10 dk.’da lama fiske edilen
stirlintli 6rnegi, monoklonal antikor ile boyandi.
Hazirlanan preparatlar X400 biiytitmede floresan
mikroskopu ile incelendi. Siiriintii 6rneklerinde yete-
ri sayida epitel hiicresinin bulunmus olmasina dikkat
edilerek tli¢ veya daha fazla elma yesili fl6resan
veren, diizgiin kenarli yuvarlak veya oval elementer
cisim iceren ornekler pozitif kabul edildi.

Hibridizasyon testi

Bu caligsmada, endoservikal orneklerden C. trac-
homatis ve/veya N. gonorrhoaea’y1 saptayan bir
DNA probe testi olan hibridizasyon bazli PACE 2C®
testi (GenProbe, Inc., San Diego, Amerika Birlesik
Devletleri) kullanildi. Bu testte, hedef organizmanin
ribozomal 16 s RNA’sina komplementer olan kemilu-
minesan madde ile isaretlenmis tek sarmalli DNA
probu kullanildi. Kit icerigindeki liyofilize prob, 6ne-
riler dogrultusunda “hibridizasyon buffer” ile homo-
jen siispansiyon haline getirildi. Hazirlanan 6rnekler
ve kontrollerden 100 pl tiiplere dagitildi, tiipler man-

yetik tepsiye dizildi ve iizerine hazirlanmis prob
soliisyonundan 100 pl eklendi. Tiiplerin tizeri koru-
yucu kart ile kapatildi ve 60°C’lik su banyosunda
tiipler 1 saat inkiibe edildi. Her tiipe 1 ml ayrigtirma
cozeltisinden koyuldu ve 60°C’lik su banyosunda 10
dk. inkiibe edildi. igindeki sivi bosaltilarak yikama
stvist kondu ve 20 dk. oda 1sisinda inktibe edildi.
Stipernatan atilarak dipteki ¢okelti homojen hale
getirildi ve kontrollerle birlikte luminometrede
(GenProbe Leader 450®, GenProbe, California,
Amerika Birlesik Devletleri) okutuldu. Sonuglar
“rolatif 191ma tinitesi” (RLU) olarak tespit edildi. Test
sonuglari, 6rnek ile negatif referanslarin ortalamasi
arasindaki fark hesaplanarak bulundu. Uretici firma
onerileri dogrultusunda “cut-off” degeri hesapland:.
Bu degerin tizerindeki ornekler pozitif olarak kabul
edildi.

Test Sonuclarimin Analizi

Hiicre kiiltiirtinde alinan sonuglar altin standart
kabul edilerek, DFA ve hibridizasyon testlerinin
sonuglart SPSS v.12 istatistik programi (SPSS Inc.
Chicago, IL, Amerika Birlesik Devletleri) ile bilgisa-
yarda analiz edildi. Standart istatistik yontemleri ile
(duyarlilik, o6zgiilliik, pozitif ve negatif prediktif
degerler, test gecerliligi) hesaplandi.

BULGULAR

Hasta grubunun yaslar1 23 ile 48 arasinda degis-
mekteydi ve yas ortalamasi 34.1°di. Hastalarin 93’
birincil, 5°i ikincil nedenlerle infertildi. ki hastadan
bu konuda veri elde edilemedi. Hiicre kiiltiiriinde
toplam 100 olgunun 11’inde (%11) C. trachomatis
saptandi. DFA ve hibridizasyon testlerinde ise sira-
styla 7 (%7) ve 19 (%19) 6rnek pozitif olarak bulun-
du (Tablo 1).

DFA ve hibridizasyon testi ile elde edilen sonug-
larn, hiicre kiiltiirti altin standart kabul edilerek yapi-
lan degerlendirmesinde, DFA yontemi ile pozitif
bulunan yedi hastanin birinde hiicre kiltiirii ile
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uyumsuzluk saptandi. DFA negatif oldugu saptanan
bes olguda hiicre kiiltiirii pozitifti. Buna gére, DFA
icin duyarlilik %54.5, 6zgiillik %98.9, pozitif pre-
diktif deger %85.7, negatif prediktif deger %94.6
olarak hesaplandi (Tablo 2).

Hibridizasyon yontemi ile pozitif saptanan 19
hastadan dokuzunda hiicre kiiltiirii pozitif bulunur-
ken, 10’unda negatifti. Hiicre kiiltiirii pozitif iki has-
tada ise hibridizasyon testi negatifti. Bu iki Grnegin
yinelenen hiicre kiiltiirlerinde ayni sonug elde edildi.
Iki test arasinda uyumsuzlugun oldugu diger 10
ornek icin, C. trachomatis ve Neisseria gonorrhoeae
ayrimini kesinlestirmek amaciyla, bu mikroorganiz-
malar1 ayr1 ayri belirleyen PACE 2 CT ve PACE 2
NG testleri ikinci kez tekrarlandi. Sonuglar C. trac-

Tablo 1. Hiicre Kiiltiirii, DFA testi ve hibridizasyon testi
sonuclari.

Hiicre kiiltiirii DFA testi  Hibridizasyon testi

Pozitif 11 7 19
Negatif 89 93 81
Toplam 100 100 100

Tablo 2. Hiicre kiiltiirii ve DFA test sonuclarmin karsilastir-
masl.

Hiicre Kiiltiiri

Pozitif Negatif Toplam**
DFA Pozitif (%)* 6 (54.5) 1(1.1) 7
Negatif (%)* 5 (45.5) 88(98.9) 93
Toplam** 11 89 100

*Hiicre kiiltiindeki orant
**Toplamdaki yiizde oranlart sayiarla ayn

Tablo 3. Hiicre Kkiiltiirii ve hibridizasyon test sonuclarimn
karsilastirmasi.

Hiicre Kiiltiiri

Pozitif Negatif Toplam**
PACE 2 Pozitif (%)* 9 (81.8) 10(11.2) 19
CT/NG  Negatif (%)* 2(18.2) 79 (88.8) 81
Toplam** 11 89 100

Hiicre kiiltiindeki oranm
**Toplamdaki yiizde oranlar: sayiarla ayn
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homatis icin cut-off degerinin en az 3 katt RLU
degerlerindeydi ve C. trachomatis pozitif olarak
degerlendirildi. Hiicre kiiltiirii ile hibridizasyon testi
sonuglart karsilagtirlldiginda ise duyarlilik %81.8,
ozgitillik %88.8, pozitif prediktif deger %47.4, nega-
tif prediktif deger %97.5 hesaplandi (Tablo 3).

Orneklerin tiimiinde; hiicre kiiltiirii, DFA ve hibri-
dizasyon testi sonuglar1 kargilastirildiginda; toplam
tic ornek tlim yontemlerde pozitif, 79 6rnek negatif,
18 ornekte ise li¢ testin sonuglart birbiri ile uyumsuz
bulundu.

TARTISMA

C. trachomatis tanisinda rutin kullaniminda segi-
lecek testin, basit, ucuz ve kolay olmasi, kullanim
yayginligini etkileyecek onemli faktorlerdir. Niikleik
asit amplifikasyon testlerinde duyarlilik ve 6zgiilliik
acisindan farkli sonuclar elde edilse de, diger testlere
gore daha giivenilir sonuglar bildirilmektedir .
Ancak test maliyeti, teknik zorluklar, kontaminasyon
riski, 6rnekteki inhibitér maddelerin varligi gibi fak-
torler, bu testin yaygin kullaniminin 6ntinde engeller
olusturmaktadir. Nispeten daha ucuz ve pratik testle-
re yonelmek, ozellikle gelismekte olan iilkeler igin
degerlendirilmesi gereken alternatiflerdir. Bu alterna-
tiflerden biri olarak test ettig¢imiz hizli, pratik ve ucuz
bir test olan DFA testi i¢in bircok ¢calismada %50-70
arasinda duyarlilik oranlart bildirilmistir. Calisma-
mizda %98.9 gibi oldukca yiiksek 6zgiilliik elde edi-
lirken, %54.5 gibi goreceli diistik bir duyarlilik
bulunmustur. DFA testinde sonuglar1 etkileyen en
onemli faktorler ornegin alinmasi ve sonuglarin
degerlendirilmesidir. Gerek DFA testinde, gerekse
hticre kiilttirtinde, 6rneklerin uygun kosullarda alin-
mas1 ve laboratuvara gonderilmesi, test sonuglarini
birincil olarak etkileyen ilk ve en 6nemli asamadir.
Ornek miktarinin yetersiz olmasi, yeterli sayida
hiicre olmamasi, mukuslu, hemorajik nitelikte 6rnek
alimmas! yanlig negatif sonuclara neden olup, test
duyarhiligini azaltmaktadir. Urogenital klamidya
infeksiyonu tanisi i¢in laboratuvara gonderilen 6rnek-
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lerin en az %10 unun uygunsuz oldugu, tiretral/servi-
kal epitel icermedigi veya eksiida icerdigi gosteril-
mistir ve bazi durumlarda bu oranin %30’a kadar
ciktigr bildirilmistir ®. Tim floresan mikroskopi
degerlendirmelerinde oldugu gibi, DFA testinin
degerlendirilmesi, testin diger bir 6nemli agamasidir.
Degerlendirmenin subjektif olmasi testin duyarligini
ve Ozgiilliigiinii ciddi olarak etkilemektedir. Non-
spesifik boyanmalar ayirt edilmelidir, az sayida ink-
liizyon cisimcigi igeren orneklerde yanlis negatiflik-
lere neden olabilecegi unutulmamalidir. Dolayisiyla,
degerlendirecek kisinin egitimli ve deneyimli olmasi,
bu test i¢in ¢ok 6nemlidir. DFA testinin diistik duyar-
lilig1, bu testin “tarama testi” olarak kullanilmasini
engellemekte, bu amag icin 6zellikle negatif sonug-
larda, diger bir yiiksek duyarliliktaki test ile kullanil-
masini zorunlu hale getirmektedir.

Hiicre kiiltiirti ile hibridizasyon test sonuglar1 kar-
silastirildiginda, hibridizasyon testinin duyarhiligi
%81.8, ozgiilliigli %88.8, pozitif prediktif degeri
%47.4 ve negatif prediktif degeri %97.5 olarak
hesaplandi. Son yillarda molekiiler testlerle yapilan
karsilagtirmali calismalarda, hticre kiiltiirtintin “altin
standart” olma 6zelliginde sorunlar yasanmakta olup,
hticre kiiltiirtiniin de icinde bulundugu test kombinas-
yonlar1 referans yontem olarak kullanilmaktadir ©.
Hiicre kiiltiirtintin, amlifikasyonlu veya amplifikas-
yonsuz niikleik asit testleriyle yapilan kargilagtirmalt
caligsmalarinda, hiicre kiiltiirii referans olarak alindi-
ginda, bu testlerin duyarliliklart %60-97 arasinda
degismektedir . Negatif sonuglarda ise uyum g¢ok
iyi olup, bir¢ok c¢aligmada %100’lere kadar varmak-
tadir. El-Sayed ve ark.’nin @, bu calismaya benzer
sekilde yaptig1 karsilagtirmali ¢aligmada, hticre kiiltii-
riinde pozitif olan 25 6rnek, hibridizasyon testi ile de
pozitif bulunmus, ayrica ek olarak hibridizasyon testi
ile 15 pozitif sonug daha elde edilmistir. Calismamiz-
daki sonuclarda, hiicre kiiltiiri ile pozitif bulunan 11
ornegin dokuzu hibridizasyon testi ile de pozitif
bulundu, El-Sayed’in calismasina benzer sekilde,
hticre kiilttirtintin negatif buldugu 10 6rnekte daha
hibridizasyon testi ile pozitif sonuc¢ elde edildi.

Referans yonteme gore pozitif bulunan bu 6rnekler
icin PACE 2 CT ve PACE 2 NG testleri ayr1 ayr1
yinelendi ve ayni sonu¢ alindi. Yinelenen testlerde
cut-off degeri 362 RLU olarak hesaplandi ve 6rnekler
1694 ile 41858 RLU arasinda bulundu. Yapilan bir-
cok calismada PACE?2 testine ait RLU cinsinden elde
edilen sonug degerleri ile gercek pozitiflik arasinda
bir korelasyon oldugunu 6ne stirtilmiigtiir ¢’®. Bebe
ve ark. ©, RLU degeri 2.000’den biiyiik 6rneklerin
9%99,7’sinin diger yontemlerle pozitif oldugunu gos-
termis ve bu degerlerin iizerindeki sonuclarda ilave
bir teste gerek olmadigint bildirmistir. Blanding’in ®
calismasinda ise tiim pozitif sonuclarin RLU degerle-
ri 983 ve lizerinde bulunmustur. Negatif sonuclari
ikinci kez yineleyen arastirmacilar, dort testin ti¢tinii
600 RLU, birini 1000 RLU degerinde bulmustur.
Ayrica, kiiltiir sonuclari negatif oldugu zaman PACE
2CT testi yinelendiginde, sonug cut-off degerinin 3
kat1 tizerinde bir RLU degerine sahip ise, bu 6rnegin
sonucunun gercek pozitif olarak kabul edilmesi 6ne-
rilmisgtir ©19. Caligmamizda yinelenen PACE 2 CT/
NG sonuglarinda, pozitif bulunan o6rneklerde en
diistik RLU degeri 1694, en yiiksek RLU degeri ise
41.858 olarak saptandi ve tiim hastalarin sonuglari
C. trachomatis pozitif olarak degerlendirildi.

Referans yontem kabul edilen hiicre kiiltiiriiniin
10 hastadaki negatif sonuglar1 ve dolayisiyla hiicre
kiiltiiriiniin “altin standart” olma 6zelligi bircok calig-
mada oldugu gibi bu ¢alismada da tartisilacak nitelik-
tedir. Degerlendirme ¢ok onemli olup, egitimli ve
tecriibeli kisi gerektirmektedir. Calisgmamizda shell-
vial kiiltiir sonuglar1 en az iki deneyimli mikrobiyo-
log tarafindan degerlendirilmis olup, bu konuda bir
sorun yasanmamistir. Bu negatif sonuclar, 6rnegin
alinmasi ve tasinmasi asamasindaki aksakliklara
bagh olabilecegi gibi, test asamalarindaki teknik bir
nedenden kaynaklanabilir. Cansiz organizmalar hib-
ridizasyon testinde pozitifliklere neden olmug olabi-
lir.

Bu caligmada, servikal oérneklerde C. trachomatis
tanist i¢in glinlimtizde tek bagina higbir testin kusur-
suz bir duyarlilik ve 6zgiilliige sahip olmadig1, alinan
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sonuglarin bir diger test ile dogrulanmasinin gerekli

oldugu sonucuna varildi. Duyarhilik ve o6zgilligi

yliksek, is ylki daha hafif, kolay uygulanabilen bir
test olan hibridizasyon testi objektif degerlendirme

kriterleri ile 6ne ¢ikmaktadir.
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