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1. GIRIS VE AMAC

Uriner sistem infeksiyonlar: toplumun genelini ilgilendiren, sebep oldugu sekeller
ile sistitten tirosepsise kadar genis bir yelpazede karsimiza ¢ikabilen ciddi enfeksiyonlardir.
Bu infeksiyonlar toplum kokenli olabilecegi gibi hastane kokenli de olabilir. Hem toplum
kokenli hem de hastane kokenli infeksiyonlarda en sik izole edilen etken Escherichia coli
(%50-%90) ‘dir. Goriilme sikligi bakimindan E. coli’ yi Enterobactericeae iiyelerinden
Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis, Enterobacter spp. takip eder (1). Bununla
birlikte yavas tireyen ya da kiiltiirde tretilmesi zor mikroorganizmalar igin rutin
mikrobiyolojik yontemler yetersiz kalabilmektedir. Bu durumda semptomu olan hastanin
tanisinin konmasi zorlagsmakta, ileri tani testlerinin miimkiin olmadigi durumlarda ise
imkansiz hale gelmektedir.

Rutin mikrobiyolojik incelemede, uygun kosullarda elde edilen orta akim idrarinda
veya sonda ile alinan idrar 6rneginde 10°/mm®te iizerinde bakteri kolonisinin tespiti tani
koydurucudur (2). Bu durumda geleneksel mikrobiyolojik yontemler ile iiriner sistem
infeksiyonuna neden olan etkenler tanimlanip antibiyotiklere karst duyarliliklar belirlenir.
Bu yontemlerin sonugsuz kaldigi durumlardan biri olan steril piyiiri, klinik bir sorun
olmakla birlikte mikrobiyal ve mikrobiyal olmayan pek g¢ok neden sonucu
gelisebilmektedir

Chlamydia trachomatis, Mycoplasma spp., Ureaplasma spp., Neisseria spp. ve
tiiberkiiloz gibi atipik ya da zor iireyen mikroorganizmalarin neden oldugu iiriner sistem
infeksiyonlarinin rutin mikrobiyolojik tan1 yontemler ile saptanmalart giigtiir (3). Standart

1



mikrobiyal kiiltiirde {ireme olmaksizin, idrarda >10/HPF (high-power field) 16kosit
bulunmasi durumu steril piyiiri olarak adlandirilir (4). Kiiltiirde tretilmesi zor ve yavas
tireyen bu tiir mikroorganizmalarin tesptinde polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) gibi
molekiiler tekniklerin kullanilmasi oldukga faydalidir (5).

Bu c¢alismada; steril piytrili hastalarda Chlamydia trachomatis, Mycoplasma
genitalium, Mycoplasma hominis, Ureaplasma urealyticum, Mycobacterium tuberculosis
ve Neisseria gonorrhoeae gibi kiiltiirde {iretilmesi zor mikroorganizmalarin varligin1 PZR

ile saptamay1 amagladik.



2. GENEL BILGILER

Uriner sistem infeksiyonu terimi asemptomatik bakteriiiriden, Sepsisle seyreden
akut piyelonefrite kadar degisebilen ¢ok farkli klinik durumlar icermektedir. Uriner sistem
infeksiyonlar1 giinlimiizde, tiim yas gruplarinda, hastane veya toplumsal kaynakli olmasi
fark1 gozetilmeksizin hekimlerin en sik karsilastiklar bakteriyel infeksiyonlardir. Bakteritiri
ve piylrinin eslik ettigi bu infeksiyonlarda, iiropatojenlerin ¢ogu kolon florasindan
kaynaklanmaktadir. Bu patojenler siklikla rutin mikrobiyolojik tanit yontemleri ile
tanimlanabilmekle birlikte iiriner sistem infeksiyonuna yol agan bazi mikroorganizmalarin
tanimlanmasi i¢in rutin tetkikler yeterli olamamaktadir. Rutin mikrobiyolojik yontemlerle
saptanamayan ancak iiriner sistem infeksiyonuna yol agabilen bazi mikroorganizmalara ait

ozellikler asagida belirtilmistir (6, 7).

2.1. Mikoplazmalar

Mikoplazmalar; Mollicutes siifinin, Mycoplasmatales takimindaki
Mycoplasmataceae ailesinde yer alan, bilinen en kiigiik serbest yasama yetenegine sahip
canlilardir. Mycoplasmataceae ailesinde Mycoplasma ve Ureaplasma olmak fiizere iki cins
bulunmaktadir (8). Ilk mikoplazma bakterisi 1898’de Nocard ve Roux tarafindan
sigirlardan izole edilmis olup 1937°de de Dienes ve Edsal tarafindan insanlardan izole

edilmistir (9).



Insanlarda infeksiyon etkeni olarak saptanmis 15 mikoplazma tiirii bulunmasina
ragmen bunlardan dort tanesi siklikla klinikte karsimiza ¢ikar. Bunlar; Mycoplasma
pneumoniae, M. hominis, M. genitalium ve U. urealyticum’dur. Mycoplasma pneumoniae,
pnémoniye neden olurken M. hominis, M. genitalium ve U. urealyticum siklikla tirogenital
sistem infeksiyonlarina yol agar ve genital mikoplazmalar olarak adlandirilirlar (10, 11).
Daha az siklikta ise M. fermentans, M. penetrans, M. primatum ve M. spermatophilum
goriilebilmektedir (12). Ureaplazma tiirlerinden ise sadece U. urealyticum insanda
patojendir. Dogada ¢ok yaygin bulunmalar1 ve insanlarda kommensal olarak baslica oral ve
genital mukozada yerlesmis olmalari, bu mikroorganizmalarin her zaman gergek bir
infeksiyon nedeni olup olmadiklarinin sorgulanmasina yol agmistir (8).

Genital kanal 6rneklerinde pozitif kiiltlirlerinin saptanmasinin ardindan uzun siire
patolojik Onemi ortaya konamamistir. Ancak bazi mikoplazma tiirlerinin digerlerinden
onem bazinda ayrilmasinin ardindan, cinsel yolla bulasan hastaliklarin patogenezine

belirgin oranda agiklik getirilmistir (13).

2.1.1. Mikoplazmalarin Mikrobiyolojik Ozellikleri

Mikoplazmalar diger bakteri ve viriislerde bulunmayan ve sterol i¢eren ii¢ katmanli
bir hiicre membrani ile g¢evrilidirler, ancak hiicre duvarlar1 bulunmamaktadir. Boyutlari
150-250 nm olup, elastiki hiicre yapilar1 ile bakterileri siizebilen filtrelerden
gecebilmektedirler (14). Bu 6zelliklerinden dolayr onceleri viriis sanilmis, (15) ancak hem
deoksiriboniikleik asit (DNA) ve hem de riboniikleik asit (RNA) igermeleri ve in vivo
kosullarda ekstraseliiler yasayabilmelerinden dolayr bu gruptan ayrilmislardir. Hiicre
duvarlarinin olmamast nedeniyle diger bakterilerin L formlar1 olduklari disiiniilen
mikoplazmalarin; L formlarinin aksine sterol icermeleri, uygun cevresel kosullarda hiicre
duvar1 olan forma doéniismemeleri (16) ve bilinen hicbir bakteriyle DNA homolojisi
gostermemeleri nedeniyle ayri bir cins olduklar1 kabul edilmistir. Hiicre duvarlari olmadigi
icin gram boyama ile boyanamazlar ve beta laktam antibiyotiklere dogal direnglidirler.

Kuru ortam ve ozmotik basinca karst duyarli olan mikoplazmalar Giemsa veya Castaneda



boyalari ile boyanabilirler. Hareketsiz ve kapsiilsiiz olup; karanlik saha mikroskopu ya da
faz kontrast mikroskopu ile goriintiilenebilirler (8, 17).

2.1.2. Mikoplazmalarin Siniflandirilmasi

Uzun yillar boyutlari nedeniyle bakteriden ¢ok virlis sinifina yakin bulunan
mikoplazmalarin bagli bulundugu Mollicutes smifinin, molekiiler filogenetik rRNA
calismalar1 sonucunda laktobasil grubuna ait Gram-pozitif bakterilerin dejenerasyonundan
orijin aldig1 ortaya konmustur (9). Mollicutes sinifi; Mycoplasmatales, Entomoplasmatales,
Acholeplasmatales ve Anaeroplasmatales takimlarindan olusmaktadir.

Mycoplasmatales ailesi Mycoplasma ve Ureaplasma cinslerini icerir. Mycoplasma
cinsi ¢esitli bitki ve hayvanlarda, memeliler, bocekler, kuslar ve siiriingenlerde kommensal,
paraziter ya da patojen olarak bulunan yiizden fazla tiir icerir (18, 19). Ureaplazmalar "T
mikoplazmalar" olarak da bilinirler ve iireaz olusturarak iireyi pargalama Ozellikleri
nedeniyle ayr bir cins olarak tanimlanmiglardir. On dort serotipi olmasina ragmen insanda
hastalik yapan tek tiir U. urealyticum 'dur (20). Tablo 1°de Mollicutes sinifina ait dort takim

ve Ozellikleri gosterilmistir.



Tablo 1: Mollicutes sinifina ait dort takim ve 6zellikleri (21).

Genom
Sterol
Smiflandirma bilyiikligiic.  G+C orani Diger
ihtiyaci
(kb)
Takim 1: Mycoplasmatales .
) Insan ve hayvanlarda
Aile 1: Mycoplasmataceae )
. Optimum iireme
Cins 1: Mycoplasma (+) 580-1,380 23-41 0
) 35-37°C
Cins 2: Ureaplasma (+) 730-1,160 27-30
Takim 2: Entomoplasmatales
Aile 1: Entomoplasmataceae
) Bocek ve bitkilerde
Cins 1: Entomoplasma (+) 790-1,140 27-29
) Optimum iireme
Cins 2: Mesoplasma O] 871-1,100 27-30 0
_ _ 30-37°C
Aile 2: Spiroplasmataceae
Cins 1: Spiroplasma (+) 940-2,200 25-31
Takim 3: Acholeplasmatales Hayvan, bocek
Aile 1: Acholeplasmataceae ve bitkilerde
Cins 1: Acholeplasma ) 1,500-1,690 27-36 Optimum iireme
30-37°C
Takim 4: Anaeroplasmatales
Aile 1: Anaeroplasmataceae Koyun ve biiylikbas
Cins 1: Anaeroplasma (+) 1600 29-33 Anaerobik
Cins 2: Asteroplasma ) 1600 40

2.1.3. Mikoplazmalarin Ureme Ozellikleri

Mikoplazmalar genel iiretim besiyerlerinde iiretilemezler. Uretilebilmeleri igin

besiyerinde %20-30 at serumu veya haben sivisi, pepton, sterol, maya ekstresi ve sigir kalp



infiizyon buyyonu gibi zenginlestirici maddeler olmalidir. Pek ¢ogu fakiiltatif anaerop olup
%5-10 CO;’li ortamda iyi irerler. Sivi besiyerlerinde bulaniklik olusturmayip renk
degisikligine neden olabilirler. Kat1 besiyerinde koloni merkezindeki iireme besiyerinin
derinligine dogru, periferindeki iireme ise yiizeyel oldugundan, tipik olarak ortas: kabarik
yanlari basik “sahanda yumurta” goriinimiinde (M. pneumoniae harig) koloniler
olustururlar. Ortalama koloni ¢ap1 200-300 nm biiyiikliigiinde olmakla birlikte embriyonlu
yumurta ve koryoallantoik zarda fiiretilebilirler. Doku kiiltiiriinde hiicre yiizeylerinde
tiretilebilir ve diger doku kiiltiirlerini kontamine edebilirler (22).

Ureaplazma tiirleri ise, sahip olduklar iireaz ile iireyi parcalamalari nedeniyle ayri
bir cins olarak tanimlanmasina ragmen hala iirenin iireaplazmalar i¢in enerji kaynagi olup
olmadigr bilinmemektedir. Koloni c¢aplar1 yaklasik 300 nm biyiikliigiinde olan bu
mikroorganizmalar, kat1 besiyerinde 1-4 giin gibi kisa siirede tirerler. Yiizde doksan bes N;
ve %5 CO; igeren ortamda ve sadece pH’s1t 6.5 veya daha diisiik olan besiyerlerinde
iiretilebilirler. Ureyi amonyaga parcalamalari sonucu bulundugu sivi ortamin pH’simi
yiikseltip fenol kirmizisi gibi indikatorlerin rengini saridan kirmiziya doéntstiiriirler. Bu

sekilde mikroorganizmanin tiremesi saptanabilir (22).

2.1.4. Mikoplazmalarin Antijenik Ozellikleri

Mikoplazmalarin ~ klinikte  ylizeyel infeksiyonlar olusturmalari nedeniyle
kolonizasyonunda adezyon proteinlerinin rolii biiytiktiir (23). Mycoplasma hominis’ in P50
ve P100 yiizey polipeptidleri okaryotik hiicrelere yapismayi saglar (23). P50 adezyon
proteinleri hiicre yiizeyindeki siilfatidlere baglanma gosterirken, rekombinant P50
proteinlerinin HeLa hiicrelerine baglanmasi yiiksek molekiiler agirlikli dekstronlarca inhibe
edilir. Stulfath glikolipidler ve diger glikokonjugatlar erkek ve kadin {irogenital sisteminde
yiikksek konsantrasyonda bulunurlar. Mycoplasma hominis’in bu hedeflerle spesifik
etkilesimi etkenin iirogenital sistem tropizmini agiklamaya yardimci olur. Mycoplasma
hominis’in P100 adezyon lipoproteini, hiicre membranindan peptid transportu igin substrat
baglayict bolgeye sahiptir (24). Mycoplasma hominis suslari; vaa (variable adherence-
associated) olarak adlandirilan ve alt1 farkli gen tipiyle kodlanan ve adezyonla iliskili ylizey
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proteinine sahiptir (25). Bu genin ifadesinin agilip kapanabilir 6zellikte olmasi ve C ucunun
yiiksek degiskenlik gostermesi yetersiz antikor yanitinin yani sira organizmanin bir
hiicreden digerine yayilmasini da saglar (26).

Mycoplasma genitalium ise; M. pneumoniae’da da bulunan ve antikor yaniti
olugmasi nedeniyle serolojik tanida da kullanilabilen P1 proteinine benzer, konak hiicre
yiizeyine adezyondan sorumlu MgPa adli bir yiizey proteinine sahiptir (26).

Ureaplasma urealyticum’un plazma membranindan elde edilen ti¢ fosfolipaz enzimi
(Al, A2, C) mikroorganizmanin viriilans: ile iliskilidir (27). Ureaplasma urealyticum
amniyonit, perinatal morbidite ve mortaliteyle iliskili olup tlirogenital sistemde fosfolipaz
tiretimiyle iliskili patolojik olaylar siirecini baslattigi bilinmektedir (28). Hem M. hominis
hem de U. urealyticum IgA proteaz ireterek salgisal IgA’y1 pargalaylp ve mukozal
invazyonlara neden olabilir. Ayrica lireaplazmalarin spermatozoon membranina yapisarak

sperm motilitesini azalttigi da saptanmistir (28).

2.1.5. Mikoplazmalarin Epidemiyolojisi

Sosyoekonomik diizey, yas, 1irk, cinsel aktivite, cok eslilik ve hormonal
degisikliklerin goriildiigli hamilelik donemi, mikoplazmalarin genitoiiriner sistemde
goriilme sikliklarina etki edebilen faktorlerdir (28, 29). Mikoplazmalarin ¢ocuk ve eriskin
yas gruplarinda, degisen siklikta genital kolonizasyonlar1 mevcuttur. Gelismekte olan fetiis,
anne lirogenital sistem florasindan korunmusken, dogum kanalindan gegisi takiben fetiisiin
bu mikroorganizmalarla kolonize oldugu bildirilmistir. Kiz bebeklerin  1/3’{inde
Ureaplazmalar izole edilirken, M. hominis ve M. genitalium igin bu oran daha diisiiktiir.
Erkek bebeklerde ise bu mikroorganizmalar daha az bulunur (30). Genital kolonizasyon
siklig1 puberte sonrasinda cinsel iliskinin varligi, cinsel es sayisi ve sosyoekonomik durum
ile dogru orantihidir. Avrupa ilkeleri ve Amerika i¢in 50 yas altinda genital mikoplazma
kolonizasyon siklig1 1/3—1/2 oraninda degismektedir (31).

Ulkemizde daha ¢ok M. hominis ve U. urealyticum arastirilmis olup, M. hominis
sikhigr %2-27 arasinda bulunmustur (32, 33). Gebe kadinlarda, genitoiiriner sistemde,
mikoplazma sikliginin arastirildigi bir ¢alismada ise U. urealyticum’un %44 oraniyla
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genital kanaldan en sik soyutlanan mikroorganizma oldugu saptanmistir. Gebe kadinlarda
gebe olmayanlara gore daha sik saptanmakla birlikte menopoz sonrasi mikroorganizmanin
izolasyon sikligi azalir (28, 29, 32). Fertil ve infertil kadinlarda genital mikoplazma
kolonizasyonunun arastirildigi bir diger ¢alismada ise infertil grupta iireaplazma sikhigi

%48,4 olarak bildirilmis ve kontrol grubuyla arasinda anlamli fark bulunmustur (34).

2.1.6. Ornek Toplanmasi

Genital mikoplazmalarin tretilmesinde; tretral, vajinal/servikal siiriintii 6rnekleri,
prostat sivisi, semen, idrar, kan, beyin-omurilik sivisi, amniyotik sivi, solunum yolu
stvilari, sinoviyal sivi ve perikard sivisi gibi c¢esitli viicut sivilar1 6rnek olarak kabul
edilebilir (35).

Siirtintii 6rnekleri plastik ya da aliiminyum sapli; dakron, kalsiyum aljinat ya da
polyester ekiivyonlar kullanilarak alinmalidir. Pamuklu ekiivyonlar toksik olabileceginden
dolayr kullanilmamalidir. Ekiivyon yiizeyinin antiseptik c¢ozeltiler, krem, jel veya
kayganlastiricilarla temasindan kaginilmalidir. Mikoplazmalarin ¢evre kosullarina duyarh
olmalari nedeniyle siiriintii Orneklerinin kurumasina izin verilmemeli ve toplandiktan
hemen sonra transport besiyerine (2SP-broth, SP-4, Shepard’s 10B-broth) alinmali ya da
hemen ekim yapilmalidir. Viicut sivilart ve doku drnekleri steril kaplara konulmalidir (29).

Tuzlu su organizmanin lizisine neden olacagindan dolayr doku Orneklerinin
nemlendirilmesinde kullanilmasi uygun degildir. Laboratuvarda doku ornekleri steril
transport tiipiinde homojenize edilmeli (%10 siispansiyon olusturacak sekilde) ve seri
olarak 10 ve 100 kat seyreltilmelidir. Bu islem doku iizerinde bulunabilecek hemoglobin,
toksik fosfolipidler, antikorlar veya komplemanlar gibi mikoplazmalarin {iremesini inhibe
edecek maddelerden mikroorganizmanin korunmasini saglar (35).

Ornekler siv1 besiyerine inokiilasyon oncesinde +4°C’de 24 saat bekletilebilir.
Kiiltiir islemi gecikecekse -70°C‘de dondurulup calisma dncesinde 37°C’de su banyosunda

hizlica ¢ozdiiriilmelidir (29, 35).



2.1.7. Mikoplazmalarin Laboratuvar Tamsi

Mikoplazmalarin laboratuvar tanisinda kiltiir, direkt tan1 yontemleri ve serolojik
yontemlerin yani sira molekiiler yontemler de kullanilmaktadir

a) Mikroskopi: Mikoplazmalar Gram negatif sayilmakla birlikte Gram boyama
teknigi ile iyi boyanamazlar. Giemsa ve Castenada boyalariyla iyi boyanirlarsa da ¢ok
kiiciik olduklart i¢in mikroskopide gormek zor olup tanida bu tiir incelemeler onerilmez
(23, 36).

b) Kiiltiir: Genital siiriintii ve idrar Ornekleri kiiltiir i¢in uygun numune
olmalarina ragmen, idrarda siiriintii 6rnegine oranla daha az mikroorganizma bulunmasi
nedeniyle idrarin prostat masaji sonrasi alinmasi ya da miksiyonun degisik periyodlarinda
(ilk-orta-son idrar) birden fazla Ornek alimmasi kiltiirin duyarlihigmi artirir  (37).
Gentitoiiriner sistemden izole edilebilen mikoplazmalardan M. hominis ve U. urealyticum
1-5 giin aras1 iireme siiresiyle kolaylikla izole edilebilirken M. genitalium ve M. fermentans
yavag iiremeleri nedeniyle kiiltiirde zor saptanirlar. Mycoplasma hominis ve U. urealyticum
kiiltiirii i¢in transport besiyerine alinmis uygun drnekler hem kati (Shepard A-7 ayirdedici
agar) hem de sivi (M-broth, U-broth) besiyerlerine 0,2’ser ml inokiile edilip %5-10 CO’li
ortamda 35°C’de inkiibe edilir. Mycoplasma hominis’in sahanda yumurta goriiniimlii
kolonilerinin ve U. wurealyticum’un kiigiik kolonilerinin varligi, kati besiyerinin 40X
biiylitmede giinliik kontrolii ile takip edilir. Mycoplasma hominis M-broth’da bulanikliga ek
olarak renk degisikligi gosterirken, U. urealyticum sadece renk degisikligi yapar. Her iki
durumda da artan pH ve substrat eksikligine bagli mikroorganizma 6liimii gergeklesmeden
bakteri izolasyonu i¢in hemen pasaj alinmalidir. Pasaj petrileri 1-5 giin siiresince takip
edilip, ireme olmazsa negatif kiiltiir sonucu verilebilir. Mycoplasma hominis’in sahanda
yumurta gorliinimlii kolonileri Dienes boyas1 ile daha belirgin hale getirilebilir.
Ureaplasma urealyticum’un kiigiik kolonilerinin artefaktlardan ayrilabilmesi igin iire
hidrolizine bakilir. Eger U agar igerisinde siipheli koloni varsa fenol kirmizisi indikatori ile
koloni etrafinda kirmiz1 bir alan olusur (19). Yine M. genitalium’un glikozu kullanmasi ve
cogu laboratuvarda genitoliriner sistem Orneklerinin kiiltiiriinde glikoz igeren besiyeri
kullanilmamasi da kiiltiir sonucunun klinik kullanimda degersiz olmasina neden olmaktadir
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(18, 19). Kiiltiir bazli metodlarin kullanilmasiyla M. genitalium’un saptanmasinin zorlugu
Jensen ve arkadaslarinin ¢aligmalari ile de ortaya konmus olmakla birlikte kiiltiiriin takibine
ek olarak PZR yonteminin gerekli oldugu da ongériilmiistiir (38). Bu agidan genitoiiriner
orneklerden mikoplazmalarin saptanmasini saglayan yiiksek spesifite ve sensitiviteye sahip
PZR metodlart mevcut olmakla birlikte rutin kullanimlar1 yaygin degildir (39-41).

¢) Serolojik Tam: Lipid iligskili membran proteinleri (LAMP) mikoplazmalardaki
ylizey proteinlerinin biiyiik kismim1  olusturup antijenik  6zelliklerinden dolay1
mikoplazmalara kars1 immiin yanit i¢in ana hedeflerdir. Lipid iliskili membran proteinleri;
M. hominis, M. genitalium, M. salivarium, M. penetrans ve M. pirum dahil birkag
mikoplazma tiiriinde tanimlanmakla birlikte, serolojik kitlerde kullanilmaktadir. Bu
antijenlere kars1 olusan antikorlar oldukca 6zgiil olup diger tiirlerle capraz reaksiyon
vermezler. Lipid iligskili membran proteinleri antijenlerine karsi olusan antikorlar M.
hominis’in serotiplendirilmesinde de kullanilmaktadir. Ayrica, yiliksek immiinojenitesi
nedeniyle ELISA (Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay)’da hedef antijen olarak da
kullanilabilir (19).

Serolojik  yontemler U. urealyticum infeksiyonu tespit edilmesinde de
kullanilmaktadir. Antijen olarak saflastirilmis mikroorganizma sonikatlarinin kullanildigi
ELISA ve “Western Immunoblot’ teknikleri bu ag¢idan degerlidir. “’Western
Immunoblot’” tekniginde antijenler, kiiltirde U. urealyticum serovarinin {iretilmesi ile
hazirlanir. Mikroorganizma sodyum dodesil siilfat (SDS) ile parcalanip elektroforez ile
ayrildiktan sonra nitroselilloz kagida aktarilir (19). Yine “Western Immunoblot™
yontemiyle MgPa adezin genleri kullanilarak mikoplazma suslar1 ayristirilabilir (13). Bu iki
serolojik teknik disinda floresan antikor teknigi, indirekt hemagliitinasyon ve lateks
agliitinasyon da kullanilmaktadir (42).

d) Molekiiler Tam: Klinikte 6nem arzeden ve insanda hastalik etkeni olarak kabul
edilen mikoplazma tiirleri ig¢in gelistirilmis PZR sistemleri mevcuttur (43, 44). Bu
etkenlerin tespit edilmesi igin; M. fermentans’in ‘insertion-like’ elementlerini (45),
Mycoplasma pneumoniae’nin P1 (46) ve M. genitalium’un MgPa (43) adezinini ve

tireaplazma tiirleri i¢in iireaz (47) kodlayan genler PZR i¢in hedef bolgeler arasindadir.
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Mycoplasma pneumoniae, M. genitalium ve M. fermentans gibi tireme hiz1 diisiik ve
identifikasyonu zor mikroorganizmalarin tespiti i¢cin PZR’nun kullanimi uygun ve
faydalidir. Teorik olarak tek bir mikroorganizmay1 saptayabilen PZR yonteminin, duyarlilik
ve Ozgiilligl yiiksektir. Ayrica molekiiler yontemlerle, antibiyotik diren¢ ve viriilans
genleri de arastirilabilir. Klinik agidan 6nemli pek ¢ok mikroorganizmanin PZR ile tani
maliyetinin kiiltiire gore yiiksek olmasi, bunun yaninda kontaminasyon ve inhibitdrlerin
varligi gibi baz1 problemler de bu ydntemin rutin laboratuvar isleyisinde yer almasini
engellemektedir (19).

2.2. Chlamydia trachomatis ve Neisseria gonorrhoeae

Chlamydia trachomatis ve Neisseria gonorrhoeae diinya genelinde en sik rastlanan
cinsel yolla bulasan hastalik etkenleridir (48). Bakteriyolojik tanimlamalarinin 19-
20.yy’lara kadar yapilamamasina ragmen, muhtemelen klinik semptomlar bu bakterilerin
eski literatiirlerde bile yer almalarina neden olmustur (49). Bu iki bakterinin etken oldugu
genital hastaliklarin klinik spektrumu oldukca benzer olmakla birlikte genel olarak
erkeklerde iiretrite, kadmnlarda ise iiretrit ve servisite neden olmaktadirlar. Ozellikle
kadinlarda semptom yoklugu ya da az miktarda akinti sik¢a karsilagilan durumlardir.
Orofaringeal infeksiyonlar her iki cinste goriilebilmekle birlikte yenidoganlarda infekte
anneden edinilmis goz infeksiyonlar1 da goriilebilmektedir. Bununla birlikte yetiskinlerde
de kendi genital infeksiyonlarindan otoinokiilasyonla gelisen konjuktivit goriilebilmektedir
(50, 51).

Chlamydia trachomatis ve N.gonorrhoeae’ye bagl komplikasyonlar siklikla
kadinlarda goriilmektedir. Asendan genital sistem infeksiyonlari; endometrium, fallop
tiipleri ve/veya bitisik pelvik dokularin etkilendigi pelvik inflamatuvar hastaliga (PIH) yol
acabilmekle birlikte infertilite, ektopik gebelik ve kronik pelvik agrinin da nedeni
olabilirler (52, 53).

2.2.1. Chlamydia trachomatis
Chlamydia tiirleri; emsalsiz tireme 6zellikleri ile diger tiim mikroorganizmalardan
ayrilirlar (54). Uzun yillar boyunca viriis olarak kabul edilen klamidyalar; zorunlu hiicre i¢i
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bakterilerdir. Boliinerek cogalmalari, hem DNA hem RNA igermeleri, ribozom ve
metabolik aktivite saglayan enzimlerinin bulunmasi, Gram negatif bakterilere benzer hiicre
duvan1 tasimalar1 ve antibiyotiklere duyarli olmalari nedeniyle bakteriler arasinda yer
almaktadirlar (55, 56).

Klamidyalarla ilgili ilk bilgiler milattan 6ncesine dayanmakla birlikte, genital
infeksiyonlarla iliskisi 20.yy’a kadar tanimlanamamistir (57). Lindner’in 1911°de;
tirogenital sisteminde Klamidyal infeksiyonu olan anneden dogan bebegin konjuktivasinda
intrasitoplazmik inkliizyon cisimciklerini gostermesi ile Chlamydia ve genitookiiler
infeksiyonlar arasinda iliski oldugu anlasilmustir (58, 59). Ik kez 1913 yilinda Durand,
Nicolas ve Favre tarafindan ’Lenfograniiloma Venereum’’ (LGV) tanimlanmis olup takip
eden yillarda Frei’in gelistirdigi deri testi ile LGV sifilizden ayirt edilmistir (55, 57).
Insanlarda patojen olan iig tiir; C. psittaci,C. trachomatis ve C. pneumoniae’dir. Bunlardan
C. trachomatis’in tek konag1 insan olup; trahom, LGV, yenidogan inkliizyonlu konjuktiviti

ile erkek ve kadinda non-spesifik iirogenital infeksiyonlara neden olmaktadir (60).

2.2.1.1. C. trachomatis ‘in Mikrobiyolojik Ozellikleri

Klamidyalar konak hiicre sitoplazmasi iginde inkliizyon olusturarak ¢ogalmalar1 ve
dimorfik tireme 6zelliklerinden dolay1 diger bakterilerden ayrilirlar. Klamidyalar flagella ve
pilusu olmayan, hareketsiz, zorunlu hiicre i¢i bakterilerdir (61). Mikoplazmalardan sonra
bilinen en kiiglik prokaryotik genoma sahip olan klamidyalar, 1200 kilobaz (kb)
biytikligiinde ¢ift iplik¢ikli cembersel bir DNA’ya sahiptirler (62, 63). Kendi metabolik
aktiviteleri ile enerji olusturamamalar1 ve konak hiicrenin enerji kaynaklarini kullanmalari
nedeniyle ’enerji parazit”’i olarak adlandirilirlar (64).

Klamidyalar dimorfik iireme Ozellikleri nedeniyle ili¢ ayr1 formda izlenebilirler.
Bunlardan ilki elementer cisimcik (EC) olup, bakterinin hiicre dis1 ortamda stabilitesini
koruyabilen formudur. Konak hiicreye baglanip igeri girinceye kadar metabolik olarak
inaktif ve dis kosullara karsi dayaniklidir. Hiicre disinda c¢ogalmaksizin canliliklarini
stirdiirebilen ve infeksiyoz olan formdur (65). Bu yapilar kiigiik, yuvarlak, 150-350 nm
capinda, elektron yogun cisimcikler olup hemagliitinin igerirler (66). Peptidoglikan tabakasi
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icermemesine ragmen, disiilfit baglari ile baglanmis major dis membran proteini (MOMP)
sayesinde dis etkilere karsi oldukga direnglidir. Hiicre duvarlarmin baslica bir proteinden
olusmasi, peptidoglikan igermemesi ve periplazmik araliginin bulunmamasiyla Gram
negatif bakterilerden farklidir (57, 67, 68).

Retikiiler (inisiyal) cisimcik (RC) ise, klamidyal yasam dongiisii i¢inde ¢ogalabilen,
konak hiicre igerisindeki formdur. Ortalama 800-1500 nm ¢apinda olup metabolik olarak
aktiftirler. Ribozomlardan zengin olmakla birlikte diffiiz ve fibriler DNA’ya sahiptirler.
Hiicre duvari, lipopolisakkarit (LPS)’ten zengindir ve hemagliitinin i¢ermezler. Metabolik
olarak ¢ok aktif olmalarina karsin ATP sentezi yapamayip, ATP/ADP transport sistemi ile
konak hiicreden enerji gereksinimini karsilarlar. Niikleik asit prekiirsorlerini konak
hiicreden saglaylp kendi enzimlerini kullanarak DNA ve RNA molekiillerini
sentezleyebilirler. Chlamydia trachomatis’te diger tiirlerden farkli olarak, RC’lerin iginde
glikojen depolar1 vardir (57, 61, 67-69).

Bifazik yasam dongiisii i¢inde yukarida belirtilen {i¢ formda izlenebilen
klamidyalar; gelisme donemlerine gore farkli boyanma 6zellikleri gosterirler. Gram boyasi
bu formlarin gosterilmesinde etkisiz kalirken enfeksiy6z olmayan biiyilk RC’ler Giemsa
boyast ile mavi renkte izlenirler. Elementer cisimcik ise Giemsa boyasi ile mora,
Macchiavello boyasiyla maviye boyanan sitoplazma ile zit olarak kirmiziya boyanir.
Gimenez boyasi korbolfuksin igerdiginden dolay1 inkliizyon cisimciklerini daha iyi boyar,
ancak Giemsa boyas1 daha yaygin olarak kullanilmaktadir. Immiinfloresan yontemle de

boyanabilen klamidyalar parlak yesil renkte izlenirler (67, 70, 71).

2.2.1.2. C. trachomatis’in Yasam Dongiisii

Konak hiicre sitoplazmasinda inkliizyon olusturarak iireyen klamidyalarin lireme
dongiisii EC’nin konak hiicreye adezyonunu takiben gerceklesen fagositozla (endositoz)
baglar (72, 73). Adezyonda konak hiicre reseptorleri, elektrostatik giicler ve EC’nin
hemagliitinini rol oynarken klatrin kapli kanallar aracilig1 ile endositoz en 6nemli agamadir
(57, 73, 74). Fagositozu takiben EC konak hiicre sitoplazmasi kaynakli bir membranla
sartlip sitoplazmik bir vakuol olusturur. Fagolizozom birlesmesini Onleyerek lizozomal
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enzimlerden kurtulan EC’nin bunu hangi mekanizma ile gergeklestirdigi bilinmemektedir
(57). Bu sitoplazmik vakuoller golgi aparatina gelerek hizli konak yanitinin baslamasina
neden olurlar (61, 75, 76). Sitoplazmik vakuoller iginde, infeksiyonun 6-8. saatlerinde
EC’nin RC’ye doniisiimii tamamlanir. Metabolik aktif RC’ler ikiye boliinerek ¢ogalmaya
baslarlar. Cisimciklerin boyutlar1 kiiciiliip sayilar1 artarken vakuoller biiyiiyiip inkliizyon
cisimlerini olustururlar. Protein ve karbonhidrat sentezinin baslamasiyla yogunlasan
cisimcikler EC’ye doniismeye baglarlar. MOMP’deki degisiklikler ve disiilfit baglarinin
artis1 ile EC’nin dayanikli yapisi olusur. Klamidyal proteinazlarin da etkisiyle vezikiiller
yirtilip, EC’ler bagka hiicreleri enfekte etmek iizere dig ortama salinirlar. Bu yasam

dongiisii 48-72 saatte tamamlanir (55, 57, 65).

2.2.1.3. Klamidyalarin Smiflandirilmasi

Yillarca virlis mii bakteri mi oldugu tartisma konusu olan klamidyalarin ilk
smiflandirmasi Page tarafindan C. trachomatis ve C. psittaci seklinde yapilmistir. Wang ve
Grayston ise, klamidyal antikorlar1 mikroimmiinfloresan yontemiyle saptamis ve
immiinolojik bir tiplendirme yapmuslardir. Chlamydiales takimi 1984 yilinda ‘’Bergey's
Manual of Systematic Bacteriology’’nin ilk cildinde olusturulmus; tek aile olarak
Chlamydiaceae, tek cins olarak da Chlamydia kabul edilmistir. Bu cins igerisinde C.
trachomatis ve C. psittaci yer almistir (67, 77).

Giliniimiizde 16S ve 23S rRNA dizi analizi baz alinarak yeni bir simiflandirma
yapilmigtir. Bu siniflandirmada Chlamydiales takimi Chlamydia (C. trachomatis, C. suis,
C. muridarum) ve Chlamydiophila (Chlamydophila psittaci, Chlamydophila pneumoniae,
Chlamydophila pecorum, Chlamydophila felis, Chlamydophila caviae, Chlamydophila
abortus) olarak iki cinse ayrilmistir (78, 79).

Genitoliriner ve okiiler hastaliklara neden olan C. trachomatis’in {i¢ biyovari
tanimlanmis olmakla birlikte bunlar biovar trachoma, biovar lymphogranuloma venereum,
biovar mouse pneumonitis’tir. Chlamydia trachomatis’in trachoma ve lymphogranuloma
venereum biyovarlar1 antijenik ¢apraz reaksiyona gore, mikroimmiinfloresan yontem
kullanilarak siniflandirilmis olup 18 serovar tespit edilmistir. Bunlardan dordii (L1, L2,
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L2a, L3) LGV ile iliskilidir. Trachoma biyovarinda ise 14 serovar mevcut olup
okiilogenital infeksiyonlara neden olurlar. Genital infeksiyonlara D-K, Da, la sebep
olurken, trahoma neden olan A, B, Ba, C serovarlarindan B ve Ba da genital sitemden izole
edilmistir. Monoklonal antikor tiplendirmesi ve genotipik DNA analiziyle tanimlanan bu
biyovarlarin daha sonra antijenik olarak farkli MOMP’yi kodlayan OMPI1 geninin

niikleotid dizilimleri ve PZR ile minor varyantlari tanimlanmustir (70, 80).

2.2.1.4. C. trachomatis’in Antijenik Ozellikleri

Klamidyal zarin komponentleri ilk kez Raulston’un bir ¢aligmasinda incelenmis
olup ¢ogu yiizey yapisiyla iliskili pek ¢ok protein yapt mevcuttur (81, 82).

a) Lipopolisakkaritler (LPS): Klamidyalarda ortak olarak var olmakla birlikte
cinse 0zgiil olan LPS’ler 1s1ya dayanikli lipoprotein-karbonhidrat kompleksleridir (55, 83).
Gram negatif enterik bakterilerde bulunanlara ¢ok benzeyen fakat ilave bir antijenik
determinant tagityan bu LPS’lerin tanida yeri oldukga azdir (57, 82).

b) Dis Membran Proteinleri (Outer Membrane Proteins=OMP): Klamidyalarin
dis membraninda eksprese edilen bu proteinler; MOMP (40kDa), OMP2 (60 kDa) ve diisiik
molekiiler agirlikli bir proteinden ibarettir (81, 83, 84). Bunlardan en 6nemlisi MOMP olup
bu yap1 C. trachomatis’in farkli serovarlarinin siniflandirilmasinda temel olarak kullanilir
ve tiire ozgiildiir. MOMP’yi kodlayan OMP 1 geni her ii¢ patojenik Chlamydia tiiriinde de
bulunup, C. trachomatis’in genotipik belirlenmesinde kullanilir. Bu gen; tiirler arasi
cesitlilikten sorumlu besi korunmus, dordii degisken (VDI-VDIV) alandan olusur (85).
Ayrica C.trachomatis’in MOMP’sine kars1 gelisen notralizan antikorlar C. trachomatis’in
enfektivitesini in vitro olarak inhibe ederler ve MIF testindeki reaksiyonlarin biiyiik
cogunlugundan bu antikorlar sorumludur (57).

c) Ist Sok Proteinleri (Heat shock proteins=HSP): Bazi durumlarda gama
interferon etkisi ile hiicre i¢i triptofan miktarinin azalmasiyla hiicre stres altinda kalmakta,
bu durum da klamidyalarin gen regiilasyonunu degistirmesine ve bazi proteinlerin
artmasina neden olmaktadir. Is1 sok proteinleri bu artis gosteren proteinlerden olup
gecikmis tipte asir1 duyarlilik reaksiyonlarina neden olmaktadir (5). Bu proteinler;
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hiicrelerin uygunsuz dis kosullara direncinde énemli rol oynamakla birlikte; calisan major
klamidyal 1s1 sok proteinleri GroEL (Hsp60), GroES (Hsp10) ve DnaK (Hsp70)’dir (86).

d) Hiicre Baglanma Proteinleri: Chlamydia trachomatis’in EC’leri hiicre
baglanma proteinleri ile HeLa hiicrelerine baglanir ancak RC’lerde hiicre baglanma
proteinleri mevcut degildir. Baglanma proteinlere karsi olusan antikorlarin EC’lerin

hiicrelere baglanmasini engelledigi ve enfektiviteyi notralize ettigi bildirilmistir (87).

2.2.1.5. C. trachomatis’in Epidemiyolojisi

Yillik ortalama 2,8 milyon yeni olgunun oldugu tahmin edilen ancak ¢oguna tani
koyulamayan C. trachomatis infeksiyonlar1 Amerika Birlesik Devletleri (ABD)’nde 2006
yilinda bir milyondan fazla olguyla en sik bildirilen infeksiyon olmustur (88). Diinya
genelinde C. trachomatis infeksiyonlari ile iliskili en 6nemli demografik faktoriin yas
oldugu bildirilmis, 6zellikle gen¢ kadinlarin (<20 yas) infeksiyon agisindan risk grubunda
oldugu ortaya konmustur. Yirmi yas altindaki gen¢ kadinlarda serviksin skuamo-kolumnar
bileske bolgesinin serviks agzina ektopi yapmasi nedeniyle C. trachomatis' in
infeksiyondaki hedefi olan kolumnar epitele daha kolay ve ¢ok sayida ulasmasi miimkiin
olmaktadir (82).

Daha ileri yas grubundaki kadinlarda ise diger demografik faktorler devreye
girmekle birlikte riski arttiran demografik faktorler arasinda bekar kadinlar, nulliparite,
siyah ik ve diisiik sosyoekonomik durum bildirilmistir. Cinsel partner sayisinin  ¢ok
olmasi, yeni bir cinsel partnerin varligi, bariyer cinsi kontraseptif araclarin kullanilmamasi
ve gonokokal infeksiyon varligi da C. trachomatis infeksiyonlar1 ile yakindan iligkili
faktorlerdir (82). Hastaligin siklikla asemptomatik veya hafif semptomlarla seyretmesi ve
persistans gostermesi nedeniyle enfekte bireyler en dnemli kaynaktir.

Lenfograniilloma Venereum, C. trachomatis’in etken oldugu bir diger hastalik olup
gineydogu Asya ve Afrika’da endemik, Avrupa ve Kuzey Amerika’da sporadik olarak
goriilmektedir (89). Genital infeksiyonlardan izole edilen B, Ba, D-K serovarlarinin

trahomun endemik oldugu ve olmadig1 bolgelerdeki gercek insidansi ise bilinmemektedir
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(33, 55). Eriskinlerde yaptiklart hastaliklar ve komplikasyonlarin yanisira genitoiiriner
klamidyal infeksiyonlar yenidoganlarda da morbiditeye neden olmaktadir (55).

Ulkemizde genitoiiriner klamidyal infeksiyonlar ile ilgili bilgiler, son 1520 yil
igerisinde ortaya konulmaya baslanmis, 1990’I1 yillarin sonlarinda {ilkemizde cinsel
temasla bulasan hastalik etkenlerinden biri olan C. trachomatis iizerine yapilmig olan bir
calismada olgularin %34,4’tinde C. trachomatis saptanmistir (90). Etkili asilarin
yoklugundan dolay1; yiliksek sensitiviteli ve spesifik labotauvar tani testleri, etkin
antibiyotik tedavisi, bulas yollar1 ve yiiksek insidansli gruplarin belirlenmesi ve giivenli
cinsel hayat konusunda halkin egitimi C. trachomatis ve N. gonorrhoeae infeksiyonlarinin
onlenmesinde temel niteligindedir (52, 53, 91, 92).

Ulkemizde Chlamydia infeksiyonlarmin epidemiyolojik verileri sadece bolgesel
verilere dayanmakla Dbirlikte aralarinda prevalans agisindan biiyiik farkliliklar
bulunmaktadir (93). Ulkemizde risk faktorleri ile infeksiyon iliskisini gosteren ¢alismalar
mevcut degildir. Diinya genelinde gegerli risk faktorleri, iilkemizde de kabul edilebilmekle
birlikte, toplumsal davramis fakliliklarindan kaynaklanan farkli risk faktorleri ile de

karsilasilabilir.

2.2.1.6. Ornek Toplanmasi

Klamidyalara bagli tirogenital hastaliklarin laboratuvar tanisinda; iretral, servikal
veya rektal kazinti ornekleri ve doku biyopsileri kiymetli 6rnekler iken, idrar da kabul
edilebilir 6rnekler arasinda yer alir. Ornek alimi sirasinda epitel hiicrelerinin toplanmasina
Ozen gosterilmelidir. Serolojik incelemeler i¢in de kan kullanilmaktadir (94, 95).

Toplanan ornekler, kontaminasyonun oOnlenmesi igin antibiyotik ve antifungal
igeren ‘’sucrose-phosphate buffer’” (2SP) gibi bir tasiyict ortama konulur. Penisilin tiirevi
antibiyotikler in vitro inhibitor etki gosterdikleri igin tasiyici ortamda bulunmamalidir. lyi
bir kiiltlir i¢in Orneklerin toplandiktan kisa bir siire sonra inokiile edilmesi tercih
edilmektedir. Ancak tastyici ortamda +4°C'de 24 saat bekletilebilir. Inokiilasyon i¢in uzun

siire beklenecekse hizla dondurulmali ve -70°C'de saklanmalidir. Donmus Ornekler
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inokiilasyondan hemen 6nce 37°C'lik su banyosunda hizla ¢oziilmelidir. Bu tek dondurup

¢ozme islemi bile enfektiviteyi azaltabilir (94).

2.2.1.7. C. trachomatis Laboratuvar Tanis1

Chlamydia trachomatis infeksiyonlarinin klinik tanisinin zor olmasi nedeniyle
laboratuvar tanisi1 6nemlidir. Laboratuvar tanisinda kullanilan yontemler mikroskopik
inceleme, hiicre kiiltliri, serolojik yontemler (indirek floresan antikor testi,
mikroimmiinfloresan testi) ile antikor aranmasi, antijen tayini yontemleri (ELISA, direk
floresan antikor testi (DFA) ve hizli testler) ve molekiiler tani testleri (niikleik asit

amplifikasyon testleri)’dir (96).

a) Mikroskopik Inceleme: Klamidyal inkliizyon cisimciklerinin Giemsa veya iyot
ile boyanarak izlenmesine dayanan tarihi bir yontemdir. Glinlimiizde bazen neonatal
inkliizyon konjunktiviti olgularimin 6n tanisinda kullanilmaktadir. Gimenez yontemi
(korbolfuksin iceriginden dolay1) ile inkliizyon cisimcikleri daha iyi boyanmasina ragmen,
Giemsa boyasi daha yaygin kullanilmaktadir (71).

Genital bolge infeksiyonlarinda Giemsa’nin duyarliligi az olmakla birlikte hizli tani
acisindan onemlidir (97). Mikroskopik yontemlerden immiinfloresan ve immiinperoksidaz
boyama yontemleri daha duyarli ve 6zgiil olmalar1 nedeniyle diger boyama yontemlerinin
yerini almaya baslamistir (82, 98).

b) Hiicre Kiiltiirii: Hiicre kiltiirli, giiniimiizde C. trachomatis’in canli olarak
saptanabildigi tek yontemdir. Gegmiste yeni tanisal testlerin spesifite ve sensitivitelerinin
degerlendirilmesi ve gegerliliginin kabuliinde referans yontem olarak kabul edilmistir (99).
Hiicre kiiltiirtinde McCoy, HelLa, Hep-2 ve BHK-21 hiicreleri kullanilabilmekle birlikte en
stk kullanilan1 insan sinoviyal hiicrelerinden {iretilen, daha sonralar1 fare fibroblastlari ile
kontamine olmus ve bugiinkii 6zelliklerini kazanmis bir doku kiiltiirii sistemi olan McCoy
hiicreleridir (64, 95, 98).

Numune uygun transport besiyerinde tasmip sonrasinda McCoy hiicre kiiltiirii
ortamina inokiile edilir. Intrasitoplazmik inkliizyonlar 48-72 saatlik inkiibasyon sonrasinda
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enfekte hiicrelerde belirir. Bu inkliizyonlar; C. trachomatis ve diger klamidyalara 6zgiil bir
protein olan MOMP’e spesifik floresanla isaretlenmis monoklonal antikorlar ile
saptanabilir (85). Hiicre kiiltiirleri antibiyotik duyarlilik testleri ig¢in klinik izolat elde
edilebilen tek metoddur (100).

Tanida hiicre kiltiiriiniin dezavantajlari, bazi kiiltiir dis1 tan1 yontemlerine oranla
(6rn; PZR, DFA) disiikk duyarlilik, 3-7 giin gibi uzun bir siirede sonu¢ vermesi,
standardizasyondaki zorluk (uygun muayene maddesi, kullanilan ekiivyonun 6zelligi,
transport ortami, besiyerinin 6zelligi, sonuclarin yorumlanmasi vs.), teknik karmasiklik,
klinik orneklerin tasinmasinda kesinlikle soguk zincire uyulma gereksinimi ve pahali
olmasidir (101).

c) Serolojik Tani: Enzim immunoassay (EIA) ve DFA tanida kullanilan testlerdir.
Potansiyel yanlis pozitif sonuglar nedeniyle C. trachomatis pozitif EIA sonuglarini
dogrulamaya yonelik blokan antikorlu sistemler gelistirilmistir (85).

Direkt floresan antikor testinde, 6rnek lam iizerine yayilir ve floresanla isaretlenmis
antikorlar klamidyal yiizeye baglanarak floresan mikroskopla incelenir. Burada antijenle
konjuge edilmis antikorlar LPS ya da MOMP yapilarina baglanir. Direkt floresan antikor
testi bazi laboratuvarlarda dogrulama testi olarak da kullanilmaktadir. Enzim
immiinoassayde de oldugu gibi antiLPS antikorlar C. pneumoniae, C. psittaci’ye ait
LPS’ler ile ¢apraz reaksiyona girebilir, ancak DFA’da C. trachomatis’e 6zgiil anti-MOMP
monoklonal antikorlar1 oldukga yiiksek spesifite gosterir (102).

Antikora yonelik serolojik testlerin okiilogenital klamidyal infeksiyonlarin tanisinda
sinirhi tanisal degeri vardir. Serum ve salgisal Orneklerde saptanan antikor pozitifligi
siklikla gecirilmis infeksiyonu gostermekle birlikte, akut ve gecirilmis infeksiyon
arasindaki ayrimda yardime1 olamamaktadir (103).

d) Molekiiler Tani: Giiniimiizde klinik numunelerden elde edilen C. trachomatis
DNA/RNA’larinin hedef bolgeleri ¢ogaltilmak suretiyle bazi niikleik asit amplifikasyon
testleri ve “’in-house’” PZR g¢alismalari tanisal alanda kullanilmaktadir (104). Kolay
uygulanmasi, %90’in {izerinde duyarlilik ve kiiltire yakin ozgilligi (%99-100) ile

giiniimiizde giderek kullanimi artmakta olan PZR, C. trachomatis tanisinda altin standart
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olmaya aday olup bir¢ok laboratuvarda referans yontem olarak kabul edilmektedir (101,
105, 106).

“’Food and Drug Administration”” (FDA)’in C. trachomatis ve N. gonorrhoeae
tanisinda niikleik asit amplifikasyon testleri i¢in Onerdigi numuneler; endoservikal ve
tiretral siiriintii ve idrar 6rnekleridir (101).

Niikleik asit amplifikasyon testleri i¢in major hedef sekanslar kriptik plazmid
tizerinde yer alip, her C. trachomatis‘te organizmasinda yaklasik 10 kopya halinde
bulunmaktadir (107). Teorik olarak bu plazmidin hedef DNA olarak kullanilmasi tek
kromozomal gen bolgesi olan OMP 1 genine oranla daha spesifiktir (108). Bununla birlikte
nadir vakalarda plazmid tagimayan C. trachomatis varyantlarinin varligi da bildirilmis olup
hedef DNA olarak plazmid secildiginde tani koyulamayabilir (109). Ligaz zincir
reaksiyonu (LZR) ise kriptik plazmid saptamasinda artik kullanilmamaktadir. PZR, LZR ve
ticari niikleik asit amplifikasyon testlerinin performanslari karsilastirildiginda sensitivite ve
spesifitelerinin oldukca benzer oldugu goriilmistiir (105). Gen-Prob ¢alismalarinda ise her
bir klamidya organizmasinda yiizlerce kopyasi bulunan spesifik 23S rRNA hedefini
saptamay1 amaglayan transkripsiyon aracili ¢ogaltma (transcription-mediated amplification-
TMA) kullanilir. Gen-Prob TMA c¢alismasi, LZR ve COBAS Amplicor ¢alismasi ilk akim
idrarda C. trachomatis saptanmasi konusunda karsilagtirilmis ve sonuglar hiicre kiiltiirii ile
karsilagtirildiginda bu ¢ ticari teknik arasinda belirgin farklilik saptanmamistir (110).
Ayrica klinik 6rneklerde C. trachomatis 16S rRNA’sinin saptanmasini hedefleyen “niikleik
asit sekans temelli amplifikasyon” (NASBA) ve OMP 1 geninin saptanmasina yonelik
“real-time’> PZR de gelistirilmistir. Chlamydia trachomatis’in goriintiilendigi testler
karsilastirildiginda niikleik asit amplifikasyon testlerinin diger yontemlere gore daha
sensitif oldugu belirlenmistir (105, 111-117). Niikleik asit amplifikasyon testlerinin
dezavantaji ise Orneklerin amplifikasyon inhibitorleri igermesinden meydana gelebilecek

yalanci negatif sonuglardir (101).

2.2.2. Neisseria gonorrhoeae
Zorunlu insan patojeni olan N. gonorrhoeae; Neisseriaceae ailesinin Neisseria
cinsine ait bir liyedir. Temelde iki patojen Neisseria tiirii olan N. gonorrhoeae ve N.
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meningitidis genetik ve morfolojik olarak oldukg¢a benzerdirler. Bununla birlikte molekiiler,
hiicresel ve biyokimyasal farkliliklar bu iki tiirtin farkli hastaliklara yol ag¢masini
aciklayabilir (118, 119). Neisseria gonorrhoeae siklikla iirogenital sistemde kolonize olup,
gonoreye neden olurken N. meningitidis bogaz ve iist solunum yollarinda kolonize olup

menenjit ve/veya septisemiye neden olur.
2.2.2.1. N. gonorrhoeae‘nin Mikrobiyolojik Ozellikleri

Neisseria gonorrhoeae; hareketsiz, sporsuz, Gram negatif boyanan, oksidaz ve
katalaz pozitif kapnofilik diplokoktur (120). Olduk¢a dayaniksiz olan bu bakteriler kuruluk,
181, giines 15181, dezenfektanlar, diisiik yogunlukta anyon varliginda hizla oliirler. Bu
nedenle hasta drnekleri acilen uygun ortamlara ekilmelidir. Gonokoklar 55°C” ye 5 dakika,
%1°1ik fenole de 1-2 dakika dayanirlar (121).

Adi besiyerlerinde iretilemeyip ‘’Thayer Martin’’, “’Newyork City’’ agar ve
cikolatams1 agar gibi zenginlestirilmis, antibiyotik katkili besiyerlerinde {iretilebilirler.
Anilin boyalari ile kolay boyanirlar. Optimum iireme 1s1s1 37°C olan gonokoklar ilk
kiltirde cok yavas ilireme egilimindedirler. Aerob olmalarina karsin organizmadan
ayrildiklarinda %5-10 COy’li ortama ihtiya¢ duyarlar. Uretilebilmesi i¢in ortamda yeterli
nemin olmasi gereklidir. Gonokoklar; selektif besiyerinde iireyebilmeleri, maltoz, siikroz
ve laktoza etki etmeyip glukozu fermente etmeleri, nitrati rediikte edip diisiik 1sida da
tireyebilmeleriyle diger Neisseria'lardan ayrilirlar (122-125).

Koloni morfolojisi; bazi dis membran proteinleri ile piluslarmin varligina ve
virulansina bagli olarak degismektedir. Tip 1°’den Tip 5’e kadar degisen koloni tipleri
mevcuttur. Patolojik materyallerden izole edilenler ya Tip 1 ya da Tip 2 kolonilerdir (122-
124).

Neisseria gonorrhoeae suslari bir kriptik plazmid, birka¢ p-laktamaz kodlayan
plazmid (TEM 1 B laktamaz) ve farkli konjugatif plazmidleri biinyesinde barindirabilir.
Transformasyon ve konjugasyon gibi horizontal genetik aktarim; kommensal Neisseria’lar
ve N. meningitidis’te oldugu gibi siklikla N. gonorrhoeae suslar1 arasinda da izlenir (126-
129).
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Cesitli yollarla meydana gelen horizontal genetik aktarimlar sonucu olusan
mutasyonlar yiiksek oranda genotipik ve fenotipik cesitlilige yol agar. Bu durum konak
immiin sisteminden kagis ve adaptasyonda olduk¢a Onemli olup antibiyotik direng
mekanizmalarinin gelismesi ve yayilimmma da imkan saglar. Bu gelismeler bakterinin
konaga ciddi zarar vermeden konakta persistan olabilmesini, belirtilerin yoklugunu veya
azhigin1 da aciklayabilir. Dolayisiyla bu kadar yiiksek oranda cesitlilik gosteren bir
patojenin tanimlanmasinda gerekli ve yeterli yontemlerin kullanilmasimin énemi ortadadir

(130).

2.2.2.2. Antijenik Ozellikleri

Neisseria gonorrhoeae‘nin antijenik yapisi olduk¢a karmasiktir. Yiizeyinde iig
antijenik yapisal grup bulundurur. Bunlar:

1-Pilus antijenleri: Pilus, pilin adi verilen benzer protein alt initelerinden
olusmustur. Neisseria gonorrhoeae’nin pilileri serolojik olarak heterojen olup antijenik
varyasyona ugrarlar. Piluslar konak mukozal hiicrelerine adezyonda rol oynar ve bakteriyi
fagositozdan korurlar. Mukozal yiizeylere baglanmaya aracilik edisi ve antifagositik
olmasindan &tiirli pilus N. gonorrhoeae’nin en Onemli virulans faktoriidiir. Pilus
bulunduran suslar genel olarak viriilan, pilus bulnudurmayan suslar ise aviriilandir.

2-Lipopolisakkarit-Lipooligosakkarit (LOS): Dis membranda bulunan LOS’ler,
infeksiyona karsi bagisiklik yanitinda 6nemlidir. Serumun, bakterisidal islevi ile iligkili
esas ylizey antijenidir. Neisseria gonorrhoeae LOS’lerinde, LPS’lerde goriilen tekrarlayan
O antijenik yan zincirleri yoktur, bu nedenle de molekiil agirligi daha disiiktir. Gonokokal
infeksiyonlardaki toksisite daha ¢ok LOS’in endotoksik etkilerine baglidir.(131, 132)

3- Dis Membran Protein Bilesenleri:

Dis membrant %60 oraninda proteinler tarafindan olusturulan N. gonorrhoeae’nin
hiicre duvar birkag tiir protein icerir.

a)Protein |1 (Porin-por proteini): Protein I’in molekiiler agirligi ile N.
gonorrhoeae’nin neden oldugu hastalik tipi arasinda baglanti bulunmustur. Diisiik
molekiiler agirlikli Protein I tasiyan N. gonorrhoeae suslart serumun 6ldiiriicti etkisine
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direngli olup dissemine infeksiyona neden olurlar. Yiiksek molekiil agirlikli Protein |
tastyanlar ise genellikle semptomatik genital infeksiyonlar yaparlar (123, 124, 133).
Protein I antijenik olarak stabil olup buna kars1 gelistirilen monoklonal antikor kullanilarak
serotiplendirme yapilir (131, 132).

b)Protein 11 (Opa proteini): Neisseria gonorrhoeae kokenlerinin birbirlerine ve
hiicre ylizeyine yapismasinda rol oynar. Bu proteini igeren kokenler genellikle opak koloni
olustururlar.

c)Protein 111 (Rmp-Rediiksiyon yapabilen protein): Protein | ile birlikte por
olusumunda rol oynarlar. IgG blokan antikorlarinin esas baglanma bolgesini olustururlar.
Tekrarlayan infeksiyonlarda 6nemlidir. (123)

d)Protein H8: As1 gelistirme ¢alismalarinda yararlanilabilecek bu yapilar,
N. gonorrhoeae ve N. meningitidis’te goriilirken diger Neisseria tiirlerinde bulunmazlar
(123, 124, 133).

e)Demir diizenleyici protein: Demir depolar1 azaldiginda salinan bir proteindir
(134). Demir diizenleyici proteinler; transferrin ve laktoferrinden in vivo demir eldesinden
sorumlu olup non-patojen suslarda bulunmazlar. Farkli gonokokal suslarin viriilansi,
mukozal yilizeylerdeki laktoferrinden demiri serbestlestirebilmesiyle iligkilidir (135, 136).

f)IgA proteaz: Mukozal IgA’y: inaktive eder. Gorevi, mikroorganizmayi mukozal
yiizeylerdeki salgisal IgA‘dan korumak olan bu protein N. gonorrhoeae ve N.

meningitidis’te bulunup patojen olmayan Neisseria'larda bulunmaz (135).

2.2.2.3. N. gonorrhoeae’nin Epidemiyolojisi

Gonore, 1955’ten 1970 sonlarina kadar devaml bir artig gostermis, Son yillarda ise
goriilme sikliginda azalma saptanmigtir. Amerika Birlesik Devletleri’nde cinsel yolla
bulasan hastaliklar arasinda ilk sirada yer almaktadir. Korunma ve antibiyotiklerin rutin
kullaniminin  artmasi nedeniyle gergek rakamlarn bildirilenin iki kati oldugu
diisiiniilmektedir (121). Ulkemizde hastaligin sikhigx ile ilgili cok fazla yayin olamamakla
birlikte 1994°te 391 vajinal akintili kadinin dahil edildigi bir arastirmada %1,7 siklikta,
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1998°’de ise 63 hayat kadini iizerinde yapilan bir arastirmada %6 siklikta gonore
saptanmustir (137).

Gonore goriilme siklig1 ¢esitli gruplar arasinda farkliliklar géstermekle birlikte 24
yas alt1, ¢cok esli, korunma yontemi kullanmayan, alt gelir grubundan, bekar Kkisiler ve
hayat kadinlar1 gonore agisindan risk altindadir. Tedavinin ucuz ve kolay olmasina ragmen
gonorenin hala sorun olmasmin en 6nemli nedeni asemptomatik tastyiciligin sikligidir.
Gonoreli oldugu bilinen eglerle iliskiye girmis erkeklerde yapilan arastirmalarda
asemptomatik infeksiyon orani %40-79, kadinlarda ise %90 olarak bildirilmistir. Bu olgular
hastaligin yayilma nedenidir. Neisseria gonorrhoeae’nin ana bulasma yolu her tiirlii cinsel
iliski olmakla birlikte; cinsel taciz, dogum sirasinda enfekte anneden bulas da olabilir.
Gonore’nin enfekte kadindan erkege tek cinsel iligki ile bulasma oran1 %35 iken; enfekte
erkekten kadina tek cinsel iligki ile gegme orani %50-60 olarak bildirilmistir. Bu agidan
tasiyicilarin saptanmasi, uygun tani ve tedavi yontemlerinin uygulanmasi, partner tedavisi

ve bunlarin uygulanabilmesi i¢in halkin egitimi en 6nemli miicadele yontemidir (123, 133).

2.2.2.4. Ornek Toplanmasi

Gonore tanist i¢in infeksiyonun klinik 6zelliklerine uygun materyal alinmasi
gerekir. Bu amagla iiretral akinti, endoservikal siiriintii, konjuktival akinti, kan, anorektal
stirtintli 6rnekleri kullanilir. Son yillarda kadinlarda vulvovaginal siiriintii ile her iki cinsiyet
grubundaki hastalardan alinan ilk idrar 6rneklerinin, 6zellikle niikleik asit amplifikasyon
bazli testler igin en az diger ornekler kadar kaliteli ancak daha az invaziv ve daha konforlu
olmasi sebebi ile tercih sebebi oldugu bildirilmistir (123, 138).

Cevresel sartlara oldukca dayaniksiz oldugu bilinen bu bakterilerin uygun tanisinin
konulabilmesi icin hasta 6rneklerinin acilen laboratuvara ulastirilmast ve uygun ortamlara

ekilmesi gerekmektedir.
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2.2.2.5. N. gonorrhoeae’nin Laboratuvar Tanis

a) Mikroskopik inceleme: Gonokok infeksiyonlarmn tanisinda boyali preparatlar,
ozellikle semptomatik hastalarda yaklasik %98 duyarliliga sahiptir. Basit, hizli1 ve ucuz bir
yontemdir (139). Yapilan incelemelerde polimorfoniikleer 16kositler ve bunlarin
sitoplazmalarinda veya disinda izlenen Gram negatif, kahve c¢ekirdegi goriiniimlii
diplokoklarin izlenmesi klinik bulgularla birlikte taniya yonlendirebilir (125).

b) Kiiltiir ve Serolojik Yontemler: Gii¢ iireyen N. gonorrhoeae’nin tanisinda
kiiltiir altin standarttir. Bununla birlikte yeterli miktarda siirlintii alinmasi, 6rnegin uygun
tasiyict besiyerinde laboratuvara ulastirilmasi ve laboratuvara getirilme siiresinin kisa
tutulmas: olduk¢a 6nemlidir. Ek olarak ornegin, optimal kosullarda selektif ve selektif
olmayan besiyeri kombinasyonuna inokiilasyonu ve inkiibasyonu da olduk¢a &nemlidir
(140-143).

Stiphelenilen koloninin identifikasyona yonelik 6n tani, tipik morfoloji, pozitif
oksidaz reaksiyonu, mikroskopide Gram negatif diplokoklarin izlenmesini takiben
karbonhidrat oksidasyonu gibi biyokimyasal testler ve hizli enzim-substrat testleri, spesifik
N. gonorrhoeae rRNA’sim1 hibridize eden kemiluminesant DNA prob teknigi,
koagliitinasyon testleri ve monoklonal floresan antikor testleri gibi serolojik testlerle
konabilir (140, 142-145).

Gonore tanisinda farkli antijen saptama teknikleri gelistirilmistir. Bunlar hizl,
uygulamasi kolay, canli organizma gerektirmeyen ve iretral/servikal akinti1 ve idrar igin
duyarliligi ve 6zgiilliigi yiiksek testlerdir (146).

Uygun kosullarda N. gonorrhoeae tanisinda kiiltiir; pek ¢ok ornek tiirii i¢in uygun
ve ucuz olmakla birlikte yiiksek spesifite ve sensitiviteye sahiptir. Ayrica kiiltiir, antibiyotik
duyarlilik testine ve N. gonorrhoeae suslarinin tanimlanmasina imkan saglar ancak zaman
alicidir (85).

C) Molekiiler Yontemler:

Neisseria gonorrhoeae identifikasyonuna yonelik pek ¢ok DNA/RNA bazli niikleik
asit amplifikasyon testleri gelistirilmistir. Hibridizasyon yoOntemleri tanida yiliksek
spesifiteye sahipken niikleik asit amplifikasyon testlerine gore daha diisiik spesifiteye
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sahiptir. Son yillarda farkli PZR teknikleri gelistirilmistir. Bunlar; Rmp (reduction-
modifiable protein) (147) gibi N. gonorrhoeae’ye spesifik membran proteinlerini kodlayan
kromozamal genleri, 16S rRNA genini, kromozomal sitozin DNA metil transferaz genlerini
(148, 149) ve kromozoma entegre olabilen kriptik plasmid i¢inde lokalize cppB genini
saptamakta kullanilmaktadir (150). Neisseria gonorrhoeae’nin kromozomal pilin ve opa
genlerini saptamada LZR kullanilmig olup giiniimiizde pek ¢ok tanisal laboratuvarda
kullanilmaktadir (151, 152).

Niikleik asit amplifikasyon testleri pek ¢ok 6rnek tipi acisindan (6zellikle rektal ve
faringeal Orneklerde) kiiltiire oranla daha yiiksek spesifiteye sahiptir (105, 153).
Kommensal Neisseria'lara bagli yanlis pozitif sonuglar olabilmekle birlikte, bu durum
sonuclarin iyi yorumlanmasi ve orjinal materyalin yeniden c¢alisilmasi ile asilabilecek bir

sorundur (154).

2.3. Mycobacterium tuberculosis

Tiberkiiloz, insanlik tarihinin en eski hastaliklarindan biri olup, Robert Koch’un
1882°de tiiberkiilozun, Mycobacterium tuberculosis tarafindan olusturulan bir infeksiyon
hastalig1 oldugunu kanitlamasi ile hastaligin tanimlanmasinda doniim noktas1 yasanmistir
(155).

Gelismis {ilkelerde insidans1 giderek azalan tiiberkiiloz, iiclincli diinya {ilkeleri
olarak tanimlanan gelismekte olan iilkelerde hala 6nemli bir saglik problemidir. Hastaligin
insidansinda, 1950’lerden sonra kemoterapideki gelismeler 1s18inda, %14-20 oraninda bir
azalma gozlenmesine ragmen, 1985’lerde evsizlik ve HIV/AIDS birlikteligi ile yeniden,
tistelik ¢oklu ilaca direngli olgularla karsimiza ¢ikmaya baglamistir (156, 157).

Tiiberkiiloz, temelde solunum yolu hastaligi olmakla birlikte hastalarin %20’si
ekstrapulmoner hastaliklara ait belirtilerle klinige bagvurur. Genitoiiriner sistem
tiiberkiilozu en sik rastlanan ekstrapulmoner hastalik olmakla birlikte toplamda hastalarin
%4-8’ini olusturur (158). Hastanin oykiisiinden taniya gitmek zor olsa da, radyolojik

goriintiileme, kiiltiir ve PZR tan1 koymada yardimci olur. Erkek ve kadin infertilitesi
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etiyolojisinde de yer alan hastaliklardan biri olan genitoiiriner tiiberkiilozun tanisinin

konmasi ve tedavi edilmesi toplumsal agidan 6nem arz eder (159).

2.3.1. Mycobacterium tuberculosis’in Mikrobiyolojik Ozellikleri

Mikobakteriler, 0.2-0.6 um en ve 1-10 um boyunda, aerop, sporsuz, hareketsiz, diiz
veya hafif kivrik basillerdir. Mikroskopik olarak dallanmis, uzun filament6z veya kokoidal
formda goriilebilirler. Klinik 6rneklerden hazirlanan preparatlarda tekli, ikili veya gl
gruplar halinde ve birbirine paralel ya da uglarindan birbirlerine yaklasarak X, V, L harfleri
olusturacak sekilde bir arada goriilebilmekle birlikte, besiyerinde olusturduklar
kolonilerden yapilan preparatlarda gruplar seklinde goriiliirler. Hiicre duvar yapilart Gram
pozitif bakterilerinki ile benzerlik gostermesine ragmen, hiicre duvarlarinin yiiksek oranda
lipid i¢ermesi nedeniyle Gram, Giemsa gibi rutin boyama yontemleriyle boyanmazlar.
Boyay1 alabilmeleri i¢in 1siya maruz birakilmalar1 ve aldiklart boyay:r asit-alkol ile
yikanmalarina ragmen birakmamalar1 nedeniyle aside rezistan bakteriler (ARB) olarak da
adlandirilirlar (160-162).

Mikobakterilerin ikiye boliinme siiresinin ortalama 18-24 saat olmasi nedeniyle
M. tuberculosis'in standart kiiltiir ortaminda tiremesi ortalama 4-6 haftada gergeklesir.
Olumsuz ¢evre kosullarina oldukca dayanikli olan mikobakteriler, bu kosullarda uzun siire
canliligint siirdiirebilir. Aerop olan bu mikroorganizma +4°C’de haftalarca, -70°C’de ise
yillarca canliligini koruyabilmesine karsin, 60°C'de 20 dakikada, 70°C'de 5 dakikada oliir
(163). Mycobacterium tuberculosis i¢in optimal iireme 1s1s1 37°C olup bu 1s1; M. ulcerans,
M. marinum ve M. haemophilum’da 30-32°C, M. xenopi’de ise 42°C’dir. Kati
besiyerlerinde bazi tiirler R (M. tuberculosis) tipi, bazilar1 ise S (M. avium intracellulare)
tipi koloni olusturmakla birlikte, bazi tiirlerin pigment tretme ozelligi vardir. Standart
kiltiir ortamlarinda 10-15 giinde gozle goriiliir koloni olusturup yumurtali besiyerinde
(Lowenstein-Jensen) optimal 1sida, pH 6,5-6,8’de ve %5-10 CO,’li ortamda M.
tuberculosis daha kolay iirer (160).

Hiicre duvar yapisi, diger bakterilerden belirgin olarak farklilik gosteren M.
tuberculosis yiiksek oranda lipid igerir. Her ne kadar hiicreye seklini peptidoglikan tabakasi
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veriyorsa da, bu tabakanin {izerinde yer alan ve mikolik asit esterlerini tasiyan
lipoarabinogalaktan tabakasinin esas olarak hiicre gecirgenliginin sinirlandirilmasindan
sorumlu oldugu diisiiniilmektedir. Baslangigta sadece M. tuberculosis tiiriinde gézlemlenen;
basillerin diizensiz kiimelesmesi veya birbirine paralel dizilim olusturacak sekildeki tireme
ozelligi, daha sonralar1 bagka mikobakteri tiirlerinde de goriilmiistiir. Bu tip tiremeden kord
faktorii ve mikolik asit iceren makromolekiillerin sorumlu oldugu belirlenmistir. Mikolik
asitler, mikobakteriyel hiicre duvart kuru agirhgmin %350’sini, hiicre lipidlerinin ise
%60’ m1 olusturur (164, 165).

2.3.2. Mikobakterilerin Simiflandirilmasi

Yunanca mantar (myces) ve kiigiik cubuk (bacterion) kelimelerinden tiiretilen
Mycobacteriumlar; isminin mantar kismini, sivi besiyerlerinde tireme 6zelliklerinin kiiflere
benzemesi dolayisiyla almistir (166). Actinomycetales takimina ait Mycobacteriaceae
ailesinin Mycobacterium cinsine ait bakterilerin temel 6zellikleri, yavas tiremeleri, aside
direncli olmalari, hiicre duvarlarinda bol miktarda lipid olmasi ve genomlarinda %59-65
oraninda G+C bulunmasidir. Mycobacterium cinsi igerisinde baglica iki patojen
bulunmaktadir. Bunlar; M. tuberculosis (Koch, 1882) ve M. leprae (Hansen, 1874)’dir
(167, 168).

Mycobacterium tuberculosis complex haricindeki tiim mikobakteriler, tiiberkiiloz
dist  mikobakteriler “Mycobacteria other than M. tuberculosis (MOTT)” olarak
adlandirilirlar. Mycobacterium tuberculosis digindaki diger mikobakterilerin goriilme
sikligimin artmasi tizerine 1950’li yillarda Ernest Runyon, bu atipik mikroorganizmalari
tireme hizi ve pigment {retimlerine gore dort gruba ayirmistir (Fotokromojen,

Skotokromojen, Non-fotokromojen, Hizli iireyenler) (169).

2.3.4. Antijenik Ozellikleri

Mikobakterilerin hiicre duvarindaki lipid ve proteinler, basilin viriilansinda ve

direngliliginde 6nemli role sahiptir. Hiicre duvarindaki bu lipidlerden bazilari;
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a) Mikolik asit: 78-90 karbonlu uzun zincirli yag asiti olan mikolik asit bakteriye
aside direnglilik kazandiran kisimdir.

b) Balmumu (Waxes D): Freud adjuvanindaki aktif kismi olusturur.

¢) Kord faktorii (6,6'-dimikolat-a-D trehaloz): Viriilans ve immiinite ile iliskisi
mevcut olan kord faktorii 16kositlerin gociinii onleyerek kronik graniilom olusumunu
saglar.

d) Fosfolipidler: Fosfatidik asid temel yapisindaki fosfatidilgliserollerdir. Bunlar
kazeifikasyon nekrozundan sorumludurlar (170).

e) Siilfatidler-Muramil dipeptid: Basilin virtilansindan sorumlu olup mikolik
asitle kompleks olusturup graniilom olusumunda rol oynarlar. Fagolizozom olusumunu
engelleyerek, basilin parcalanmasini ve konak tarafindan yok edilmesini onlerler (171).

Mikobakterilerin hiicre duvart proteinlerinin hiicresel immiin yanit olusumunda
rolleri biiyiiktiir. Bunlardan Old Tiiberkiilin (OT); tiiberkiilin deri testinde kullanilan temel
protein olup bunlarin saflastirilmasi ile piirifiye protein deriveleri (PPD) olusur. PPD, Wax
D ile kombine edilip organizmaya verildiginde tiiberkiilin reaksiyonu olusturur.Antijen 5,
antijen 6, antijen 60 ise bakteriye kars1 gelisen hiimoral cevabin gosterilmesinde kullanilip
PPD’den daha 6zgiildir (172, 173).

Hiicre duvarindaki polisakkaritlerin (arabinogalaktan ve arabinomannan) ise erken
asirt duyarhilik reaksiyonunu baslattiklart bilinmekle birlikte hasta serumu ile etkileserek

antijenik 6zellik gosterdikleri de bildirilmistir (174).

2.3.5. Tiiberkiiloz Epidemiyolojisi

Tiiberkiiloz insidanst  sosyoekonomik diizeylerine gore {ilkeden iilkeye
degismektedir. Gelismis {ilkelerde tiiberkiiloz insidansi ¢ok diisiik olmasina ragmen, geri
kalmis ve gelismekte olan iilkelerde ¢ok yiiksektir. Gelismis iilkelerde tiiberkiiloz siklikla
yaslilarda goriilirken, gelismemis iilkelerde durum tam tersidir. Gogmenler, diabet,
alkolizm, bakim evlerinde yasayanlar, immiin supresif tedavi alanlar ve AIDS gibi risk

faktorleri insidans: artirmaktadir (157, 175).

30



Diinya Saglik Orgiitii (DSO) verilerine gore, diinya niifusunun {icte biri tiiberkiiloz
basili ile enfektedir. Her y1l yaklasik 8 milyon yeni tiiberkiiloz hastas1 ortaya ¢ikmakta ve 3
milyon hasta tiiberkiiloz sebebiyle 6lmektedir. 2009 yilinda 9.4 milyon yeni tiiberkiiloz
vakasi ortaya ¢ikmis, 1,7 milyon insan tiiberkiillozdan 6lmistiir. 2015 yilina kadar hasta
sayisinin 15 milyona ulasacagi, bunlarin {i¢ milyonunun HIV infeksiyonu ile birliktelik
gosterecegi tahmin edilmektedir (176, 177).

Diinya Saglhk Orgiitii, 1993 yilinda tiiberkiiloz konusunda diinya genelinde acil
durum ilan etmis ve biitiin tlkelere “Dogrudan Goézetimli Tedavi Stratejisi’ni” (DGTS)
onermistir. Dogrudan Gozetimli Tedavi Stratejisi buglin 190 iilkeye yayilmig olmakla
birlikte, bu iilkeler diinya popiilasyonunun %93’linii ve tahmini tiiberkiiloz olgularinin
%99’unu icermektedir. Ayrica, yayma pozitif olgularin %70’ine tani koymayr ve bu
olgularin %85’inin basar1 ile tedavi edilmesini hedef olarak belirlemistir. “Milenyum
Gelisme Hedefi” ad1 verilen bu hedefle ayn1 zamanda 2015 yilina kadar prevalans ve 6liim
oranlarinin yartya indirilmesi amaglanmistir (176, 177).

DSO, tiiberkiiloz kontrolii igin, 2002’de daha genis kapsamli bir yaklasim
benimsemis, DGTS’ne CID-TB (Coklu ilaca direngli-Tiiberkiiloz), HIV+TB ve baska
konular1 da eklemis ve buna “Stop TB Stratejisi” adin1 vermistir (178).

Tirkiye’de ise, tiiberkiiloz ile ilgili bilinen en yiiksek hasta sayilart (6liim
kayitlarina dayanilarak tahmin edilen sayilar) 1920’1 yillara ait olup 1940’1 yillarda
tiibberkiiloza bagli Oliimler azalmaya baslamistir. Ancak asil diisiis ilag tedavilerinin
basladig1 1950’li yillardan itibaren baslamistir. Hastaligin sikligi 1960’11 yillarda
170/100000 iken 1970°1i yillarda olgu hizi azalmistir. Bu yillari takiben 1980’lerden sonra
olgu hizi yeniden artmaya baslamis ancak, 1990’larla beraber yeniden vaka sayisinda
diisme izlenmistir (176).

Verem savasi dispanseri kayitlarina 2008 yilinda 18.452 tiiberkiiloz hastas1 girmis,
toplam olgu hiz1 yiiz bin niifusta 27,9°dan 25,8’e¢ (%7,5) diisiis gOstermistir. Hastalarin
11.476’s1 (%62.2) erkek, 6.976’s1 (%37,8) kadin olup erkek/kadin orani 1,6’dir. Olgu hizi
erkeklerde 100000°de 32.0; kadinlarda ise 100.000’de 19,6’dir. Olgu hizinin yas gruplarina
gore dagilimi incelendiginde, 15-24 yas grubundan itibaren olgu hizinin arttig1, 55-64 ile 65
ve iizeri yaslarda en yiiksek diizeye ulastig1 izlenmistir. Tiirkiye’de tiiberkiiloz insidansi,
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yillara gore azalmakta olup 2002 yilinda yiiz binde 40 iken 2008 yilinda yiiz binde 30’dur
(124).

2.3.6. Mikobakterilerin Laboratuvar Tanisi

Tiiberkillozun 6n tamis1  klinik verilere dayanmakla birlikte kesin tanisi
mikrobiyolojik yontemlerle konmaktadir. Infeksiyon yerine gére degismekle birlikte, tanida
siklikla kullanilan 6rnekler; balgam, bronkoskopik aspirasyon numunesi, gastrik lavaj, idrar
ve BOS’tur (179).

a) Orneklerin islenmesi: Klinik ornekler steril (BOS, plevra sivis1) ve steril
olmayanlar (flora iceren Ornekler) olarak ikiye ayrilip steril olmayan 6rnekler organik
kalintilar1  uzaklastirmak amaciyla homojenizasyon-dekontaminasyon-konsantrasyon
islemlerine alinirlar. Steril 6rnekler ise 3500xg’de 20 dakika santrifiij edilip mevcut ¢okelti
mikroskopik inceleme ve kiiltiir i¢in kullanilabilir.

Homojenizasyon-dekontaminasyon-konsantrasyon isleminde siklikla N-Asetil-L-
Sistein (NALC) + Sodyum hidroksit (NaOH) veya tek basina NaOH (%3-4) kullaniimakla
birlikte; zefiran-trisodyum fosfat, oksalik asit, setilpridinyum klorid ve sodyum klorid gibi
farkli kimyasallardan da yararlanilabilir (180).

2.3.6.1. Mikroskopik Inceleme: Hiicre duvarlarindaki uzun zincirli yag asitleri
(mikolik asitler) nedeniyle Gram boyamada kullanilan boyalara karsi gegirgenligi sinirlt
olan mikobakteriler; Gram boyamada genellikle silik boyanmis, boncuklu Gram pozitif
basiller (dekolorizasyona direngli) seklinde goriiliirler. Bu nedenle orneklere aside direngli
boyama yontemi uygulanir (181).

Yaymanin duyarliligi %22-80 arasinda degismekle birlikte; 6rnegin tipi, etken olan
mikobakteri tiirii, dekontaminasyon ve kontaminasyon isleminin yeterliligi, boyama tipi,
yaymanin kalmligi ve yaymayi inceleyen laboratuvar personelinin deneyimi boyanin

duyarliligini etkileyen faktorlerdir (182).
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a)Boyama yontemleri

i)Karbolfuksin metodu (Ziehl-Neelsen, Kinyoun): Bu yontemde fuksin ve fenol
(karbolik asit) bilesimi kullanilir. Boyama islemi sonrasinda aside direngli organizmalar
kirmizi renkte goriiliir. Zichl-Neelsen ve Kinyoun yontemi arasindaki temel farkliliklar
fenol konsantrasyonu ve uygulama bi¢imi olup; Kinyoun yonteminde isitma yerine boya
konsantrasyonu daha yogun hazirlanir. Bu iki yontem sonrasinda mikobakteriler, kullanilan
z1t boyaya gore (siklikla metilen mavisi), mavi veya yesil zeminde kirmizi basiller olarak
goriiliirler (183).

i)Florokrom metodu (auramin O, auramin-rhodamin): Florokrom boyamada
ana ilke fenollii fuksin yerine floresan boyalarin kullanilmasidir. Aside direngli
organizmalar 151k mikroskopu altinda sari-turuncu renkte floresan verirler. Boyalarin
hazirlanmasi, amaglanan hedef (doku, mikroorganizma, antijen antikor kompleksi vs.) ve
boyama islemi sirasinda 1si-siire degisikliklerinin uygulanmasina gore farkli floresan
boyama yontemleri mevcut olup bunlara; Auramin-Fenol, Auramine-Rhodamine, Truant’in
modifiye Auramine-Rhodamine boyama yontemi ve Glikerson ve Kanner’in floresanli

boyama yontemi 6rnek verilebilir (183).

2.3.6.2. Kiiltiir: Mikroskopik inceleme tiiberkiiloz tanisi i¢in degerli, basit ve ucuz
bir yontem olup 6n tan1 degeri tasir ancak tiiberkiilozun kesin tanisi igin etkenin tiretilmesi
gerekir. Bu nedenle kiiltiir; M. tuberculosis tanisinda ‘altin standart’ yontemdir.

Mikobakteri izolasyonu i¢in kullanilan besiyerleri, kat1 ve sivi besiyerleri olarak
ikiye ayrilirlar. Sivi besiyerlerine Middlebrook 7H9 ve Dubos Tween albumin sivi
besiyerleri 6rnek verilebilirken kat1 besiyerleri yumurta ve agar bazl olarak ikiye ayrilir.
Yumurta bazli besiyerlerine, Lowenstein-Jensen, Petragnani ve American Thoracic Society
Medium; agar bazli besiyerleri ise Middlebrook 7H10 ve Middlebrook 7H11 6rnek
verilebilir (184).

Koloniler; yumurta bazli besiyerlerinde 18-24 giinde goriilebilir hale gelirken; agar
bazli besiyerlerinde 10-12 giinde mikroskop altinda goriilebilir. Amerikan Hastalik Kontrol
Merkezi (CDC) klinik drneklerden M. tuberculosis’in izolasyon ve identifikasyonu igin
gerekli siirenin 14-21 giin ile sinirlandirilmasin1 6nermektedir. Bu sebeple tiiberkiiloz
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basilinin iiremesinin erken donemde tespitini amaglayan hizli kiltir sistemleri
gelistirilmistir (183, 185).

S1v1 besiyerlerinin kullanildig: kiiltiir sistemleri kat1 besiyerlerinden daha iyi sonug
verdigi i¢in bu besiyerlerinin kullanildigi bir ¢ok ticari hizli tan1 yontemi gelistirilmistir.
Bunlardan BACTEC 460TB sistemi hizli, yari otomatize; izolasyon, identifikasyon ve
duyarlilik testlerinin uygulandig bir sistemdir. Besiyerinde iiremeyi tespit i¢in **C isaretli
palmitik asit bulunur. Palmitik asit mikroorganizma tarafindan kullanildiginda ortaya ¢ikan
YC0O, cihaz tarafindan tespit edilir. Sistemin pek ¢ok avantaji olmasmma ragmen;
kontaminasyon riski, laboratuvar is yiikiiniin artmasi, radyoaktif materyallerin temini ve
atilmas1 temel dezavantajlardir (183, 186).

BACTEC 460TB'nin dezavantajlart MGIT 960 sisteminde bulunmamakla birlikte
bu sistemde oksijen tiiketimine bagli degisen floresans miktar1 dl¢iiliir. Kisa siirede sonug
vermesi, radyoaktif madde igermemesi ve liremenin siirekli izlenmesine imkan veren tam
otomatize bir sistem olmasi bu sistemin en 6nemli avantajlaridir. BACTEC 900 MB, ESP
kiiltiir sistemi II ve MB/BacT ALERT 3D ise diger sivi bazli sistemlerdir (186).

2.3.6.3. Serolojik Tani: Serolojik testler basit, ucuz ve kolay degerlendirilebilen
testlerdir. Ozellikle ekstrapulmoner tiiberkiiloz tanisinda, ¢ocuklar ve diiskiin hastalar gibi
ornek almanin zor oldugu durumlarda avantaj saglamaktadir. Ancak, bu testlerin duyarlilig
yayma pozitif hastalarda yiiksek olmasina ragmen, ¢ocuklarda, ekstrapulmoner tiiberkiiloz
vakalarinda ve HIV ile enfekte kisilerde daha diistiktiir (187).

Bunlardan en bilineni Tiberkiilin deri testi (Mantoux testi) olup bu testle piirifiye
protein derivelerine kars1 gelisen gecikmis tip asir1 duyarlilik reaksiyonu 6l¢iiliir. On kol i¢
yiizline, deri i¢ine 0,1 ml (5 Tiiberkiilin {initesi-TU) saflastirilmis protein enjekte edilip 48-
72 saat sonra olusan endurasyonun capi Olgiilir. BCG asis1 olmayan kisilerde 0-5 mm
negatif, 6-9 mm siipheli ve 10 mm iizeri pozitif kabul edilirken; asis1 olanlarda 15mm tizeri
pozitif kabul edilir. Testin pozitif olmasi, kisinin basil ile enfekte oldugunu gosterir ama
hastaliginin varligr ya da yoklugunu gostermez. Bununla birlikte atipik mikobakterilerle
enfekte olmus kisilerde hatali pozitif sonuglara neden olmaktadir. Testle ilgili mevcut
sikintilar nedeniyle yeni testler gelistirme ihtiyact duyulmus ve son zamanlarda
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QuantiFERON-TB Gold ve T Spot TB testleri gelistirilmistir. Bu serolojik testler M.
tuberculosis’e karsi olusan hiicresel immiinite bileseni olan IFN-y’y1 6lger. Tiiberkiiloz deri

testi yerine tasarlanmis olan bu testler BCG asisindan daha az etkilenirler (81, 164, 188).

2.3.6.4. Molekiiler Yontemler: Geleneksel tani yontemlerinden mikroskopinin
duyarhilik ve 6zgiilliigiiniin diislik olmasi1 ve kiiltlir isleminin uzun zaman almasi1 nedeniyle
molekiiler tan1 yontemleri bu alanda da kullanilmaya baglanmistir. Bu yontemler klinik
orneklerden etkenin kisa siirede tespiti, tanimlanmasi ve ilag¢ direncinin saptanmasinda
kullanilmaktadir (189).

Uygulamalarda sik¢a gozlenebilen kontaminasyon riskini ortadan kaldirabilmek,
duyarlilik ve Ozgilligli arttirabilmek i¢in bir¢ok yeni yontem gelistirilmis olup bu
yontemlerin en basinda niikleik asit amplifikasyon testleri gelmektedir. Bu sistemler IS
6110 insersiyon dizisi ve 16S rRNA ve 23S rRNA’y1 hedef alir. Bu yontemlerden PZR
uzun yillardir mikobakterilerin tanimlanmasinda kullanilmaktadir. Mikobakterilerin tiir
diizeyinde tanimlanmasinda ise genellikle 16S rRNA, hps65, rpoB ve daha pek ¢ok gen
bolgesi hedef olarak segilir.

Kiiltiirde iireyen mikobakterilerin kisa siirede tiir diizeyinde tanimlanmasini ve/veya
tiiberkiiloz ilaglarna kars: direng ile iliskili mutasyonlar1 saptamaya yonelik olarak, DNA
prob hibridizasyonu esasli tiriinler, DNA sekans analiz kitleri ve molekiiler biyoloji ve
bilgisayar teknolojisini birlestiren DNA mikroarray teknolojisi triinleri gelistirilmistir
(190). Gilinlimiizde ticari olarak kullanilan molekiiler sistemlerin bazilari; M. tuberculosis
Direct Test (MTD: Gen-Probe, ABD), Cobas Amplicor MTB Assay (Roche Diagnostic
System, Isvigre), LCx MTB Assay (Abbott Laboratories, ABD), BD ProbeTec ET (Becton
Dickinson Biosciences, ABD), Q-Beta Replicase-Amplified Prob Assay (Downers Grove,
ABD), Real-Time PCR MTB Assay (LightCycler-Roche, iCycler-BioRad,ABD), The
AccuProbe System (Gen-Probe, ABD), INNO-LIPA Mycobacteria (Innogenetics, Belgika)
ve MicroSeq 500 16S rDNA Bacterial Sequencing Kit (PE AppliedBiosystems, ABD)
seklinde siralanabilir (190, 191).

Gelistirilen bu yontemlerin hi¢ biri heniiz mikroskopi ve kiiltiir gibi geleneksel
yontemlerin yerini alamamistir. Bunun baglica nedenleri, molekiiler yontemlerin genel
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pozitiflik oranlarinin kiiltiirden anlamli derecede yiiksek olmamasi, kontaminasyona dayali
hatal1 pozitifliklerin fazla olmasi, yontemlerin ¢ogunun solunum yolu Ornekleri i¢in
standardize olmasi ve tedavi altindaki hastalarin ¢ikardigi 6lii basilin bile pozitif olarak

saptanmasi olarak siralanabilir (189).
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3. GEREC VE YONTEM

Bu calismaya 1 Ocak 2013-31 Aralik 2013 tarihleri arasindaki bir yillik zaman
dilimi igerisinde, indnii Universitesi Tip Fakiiltesi Turgut Ozal Tip Merkezi, Uroloji ve
Infeksiyon Hastaliklar1 birimlerine, iiriner sistem infeksiyonu yakinmalariyla basvurmus
6629 kisi dahil edilmistir.

Calismamizda 351 hasta idrarinda multipleks PZR yontemiyle M. hominis, M.
genitalium, U. urealyticum, N. gonorrhoeae ve C. trachomatis; “’in-house’’ PZR yontemi

ile de M. tuberculosis arastirilmustir.

3.1. Gerecler
a) Cam ve plastik malzemeler:
- Thoma lam1
- Tek kullanimlik eldivenler
- 1 mI’lik enjektorler
- 15 mI’lik falkon tiipleri
- Buz pargalariyla dolu ¢ukur kap
- Otomatik pipetler
- 10ul, 100ul ve 1000ul’1ik filtreli ve filtresiz pipet uglari
- DNAase-RNAase icermeyen eppendorf tiipleri

- Tiipler i¢in tiip stantlar1

37



b) Ekipman:
- Mikrosantrifiij (Hettich Zenrtifugen EBA 12R, Germany)
- Termal dongii cihaz1 (GeneAmp PCR System 9700, A.B.D)
- DNA izolasyonu laboratuvar1 ve amplifikasyon laboratuvarinda kullanilmak {izere ii¢
adet ayarlanabilir mikropipet (1-20 pl, 20-200 pul ve 200-1000 ul) (Eppendorf, A.B.D).
- Vorteks (karistirict, VF 2500 devir/dakika)
- +4°C ve -80°C sogutucular

3.2. Yontem

3.2.1. Orneklerin alinmasi, ¢calisma icin hazirlnamasi ve saklanmasi

1 Ocak 2013 — 31 Aralik 2013 tarihleri arasindaki bir yil siiresince Indnii
Universitesi Tip Fakiiltesi Turgut Ozal Tip Merkezi Hastanesi, Uroloji ve Infeksiyon
Hastaliklar1 boliimleri poliklinik ve servislerinden, iiriner sistem infeksiyonu siiphesi ile
gonderilen 6629 idrar numunesi steril piyiiri agisindan degerlendirmeye alindi.

Hastalardan orta akim idrar alinmis olup steril piyiiri oldugu tespit edilen idrar
ornekleri 15 ml’lik falkon tiiplerine 10’ar ml konulup 4000 rpm’de 30 dakika santrifiij
edildi. Santrifiij sonrasinda supernatant kismi1 dezenfektanli bir kaba dokiiliip dipte kalan 1
ml’lik kismi ise 2 ml’lik eppendorf tiiplere her biri 0,5 ml olacak sekilde dagitildi. Bu

ornekler daha sonra ¢alisilmak tizere -80°C’de saklandi.

3.2.2. Steril piyiiri tespiti

Laboratuvara gelen idrar orneklerinin, Eozin-Metilen Blue (EMB) agar ve kanl
agara, 0.01 ml kapasiteli 6zelerle ekimi yapildi. Ekim yapilan besiyerleri 37°C’lik etiivde
24 saat inkiibe edildi. Artan idrar numuneleri ekim islemi sonrasinda thoma lami ile
degerlendirildi. Piyiiri saptanan numuneler iireme kontrolii yapilmak {izere +4°C’de 24 saat
bekletildi. Thoma lami ile degerlendirme esnasinda; lam {izerinde bulunan iki yandaki
cikintilar hafifge 1slatildiktan sonra lamel bunlarin arasini kapatacak sekilde oturtulup iki
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elin bagparmaklari ile konsantrik Newton halkalar1 belirinceye kadar bastirildi. Bir ml’lik
enjektorler yardimiyla alinan idrar 6rneginden bir damla, sayim kamaralarmin oldugu
kenardan lamel-lam arasina damlatilip sivi kapillarite sayesinde lam {izerinde bulunan
sayim alanina yayildi. Aktarilan sivinin hareketsizlesmesi icin 1-2 dk. beklenip sayim
yapilacak ¢izgili alan bulunmak iizere 6nce mikroskopun kiiciik biiylitmesinde bakilip
sonrasinda da bu karelere diisen 16kositleri saymak i¢in biiytik biiylitmede bakildu.

Thoma lammin gukur kismina lamel kapatilip idrar damlatildiginda 0.1 mm
yiiksekliginde sivi kalir. Bu nedenle Thoma lami ile 0.1 mm?® hacimdeki sivida hiicresel
yapt sayimi yapilabilmektedir. Sayim yapilacak alan cam yiizey iizerindeki cizgilerle

belirlenmistir. Thoma lami sayim alan1 sematik goriintiisii sekil 1°de gosterilmistir.

T mm
i | || UA 1 [
A | b

[F——m» Buyik kare

Kiguk kare

Sekil 1. Thoma lami1 sayim alanu.

Thoma laminda 16 biiyiik kare ve her biiyiik karede 25 kiigiik kare olmak tizere
toplam 400 kiiciik kare bulunup biiyiik karelerin sinirlar1 ara ¢izgilerle belirtilmistir. Kiigtik
kareler gergekte bir kare prizma olup ¢ukurun derinligi 1/10 = 0.1 mm’dir. 1 kiiciik kare
olarak belirtilen kare prizmanin hacmi = 0.05 mm X 0.05 mm X 0,1 mm = 0,00025 mm® =

1/4.000 mm®tiir. Bir sayim alaninda 16 X 25 = 400 kiigiik kare oldugundan dolay: toplam
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sayim hacmi = 0.00025 mm® X 400 = 0,1 mm®tiir. Thoma laminda mm®‘teki sayim A x SF
x 10 formiilii ile hesaplanmakla birlikte A = 16 biiyiik karede sayilan 16kosit adedi, SF ise
seyreltme faktoriidiir. Calismamizda idrar1 seyreltmeden direk olarak Thoma laminda
degerlendirdigimizden dolay1 bizim i¢in formiil A x 10° dur. Idrarda mm®te 10 15kosit
saptanmast piyiiriyi gosterdigi i¢cin Thoma laminda en az 1 Idkosit gérmemiz yeterli

olmustur.
3.2.3. DNA izolasyonu

Steril piyiirili hastalara ait -80°C’de sakladigimiz idrar orneklerinden DNA
izolasyonu yapmak i¢in, doku kiti ve otomatize ekstraksiyon cihazi (EZ1, Qiagen, Hilden,
Germany) kullanildi. Cihazin ve kitin kullanim prosediiriine uygun olarak, santrifiij edilmis
idarar 6rneginden 200 pl G2 buffer ile siispanse edilip cihaza yerlestirildi. Kullanilan ticari
multipleks PZR kitinin 6nerisi dogrultusunda 50 pl eliisyon buffer ile cihaz tarafindan

sulandirilan DNA ‘lar galisilincaya kadar -20 °C’de saklandi
3.2.4. Multipleks PZR Kkiti

Calismamizda M. hominis, M. genitalium, C. trachomatis, N. gonorrhoeae ve U.
urealyticum tespiti icin Seeplex STD6 ACE Detection V2.0 (Seegene, Seul, Korea) ticari
multiplex PZR kiti kullanilmig olup bu kit ile es zamanli olarak saptanabilmektedir.

Kit icerigi:

- Primer-5X STD6 ACE PM

- Premix-2X Multipleks master miks

- Marker- STD6 ACE Marker

- Internal kontrol (IC)

- Pozitif kontrol (PC)

- Negatif kontrol (NC)

- 8-MOP soliisyonu (kontaminasyonun dnlenmesi)

3.2.5. Amplifikasyon asamasi:
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Reagentlar, buz iizerinde ¢oziindiiriilmelerinin ardindan vortekslenip, kapak i¢inde
kalabilen damlaciklar i¢in kisa bir siire santrifiij edildi.

PZR inhibisyonunun kontrolii igin internal kontrol; DNA izolasyonu asamasinda
eklendi.

PZR mastermiks hazirlama:

4 ul 5X STD6 ACE PM

3ul 8-MOP Soliisyonu

10 ul 2X multipleks mastermiks

17 pl PZR mastermiks toplam voliimii (her bir 6rnek igin)

Hazirlanan mastermiks vortekslenip, kisa bir siire santrifiij edilerek mastermiksin
karigsmasi saglandi. Karisim 0.2 ml’lik PZR tiiplerine 17°ser pl dagitilip her bir 6rnek icin

3’er pul ekstraksiyon iiriinii eklendi.

17 pl PZR mastermiks
3ul Ornek niikleik asiti
20 ul Toplam reaksiyon voliimii

Negatif kontrol i¢in 3 ul STD6 ACE NC, pozitif kontrol i¢in ise 3 ul STD6 ACE
PC eklendi. PZR mastermiksinin ve hasta ornegininin pozitif kontrol ile
kontaminasyonundan kaginilarak hazirlanan triinler énceden 94°C’ye kadar isitilmisg
termal dongii cihazina yerlestirildi. Tablo 2’de tanimlanan 1s1 ve stireler kullanilarak PZR
islemi uygulanip jel elektroforez uygulamasina kadar +4°C’de sakland.

Tablo 2. Kullanilan kitin termal dongii cihazi protokoli.

Segment Siklus sayis1 Is1 Siire
1 1 94°C 15dk

2 40 94°C 0.5dk
63°C 1.5dk

72°C 1.5dk

3 1 72°C 10dk

3.2.6. Amplifikasyon sonucunun goézlenmesi
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Amplifikasyon iiriinii brom fenol mavisi i¢inde 3/4 oraninda seyreltilip bu karigimin
Sul’si, icinde etidyum bromiir bulunan %2’lik agaroz jelde elektroforeze tabi tutuldu. UV
transluminator altinda DNA molekiiler agirlik standardi (QX 174/ Hae Il1), kontroller
(pozitif ve negatif) ve STD ACE marker yardimiyla, olusan bantlar degerlendirildi. Sekil
2’de aplifikasyon iiriinlerinin jel elektroforez goriintiisii izlenmektedir. Tablo 3’te ise
calismamizda kullanilan multipleks PZR kiti ile saptanabilen ajanlarin agaroz jeldeki

bliytikliikleri gosterilmistir.

TV

MH
MG

cT
NG

uu

Sekil 2. Jel elektroforez goriintiisii. 1 nolu drnekte M. hominis pozitif iken 7 nolu
ornekte C. trachomatis ve U.urealyticum pozitif olarak izlenmektedir. (M: Markir, IC:
Internal kontrol, TV: Trichomonas vaginalis, MH: M. hominis, MG: M. genitalium, CT: C.

trachomatis, NG: N. gonorrhoeae, UU: U. urealyticum)

TV
MH

MG
CcT

NG

uu
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Sekil 3. Jel elektroforez goriintiisii. 3 nolu 6rnekte M. genitalium, C. trachomatis ve
U.urealyticum pozitif iken 4 nolu oOrnekte tek basma U.urealyticum pozitif olarak
izlenmektedir. (M: Markir, IC: Internal kontrol, TV: Trichomonas vaginalis, MH: M.
hominis, MG: M. genitalium, CT: C. trachomatis, NG: N. gonorrhoeae, UU: U.

urealyticum)

Sekil 4. Jel elektroforez gorintiisii. 2 nolu 6rnekte C. trachomatis ve U.urealyticum
pozitif olarak izlenmektedir. (M: Markir, IC: Internal kontrol, TV: Trichomonas vaginalis,
MH: M. hominis, MG: M. genitalium, CT: C. trachomatis, NG: N. gonorrhoeae, UU: U.

urealyticum)
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Sekil 5. Jel elektroforez goriintlisii. 1 nolu 6rnekte M. hominis ve U.urealyticum
pozitif iken 2 ve 4 nolu 6rnekte U.urealyticum pozitif olarak izlenmektedir. (M: Markr, IC:
Internal kontrol, TV: Trichomonas vaginalis, MH: M. hominis, MG: M. genitalium, CT: C.
trachomatis, NG: N. gonorrhoeae, UU: U. urealyticum, NK: Negatif kontrol, PK: Pozitif

kontrol)

TV

MH
MG
CcT

NG

uu

Sekil 6. Jel elektroforez goriintiisii. 1 nolu ornekte Trichomonas vaginalis ve
U.urealyticum pozitif iken 4 nolu 6rnekte M. hominis, 5 nolu ornekte ise U.urealyticum
pozitif olarak izlenmektedir. (M: Markir, IC: Internal kontrol, TV: Trichomonas vaginalis,
MH: M. hominis, MG: M. genitalium, CT: C. trachomatis, NG: N. gonorrhoeae, UU: U.
urealyticum)

Tablo 3. Caligmamizda kullanilan multipleks PZR kiti ile saptanabilen ajanlarin

agaroz jeldeki biiyiikliikleri.

Hedef PZR iiriiniiniin biiyiikliigii (b¢)
Internal kontrol 981
Mycoplasma hominis 502
Mycoplasma genitalium 410
Chlamydia trachomatis 314
Neisseria gonorrhoeae 214
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Ureaplasma urealyticum

130

3.2.7. Sonug¢larin yorumlanmasi

Agaroz jeldeki bant goriintiileri tablo 4’e¢ gore yorumlanmis olup tabloda da

belirtildigi gibi IC ve hedef mikroorganizmaya ait bandi birlikte gozlendiginde hedef

patojenin varligi kabul edildi.

Tablo 4. Agaroz jel sonug degerlendirme protokolii.

IC  Hedef Yorumlama
Durum 1 + + Hedef patojen saptanmistir. Ornek (+)
Patojen saptanamamustir.
-yeterli 6rnek toplanabilmis mi?
Durum 2 + - ) o
-yeterli niikleik asit miktar1?
-inhibitorlerin yoklugu?
Hedef patojen saptanmustir. Bu test yeniden ¢alisilarak konfirme
Durum 3 - + ] ]
edilmeli.
Durum 4 - - Ornekte inhibitor madde var, tekrarla.

3.2.8. Tiuberkiiloz “’In-House’’ PZR Yontemi

Calismamizda Eisenach ve arkadaslarmin M. tuberculosis kompleksi genomunda

bulunan 1355 b¢ uzunlugundaki IS6110 gen bolgesindeki 123 bg’lik kismi amplifiye eden
T4 3’-CCT GCG AGC GTA GGC GTC GG-5" ve Ts 3’-CTC GTC CAG GGC CGC TTC
GG-5’ primerleri kullanildi (192).

2X amplifikasyon karisiminin hazirlanisi:

1. 10X amplifikasyon tampon (enzime 6zgii) 200 pl
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2. 10X dNTP miks (2,5 mM her bir niikleotid) 200 pl
3. 10X MgCI2 (10 mM) 200 pul
4. 10X BSA (1 mg/ml) 200 pl
5. Distile su 200 ul

Toplam 50ul olan amplifikasyon tiipliniin icerigi:

- 5 ul ekstraksiyon tirtinii
- 25 ul 2X amplifikasyon karigimi
- 0.5 ul T4 (20 pmol/ ul), 0,5 pl Ts (20 pmol/ pul)
- 0.3 pul Tag DNA polimeraz (5 U/ pul)
- 18.7 ul distile su
Hazirlanan karisim tablo 5°te gosterilen protokol baz alinarak termal dongii

cihazinda amplifiye edildi.

Tablo 5. Termal dongii cihazinda kullanilacak amplifikasyon protokolii.

Segment Siklus sayisi ISI SURE
1 1 94°C 4 dk
94°C 2 dk
2 35 56°C 3dk
72°C 2 dk

3.2.8.1. Amplifikasyon sonucunun gozlenmesi

Amplifikasyon iriinii brom fenol mavisi iginde 3/4 oraninda seyreltildi. Bu
karigtmin 10 pl’si, i¢inde etidyum bromiir bulunan %2’lik agaroz jelde elektroforeze tabi
tutuldu. UV transluminator altinda DNA molekiiler agirlik standardi (QX 174/ Hae I11) ve

kontroller (pozitif ve negatif) yardimiyla olusan bantlarin degerlendirilmesi yapildi.

3.2.9. Sonuclarin degerlendirilmesi
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Veriler, “’SPSS 20.0 for Windows”’ (SPSS inc-A.B.D.) istatistik program ile analiz
edilmistir. Kategorik verilerin 6zetlenmesi i¢in say1 ve yiizde kullanilmistir. Nitel veri
karsilastirmalarinda stireklilik, diizeltmeli kikare (XZ) ve Fischer’in kesin X° testi

kullanilmistir. Tiim karsilastirmalarda anlamlilik diizeyi p < 0.05 olarak kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

Tez calismamiz dahilinde; Ocak 2012 ile Aralik 2012 tarihleri arasinda bir yil
siiresince, Indnii Universitesi Tip Fakiiltesi, Turgut Ozal Tip Merkezi, Tibbi Mikrobiyoloji
Merkez Laboratuvari'na Uroloji ve Infeksiyon Hastaliklar1 kliniklerinden iiriner sistem
infeksiyonu stiphesi ile gonderilmis 18 ile 70 yas aras1 (ortalama yas 48) hastalarin idrarlari
incelenmistir. Orneklerde giinliik olarak thoma laminda 18kosit sayimi yapilmistir.
Milimetre kiipte 10 ve lizeri 16kosit tespit edilen ve rutin mikrobiyolojik yontemlerle tireme
saptanamayan idrar 6rnekleri steril piyiiri olarak kabul edilip calismamiza dahil edilmistir.
Bu idrar 6rneklerinde molekiiler mikrobiyolojik yontemlerden biri olan multipleks PZR
yontemi kullanilarak C. trachomatis, M. genitalium, M. hominis, U. urealyticum ve N.
gonorrhoeae, "in house" PZR yontemi ile de M. tuberculosis varligi arastirilmistir.

Tim yil siiresince 6629 idrar 6rnegi degerlendirildi ve 487 (%6.26) tanesinde steril
piyiiri saptandi. Steril piyliri saptanma oranlarinin aylara goére dagilimi sekil 7°de

gosterilmistir.
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Sekil 7. Aylara gore steril piyliri oranlari.

Ay hastalara ait Ornekler ¢ikarildiginda, toplamda 351 steril piyiirili hasta
numunesi calismaya dahil edilmistir. Orneklerin 134 (%38.2)' i kadin hastalara, 217
(%61.8)’si ise erkek hastalara aittir.

Toplam 351 steril piyiirili hasta 6rneginin 125 (%35.6)" inde bir veya birden fazla
mikrobiyolojik etken saptanmistir. Pozitif bulunan 6rneklerin 56’s1 (%41.8) kadin, 69’u
(%31.8) ise erkek hastalara aittir.

Pozitif olan 56 kadin hasta Orneginin 46 (%82,1)’sinda tek etken (32 U.
urealyticum, 12 M. hominis, 1 M. genitalium, 1 N. gonorrhoeae), 9 (%16,1)’unda iki etken
(4 U. urealyticum ve M. hominis, 2 U. urealyticum ve C. trachomatis, 1 M. hominis ve N.
gonorrhoeae, 1M. genitalium ve C. trachomatis, 1 U. urealyticum ve N. gonorrhoeae) ve 1
(%1,8)’inde ise ti¢ etken (U. urealyticum, M. genitalium ve C. trachomatis) saptanmuistir.

Pozitif olan 69 erkek hasta Orneginin ise 58 (%84,1)’inde tek etken (47 U.
urealyticum, 6 M. hominis, 3 M. genitalium, 1 N. gonorrhoeae, 1 C. trachomatis), 9
(%]13)’unda iki etken (6 U. urealyticum ve M. hominis, 1 U. urealyticum ve C. trachomatis,
1 U. urealyticum ve M. genitalium, 1 N. gonorrhoeae ve C. trachomatis), 2 (%2,9)’sinde ii¢
etken (ikisinde de U. urealyticum, N. gonorrhoeae ve C. trachomatis) saptanmistir.

Aylara ve cinsiyete gore steril piylirili 6rneklerin say1 ve yiizde olarak dagilimi

yapilmistir. Bu dagilim iginde bir veya birden fazla etkenin pozitif saptanma oranlarinin
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yani sira; tek etken, iki etken ve ti¢ etken tespit edilen 6rnek say1 ve oranlari tablo 6°da

Ozetlenmistir.

Tablo 6. Sonuglarin aylara ve cinsiyete gére dagilimi.

Steril piyiirili
Aylar Cinsiyet ornek 1 < etken pozitif Tek etken(+) iki etken(+) Ug etken(+)
sayisi-yiizdesi
Ocak Kadin 8 (%21) 2 (%25) 2 (%100) - -
Erkek 30 (%79) 4 (%13,3) 3 (%75) 1 (%25) -
Kadn 17 (%32,7) 4 (%23,5) 4 (%100) - -
bat
Su Erkek 35 (%67,3) 4 (%11,4) 3 (%75) 1)%25) -
Kadin 12 (%36,3) 3 (%25) 1 (%33,3) 1 (%33,3) 1 (%33,3)
Mart
Erkek 21 (%63,7) 3 (%14,3) 2 (%66,6) 1 (%33,3) -
Kadin 19 (%57,5) 5 (%26,3) 3 (%60) 2 (%40) -
Nisan
Erkek 14 (%42,5) 4 (%28,5) 3 (%75) 1 (%25) -
Kadin 12 (%50) 9 (%75) 7 (%77,7) 2 (%22,3) -
Mayis
Y Erkek 12 (%50) 8 (%66,6) 7 (%87,5) 1 (%12,5) -
Kadin 10 (%38,5) 6 (%60) 5 (%83,3) 1 (%16,7) -
Haziran
Erkek 16 (%61,5) 8 (%50) 7 (%87,5) - 1 (%12,5)
Kadin 13 (%39,4) 5 (%38,5) 4 (%80) 1 (%20) -
Temmuz
Erkek 20 (%60,6) 7 (%35) 6 (%85,7) 1(%14,3) -
Kadin 18 (%44) 6 (%33,3) 6 (%2100) - -
Agustos
Erkek 23 (%56) 10 (%43,4) 9 (%90) - 1 (%100)
Kadin 6 (%50) 2 (%33,3) 2 (%100) - -
Eyliil
Erkek 6 (%50) - - - -
Kadin 4 (%25) 2 (%50) 2 (%100) - -
Ekim
Erkek 12 (%75) 7 (58,3) 5 (%71,4) 2 (%28,6) -
Kadin 11 (%33,3) 9 (%81,8) 8 (%88,8) 1(%11,2) -
Kasim
Erkek 22 (%66,6) 11 (%50) 10 (%90,9) 1 (%9,1) -
Kadin 4 (%40) 3 (%75) 2 (%66,6) 1 (%33,3) -
Arahk
Erkek 6 (%60) 3 (%50) 3 (%100) - -
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U. urealyticum kadinlarda %30,6 (41), erkeklerde %26,7 (57) oraninda olmak iizere
toplamda %27,9 (98); M. hominis; kadinlarda %12,7 (17), erkeklerde %5,5 (12) olmak
izere toplamda %8,3 (29); M. genitalium kadinlarda %2,2 (3), erkeklerde %1,8 (4)
oraninda olup toplamda %2 (7); C. trachomatis kadinlarda %2,2 (3), erkeklerde %2,3 (5)
olmak tizere toplamda %2,3 (8); N. gonorrhoeae ise kadinlarda %3 (4), erkeklerde %1,8 (4)
olmak tiizere toplamda %2.3 (8) oraninda pozitif saptanmistir. Toplam pozitiflik oranlari

Sekil 8’de gosterilmistir.

98(%27,9)

29(%8,3)

7(%2) 8(%2,3) 8(%2,3)

e o

M. hominis M. genitalium U. urealyticum N. gonorrhoeae C.trachomatis M. tuberculosis

Sekil 8. Tespit edilen mikroorganizmalarin saptanma oranlari.

Tespit edilen mikroorganizmalar agisindan cinsiyetler arasindaki farkliliklar
istatistiksel agidan degerlendirilmis olup tiim verilere x? ve Fischer’in kesin X testi
uygulanmistir. Calismamizda M. hominis kadin cinsiyette anlamli derecede yiiksek
(p=0,030) bulunmus olup; M. genitalium (p<1.0), U. urealyticum (p=0,330),
N.gonorrhoeae (p=0,487) ve C. trachomatis (p<1,0) agisindan anlamli farklilik
saptanamamugtir. Erkek popiilasyondaki yillik mikroorganizma pozitiflik oranlari sekil
9’da, kadin popiilasyondaki yillik mikroorganizma pozitiflik oranlart ise sekil 10’da

gosterilmistir.
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57(%26,7)

12(%5,5)
4(%1,8) 4(%2,3) 3(%1,8)
- - e o
M. hominis M. genitalium U. urealyticum C. trachomatis N. M.

gonorrhoeae tuberculosis

Sekil 9. Erkek popiilasyonda tespit edilen etkenler.

41(%30,6)

17(%12,7)

3(%2,2) 3(%2,2) 4(%3)
- - .
M. hominis M. genitalium u. C. trachomatis N. M.
Urealyticum gonorrhoeae tuberculosis

Sekil 10. Kadin popiilasyonda tespit edilen etkenler.

Mevcut mikroorganizmalarin aylara gore pozitiflik oranlari istatistiksel acidan
degerelendirildiginde U. urealyticum; subat, mayis, haziran, ekim ve kasim aylarinda

anlaml1 derecede yiiksek (p < 0,001) bulunmus olup M. hominis (p = 0.418), M. genitalium
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(p = 0.848), N. gonorrhoeae (p = 0.137) ve C. trachomatis (p = 0.666) agisindan anlamli
farklilik bulunamamistir. Degerlendirmeler sonucunda elde ettigimiz bulgularin aylara gore

dagilimi ise sekil 11°de gdsterilmis olup su sekilde saptanmustir.

H Bir veya birden fazla pozitiflik saptanan numune sayisi W Steril piyUri sayisi
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41
38

33 33 33 33

24 26

17 16 16
12 12

Sekil 11. Aylara gore pozitiflik saptanma dagilimi

Bir veya birden fazla mikrobiyolojik etkenin pozitif saptanma oranlarinin
mevsimlere gore dagilimi incelenmistir. Kis mevsiminde 100 numunede steril piyiiri
saptanmig, bunlarm 20 (%20)’sinde bir veya birden fazla etken tespit edilmistir. Diger
mevsimlere bakildiginda; sonbahar’da steril piyiiri saptanan 61 numunenin 31’inde
(%50.8), yaz mevsiminde 100 numunenin 42’sinde (%42), ilkbaharda ise 90 numunenin
32’sinde (%35.5) bir veya birden fazla etken pozitifligi saptanmistir. Istatistiksel agidan
degerlendirildiginde, U. urealyticum kis mevsiminde anlamli oranda diisiik (p < 0.001)
saptanmigtir. M. hominis (p = 0.765), M. genitalium (p = 0.787), N. gonorrhoeae (p =
0.612) ve C. trachomatis (p = 0.696) acisindan ise mevsimsel agidan farklilik
saptanamamistir. Mevsimlere gore tespit edilen mikroorganizmalarin dagilimi sekil 12°de

gosterilmistir.
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M Bir veya birden fazla pozitiflik saptanan numune sayisi Steril piyUri sayisi

100 100
90

61

31

42
32
l :
Yaz ilkbahar Kis Sonbahar

Sekil 12. Mevsimlere gore mevcut mikroorganizmalarin dagilimi

Istatistiksel agidan homojen gruplar olusmasi amaglanarak calismaya dahil edilen
hastalar 45 yastan kiisiik ve bilyilk olmak tiizere iki gruba ayrildiginda; M. hominis
(p=0,001) ve M. genitalium (p = 0,048) 45 yas alt1 grupta anlamli derecede yiiksek
bulunmustur. U. urealyticum (p = 0,883), N. gonorrhoeae (p = 0.146), C. trachomatis (p =
0.475) acisindan ise iki yas grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik
bulunamamastir.

Steril piyirili hastalara ait 351 idrar 6rneginde "in house" PZR yontemi ile M.

tuberculosis taranmis olup hicbir 6rnekte pozitiflik saptanmamustir.
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5. TARTISMA

Uriner sistem infeksiyonu ile uyumlu klinik semptomlarla birlikte steril piyiirinin
varligl, rutin mikrobiyolojik testler sirasinda atlanabilen, 6nemli bir tanisal sorundur. Bu
durumdan yola ¢ikarak, ¢aligmamizda steril piyiirili hastalarin idrarinda PZR yontemi ile
M. hominis, M. genitalium, U. urealyticum, C. trachomatis, N. gonorrhoeae ve M.
tuberculosis etkenlerini saptamay1 amagladik.

Mycoplasma hominis, M.genitalium, U. urealyticum, C. trachomatis, N.
gonorrhoeae ve M. tuberculosis gibi zor iireyen ve/veya atipik mikroorganizmalar steril
piytiriye neden olmaktadirlar (193). Rutin mikrobiyolojik testlerle saptanmasi zor olan s6z
konusu mikroorganizmalar iriner sistemin pek c¢ok hastaligi ile iliskilidir. Ancak bu
etkenlerin tanisinda rutin kiiltiir islemleri yetersiz kalmaktadir (194, 195).

Rutinde mikrobiyolojik uygulamalarda idrar numunelerinin ekimi, biri genel iiretim
besiyeri digeri secici besiyeri olmakla iizere iki besiyerine yapilmaktadir. Mikoplazma ve
Ureaplazmalarin dzel iiretim besiyerlerinde, neisseria gibi nazli bakterilerin ¢ukulatamsi
besiyerinde daha 1yi tremesi, kiiltlirlin bu mikroorganizmalar agisindan duyarliligini
azaltmaktadir. Klamidyalar ise rutin kiiltiir isleminde tretilemeyen mikroorganizmalardir.
Bu nedenle bu mikroorganizmalarin tanisinda kiiltiir dis1 yontemlere de basvurulmasi
gerekebilmektedir. Bu tip mikroorganizmalarin tanisinda siklikla bagvurulan kiiltiir dis1 tani
yontemi niikleik asit amplifikasyon testleridir.

Giiniimiizde niikleik asit amplifikasyon testlerinin, optimum duyarliligi yakalamis
olmalari, non-invaziv ve Ornek tasinmasi esnasinda olusabilecek problemlerden fazla
etkilenmemeleri rutinde kullanilmalar1 i¢in 6nemli sebeplerdir. Bu testlerden multipleks
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PZR’nin en 6nemli avantaji ayn1 6rnekte farklt mikroorganizmalara ait hedef dizilerinin es
zamanli olarak tespitine imkan vermesidir (196-198).

Calismamizda; 2013 yili siiresince anabilim dalimiz laboratuvarina gonderilen ve
tiriner sistem infeksiyonuna iliskin sikayetleri bulunan 18-70 yas arasi hastalara ait 6629
idrar ornegi degerlendirildi. Bunlardan 487 tanesinde steril piyiiri (%6,26) saptandi.
Tekrarlayan hastalara ait ornekler ¢alisma kapsamindan c¢ikarildi. Kalan 351 hastanin,
kiltir i¢in gonderilen orta akim idrarinda s6z konusu mikroorganizmalarin varligi
arastirildi. Literatiirde ilk akim ya da orta akim idrar kullanilan farkli ¢galismalar mevcuttur.
Omegin; Latthe ve ark.’lar1 da calismalarinda iiriner sistem sikayetleri olan steril
piylirili/piyiirisiz kadinlarin orta akim idrarinda U. urealyticum ve M. hominis varligini orta
akim idrarinda arastirmislardir (199).

Steril piyiirili hastalarin idrarinda C. trachomatis, N. gonorrhoeae, M. genitalium,
U. urealyticum ve M. hominis’i tespit etmek igin Seeplex(®) STD6 ACE (Seegene, Kore)
kitini kullandik. Lee ve ark.’larmin bu kit kullanilarak yaptiklar1 ¢alismada, toplamda 739
ornek test edilmis ve elde edilen sonuglar monopleks PZR ile karsilastirilmistir. Multipleks
PZR ile monopleks PZR arasinda % 100 sensitivite ve spesifite ile uyum saptanmistir.
Calismanin sonucunda bu kitlerin; s6z konusu patojenlerin hizli tanisina imkan veren,
yiiksek spesifite ve sensitiviteli, diisiik maliyetli olduklar1 kanisina varilmistir (200).

Calismamizda 351 orta akim idrar Orne8inin 125’inde (%35.6) arastirma
kapsaminda olan bir veya birden fazla etken saptanmistir. Yapilan galismalarda, steril
piytirili hastalarda etken tespit orani, kullanilan yontemlere, arastirilan mikroorganizmalara
ve secilen hasta grubuna gore cesitlilik gdstermektedir. Ornegin; , Nassar ve ark.’lar1 C.
trachomatis, M. hominis, M. genitalium ve U. urealyticum’u arastirdiklar1 ¢alismada steril
piylirili hastalarda %19 oraninda etken tespit etmislerdir. Daxboeck ve ark.’lar1 ise
M.hominis ve U. urealyticum arastirdiklar1 ¢alismada %23.3 oraninda etken saptamislardir.
Latthe ve ark.’lar1 sadece U. urealyticum ve M. hominis varligini arastirdiklar
calismalarinda, 6rneklerin %33.7’sinde etken saptamislardir. Ulkemizden yapilan bir diger
calismada ise M. hominis ve U. urealyticum varligi arastirilmis %32.5 oraninda etken tespit

edilmistir (5, 199, 201, 202). Bizim oranlarimiz literatiir ile uyum gostermektedir.
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Genital mikoplazmalar, puberte sonrasi ve geng erigkinlik déneminden itibaren
tirogenital sistem mukozalarinda kolonize olmaktadir. Bu mikroorganizmalarin
infeksiyonla iliskilerini arastirmaya yonelik pek ¢ok calisma mevcuttur. Ureaplasma
spp’nin erkeklerde nonklamidyal, nongonokokkal iiretrit (NCNGU) etkeni olabileceginin
serolojik ve terapotik ¢alismalarla  desteklemesiyle birlikte (203), M. hominis’in
nongonokokkal iiretrit (NGU)’e neden olduguna yonelik bir kanit bulunamamistir (204).
Bununla birlikte mikoplazmalarin kronik prostatitli hastalarin prostat sivilarindan,
nonklamidyal nongonokokkal akut epididim-orsitli hastalarin epididim aspiratlarindan izole
edilmeleri (205, 206) ve her iki mikroorganizmanin da endometrit, korioamniyonit,
membranlarin  prematiire riiptiirii, diisik dogum agirlikli bebek gibi durumlara neden
olabilmesi (19) klinik agidan 6nem arz etmektedir.

Yiice ve ark.’larinin in vitro kosullarda yaptigi calismada, steril idrara U.
urealyticum inokulasyonu yapilip olusabilecek degisikliklerin incelenmesi amaglanmuistir.
Sagikli 10 insan idrarinin bir araya toplanip filtre edilerek steril idrar 6rnegi hazirlanip bir
hastadan izole edilmis 12-18 saatlik U. urealyticum kiiltiirii idrar Ornegine inokiile
edilmistir. 16-24 saat sonra idrarin pH'simin arttign ve dipte bir ¢okelti olustugu
gozlenmistir. Olusan ¢okeltinin biyokimyasal analizi sonucunda postenfeksiyoz taslarda da
bulunabilen fosfat ve magnezyum saptanmistir. Bu sonuglardan U. urealyticum'un
postenfeksiyoz tas olusumundan sorumlu olabilecegi ve tekrarlayan infeksiyon vakalarinda
bu mikroorganizmanin etken olabilecegi diisiiniilerek rutin idrar kiiltlirlinlin yanisira U.
urealyticum igin spesifik tekniklerin uygulanmasi gerektigi kanisina varilmistir (33).

Yaptigimiz ¢aligmada steril piyiirili idrar drneklerinin %27,9’unda U. urealyticum,
%8,3’tinde M. hominis ve %?2’sinde ise M. genitalium pozitifligi saptandi. Calisilan
mikroorganizma tiirleri ve konu agisindan ¢alismamiza en yakin ¢alisma Nassar ve ark.’lar1
tarafindan Gazze’de yapilmis olup steril piyiirili 200 ilk akim idrarda C. trachomatis, M.
hominis, M. genitalium ve U. urealyticum varligi arastirilmistir. Monopleks PZR
yonteminin kullanildigi ¢alismada C. trachomatis %10, U. urealyticum %5, M. hominis %3
ve M. genitalium %1 oraninda pozitif saptanmistir. Yine Daxboeck ve ark.’larmin steril

piyiirili 30 hasta tizerinde yaptig1 bir caligmada; M. hominis ve U. urealyticum varligi PZR
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yontemi ile arastirilmistir. Orneklerin %20’sinde U. urealyticum, %7’sinde M. hominis
saptanmistir (5, 201)

Her iki ¢alismada da U. urealyticum, M. hominis ve M. genitalium oranlar1 bizim
calismamiza gore daha disik bulunmustur. Bu c¢alismalarda tespit edilen
mikroorganizmalarin steril piyiiri ile iligkili oldugunu 6ne siiren arastirmacilar; PZR’nun
steril piytiiri vakalarinda zor iireyen mikroorganizmalarin saptanmasinda hizli ve efektif bir
yontem oldugunu vurgulamislardir. Ayrica bu etkenlerin PZR ile hizla tespit edilmesinin,
tedavinin yonlendirilmesi agisindan ¢ok faydali olacagi kanisina varilmistir. Buna ek olarak
prevalanslarin karsilastirilmasi agisindan steril piyiiri olmaksizin asemptomatik vakalara
yonelik caligmalarin yapilmasi gerekliligine dikkat ¢ekilmistir (201)

Sarsar’in yaptigi tez ¢aligsmasinda ise steril piyiiri tespit ettikleri 60 kadin hasta ile
saglikli 40 kadinin idrar 6rneklerinde U. urealyticum ve M. hominis arastirilmigtir. Steril
piylirili grupta U. urealyticum %50, M. hominis %6.6 oraninda pozitifken saglikli grupta U.
urealyticum %32.5, M. hominis ise %5 oraninda pozitif saptanmistir. Bu ¢alismada, U.
urealyticum sonuglar1 bizim g¢alismamiza nazaran yiiksek olmasina ragmen M. hominis
bizim g¢alismamizdan daha diisiik oranda saptanmistir. Yaptiklari istatistiksel analizler
sonucu her iki mikroorganizma agisindan hasta ve kontrol gruplart arasinda anlamli iligki
saptanamamis olup hasta grubu igerisinde, farkli yas gruplar1 arasinda yapilan
karsilastirmada da (her birinde p= 0,05) istatistiksel olarak anlamli bir iligki bulunamamastir
(207).

Ulkemizden yapilan bir ¢alismada Kili¢ ve ark.’lar1, steril piyiiri saptanan; 244
erkek ve 256 kadin olmak iizere toplamda 500 hastada U. urealyticum varligin
aragtirmiglardir. Bu c¢alismada, hastalardan idrar ve sperm Ornegi alinmistir. Erkek
hastalarda %61.85, kadinlarda %74.98 olmak iizere 6rneklerin %68.6'sinda U. urealyticum
izole edilmekle birlikte bu oranlar bizim ¢alisma sonuglarimizdan yiiksektir. Orneklere gore
pozitiflik oranlar1 ise sperm oOrneklerinde %69, idrar 6rneklerinde ise %63.2 oldugunu
belirtip lirogenital sistem infeksiyonu olanlarda yiiksek oranda U. urealyticum varligina
dikkat ¢ekmislerdir (208). Afacan ve ark.’lari tarafindan, steril piyliri saptanan 461 (384

kadin, 77 erkek) hastaya ait idrar Grneginde M. hominis ve U. urealyticum sikligi
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aragtirtlmistir. Mycoplasma hominis %9,8 ve U. urealyticum %29,7 oraninda pozitif
saptanmakla sonuglar bizim ¢alismamizla benzerlik gostermektedir (202).

Latthe ve ark.’lar1 yaptiklar1 ¢alismada, steril piytrili/piyiirisiz {iriner sistem
sikayetleri olan kadinlarda U. urealyticum ve M. hominis varhigi arastirilmiglardir. Bu
calismada bir yil siiresince 1032 orta akim idrar Ornegini kiiltiir yontemi ile
degerlendirilmistir. Toplam pozitif kiiltiir oran1 %33.7 (97/288) iken, U. urealyticum
prevalansi %26 ve her ikisinin birden pozitif saptanma orant %7.6 olarak saptanmistir.
Bununla birlikte toplam pozitiflik orani, U. urealyticum ve M. hominis pozitiflik oranlari
bizim ¢alismamizla benzerlik gostermektedir (199).

Genital mikoplazmalara dair prevalans ¢alismalar1 yalnizca steril piylirili 6rneklerde
calisilmamakla birlikte prevalans caligmalari ile infeksiyon durumunu iliskilendirilmeye
calisan yurt i¢i ve yurt dist pek ¢cok ¢alisma mevcuttur.

Schlicht ve ark.’larin iiretral/servikal akinti, pelvik agri, testikiiler agr1 ve diziiri
gibi lirogenital infeksiyonu isaret eden sikayetleri olan 65 semptomatik ve 137
asemptomatik kolej 6grencisinden alinan idrar, iiretral ve servikal siirlintii 6rneklerinde
PZR ile genital mikoplazmalar arastirilmistir. Semptomatik erkeklerin %62 sinde
Ureaplasma spp., %12’sinde M. hominis pozitif olmakla birlikte semptomatik kadinlarin
%54’tiinde Ureaplasma spp., %26’sinda M. hominis pozitifligi saptanmistir. Caligma
sonucunda elde edilen M. hominis ve U. urealyticum sonuglar1 bizim ¢alismamiza nazaran
yiiksek olmakla birlikte anormal iirogenital bulgularla Ureaplazmalar arasinda giiglii bir
iliski ortaya konmustur (209).

Dabke ve ark.’lart iretrit sikayeti olan 228 erkek hastadan kiiltiir yapmak i¢in
tiretral akinti ve idrar Ornekleri toplayip NGU’lu hastalarda U. urealyticum sikligini
arastirmiglardir. Non gonokoksik tiretritli hastalarin %47.5’inde U. urealyticum, %3.5’inde
M. hominis izole etmislerdir. Kontrol grubunda ise %17.5 oraninda U. urealyticum izole
edilmis ve U. urealyticum ile tretrit sikayeti olan hastalar arasinda anlaml iligski oldugu
gosterilmistir. U. urealyticum saptama orani bizim ¢alismamizdan yiiksek olmasina ragmen
M. hominis daha diisiik bulunmustur (210).

Calismamizda, M. hominis kadin cinsiyette anlamli derecede yiiksek (p= 0,030)
bulunmus olup diger mikroorganizmalar agisindan istatistiksel olarak anlamli fark

59



bulunamamuistir. Daxboeck ve ark.’lar1 da bizim ¢alismamizla uyumlu olarak M. hominis’i
kadin cinsiyette istatistiksel olarak anlamli oranda yiiksek (p=0,007) saptamislardir. Ancak
mevcut bulgularin {irogenital mikoplazma infeksiyonu/kolonizasyonu ile steril piyiiri
arasinda bir iliski oldugu anlamina gelmeyecegini 6ne siirmislerdir (5). Nassar ve ark. ’lar
ise yaptiklar1 ¢alismada M. hominis’in yaninda U. urealyticum’u da (her ikisi de p = 0,008)
kadin cinsiyette istatistiksel olarak anlamli oranda yiiksek bulumuslardir (201). Bununla
birlikte Sarsar ve ark.’lar1 ise her iki cinsiyet arasinda M. hominis ve U.urealyticum
acisindan anlamli farklilik bulamamislardir (p = 0.05) (207).

Calismamizda, yaslara gore etkenlerin dagilimi incelendiginde 45 yas alt1 grupta M.
hominis (p = 0.001) ve M. genitalium (p = 0,048) istatistiksel olarak anlamli derecede
yiikksek bulunmustur. Yasa gore etkenlerin goriilme sikligini tartisabilecegimiz ¢ok az
sayida literatiir bulunmaktadir. Sarsar ve ark.’lari, M. hominis ve U. urealyticum'u
arastirdiklari ¢alismada yas gruplari arasinda fark bulamamuslardir (207).

Ureaplasma urealyticum (p=0.001) kis mevsiminde istatistiksel olarak anlamli
derecede diisiik bulunmus olup diger mikroorganizmalar acisindan farklilik
bulunamamistir. Aylara gore pozitif saptanma oranlart karsilastirildiginda  ise
U.urealyticum; subat, mayis, haziran, ekim ve kasim aylarinda (her birinde p=0.001)
istatistiksel olarak anlamli yiiksek saptanmistir. Yine steril piyiirili hastalarda, etkenlerin
mevsimlere gore dagiliminin degerlendirebilecegi yeterli veri yoktur.

Chlamydia trachomatis ve Neisseria gonorrhoeae, cinsel yolla bulasan hastaliklarin
en Onemli etkenlerinden olup siklikla belirtisiz seyretmektedirler. Bu etkenler, tanidaki
yetersizlikler ve tedavi alan hastalarda goriilebilen reaktivasyonlar nedeniyle hala 6nemli
bir halk sagligi problemi olma 6zelliklerini siirdiirmektedirler. Bu nedenlerle s6z konusu
etkenleri i¢in, muhtemel komplikasyonlarin gelismesinin Oniine ge¢gmek adina ampirik
tedavi one ¢ikmaktadir.

Ulkemizde C. trachomatis ve N. gonorrhoeae infeksiyonlar1 epidemiyolojisine
iliskin az sayida calisma mevcuttur. Chlamydia trachomatis‘e bagli {iriner sistem
infeksiyonlarinin genellikle asemptomatik seyretmesi, tani koyabilecek kapasitedeki
laboratuvar sayisinin az olmasi ve {lilkemizde heniiz 2004 yilinda bildirimi zorunlu
hastaliklar kapsamina alinmasi nedeniyle C. trachomatis prevalansi hakkinda az sayida
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bilgi mevcuttur (211-213). Bu etken i¢in bir diger 6nemli sinirlama da, vajen siiriintiisii ve
vajinal sivi gibi Orneklerin aliminda yasanabilecek zorluklardir. Ancak yapilan
karsilatirmali ¢alismalar, idrar Orneklerinin de, en az siiriintii 6rnekleri kadar duyarl
oldugunu gostermektedir (214-216). Bu ¢alismalarda, idrar 6rneklerinde duyarliliginin %50
ile %90 arasinda oldugu bildirilmektedir.

Calismamizda, kadinlarda %2.2, erkeklerde %2.3 olmak {iizere toplamda %2.3
oraninda C. trachomatis saptanmistir. Chlamydia trachomatis prevalansina yonelik farkli
calismalarda ¢ok degisken sonuglar elde edilmis olup Cakal’in (217) yaptig1 ¢alismada; C.
trachomatis'in prevalansi, cinsel yolla bulasan hastaliklar klinigine basvuran kadin
hastalarda %4-27, aile planlamasi merkezlerine basvuran kadin hastalarda %6.2-18,
asemptomatik kadin hastalarda %6.7-9.2, servikal akinti sikayeti olan kadinlarda %0 ile
%42 arasinda bildirilmistir (218). C. trachomatis prevalansi degisik ¢alismalarda ¢ok farkli
bildirilse de saglikli bireylerde %0-26 arasinda kabul edilmektedir (218, 219). Lindan ve
ark.’larmin (220) 2005 yilindaki ¢alismalarinda, erkek hastalardan alinan idrar 6rneklerinde
PZR ile C. trachomatis prevalansi %2.2 olarak saptanmistir. Cosentino ve ark.’larinin (221)
2003 yilinda yaptiklar ¢alismada ise C. trachomatis prevalansi %3.1 olarak bulunmustur.
Calismamiz sonucunda elde ettigimiz C. trachomatis oranlar1 Lindan ve ark.’lart ile
Cosentino ve ark.’larinin verileriyle benzerlik gostermektedir.

Toye ve ark.’larinin 1996 yilindaki ¢alismasinda (222), C. trachomatis prevalansi
kadinlarda %7.9, erkeklerde %7.6 olarak bulunmustur. Goessens ve ark.’lar1 (110), 1997°de
C. trachomatis prevalansin1 %7.7 olarak tespit etmislerdir. Cigek ve ark.’larinin (223),
semptomatik hastalarda yaptigi ¢alismada C. trachomatis prevalansi %12.3 olarak tespit
edilmistir. Abasli’nin 2007°de yaptig1 tez c¢alismasinda ise Giilhane Askeri Tip
Akademisi’nde geriye doniik olarak 2 yillik donemde C. trachomatis pozitiflik oran1 %8.4
olarak bulunmustur (224). Toye ve ark.’ler1, Goessens ve ark.’lar1 ile Cigek ve ark.’larinin
elde ettigi oranlar birbiri ile benzer olmakla birlikte bizim buldugumuz oranlardan
yiiksektirler.

Ortayli ve ark.’larinmn (225), 569 hastay1 kapsayan c¢alismalarinda ise C.
trachomatis prevalanst %1.9 olarak bulunmakla birlikte c¢alismamizda daha yiiksek
yiizdede pozitiflik saptanmistir.
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Barbosa ve ark.’larinin 2010°da yaptiklar ¢alismada ziihrevi hastaliklar klinigine
bagvuran 767 erkek hastanin ilk akim idrar 6rneginde C. trachomatis %13,1 oraninda
pozitif bulunmakla birlikte bu oran bizim ¢alismamizdaki orandan yiiksektir (226).

Gaydos ve ark.’larmin 2003 yilinda yaptiklar1 ¢alismada; C. trachomatis'in 24 yas
ve alt1 bayanlarda olusturdugu komplikasyonlarin (PTH, ektopik gebelik ve infertilite gibi)
ciddi olmasi1 ve genellikle asemptomatik seyretmeleri nedeni ile birlikte CDC’nin
tavsiyesine gore yilda en az bir kere taranmalar1 gerekliligine dikkat ¢ekmislerdir (227).

Arastirmamiz dahilindeki bir diger mikrobiyolojik etken de gonokoklardir. Bu
mikroorganizma i¢in segici besiyerine gereksinim duyulmasi ve 6rnek alimi sirasinda non-
gonokkal suglarindan da materyal alinan bolgede bulunabilmeleri nedeniyle kiiltiir
sonuglart  etkilenmektedir  (228). Molekiiler teknikler, 6rnek alinan bolgede
mikroorganizma sayisinin az olmasi ve hastanin antibiyotik kullanmasi gibi kiiltiiri zora
sokan durumlardan etkilenmemesi nedeniyle gonokoklarin tanisinda dnemli bir tekniktir.
Bu duruma yonelik yapilan ¢alismalarda, PZR ile bakterinin cppB gen bolgesine ait 390
bp’lik bolge gogaltilarak, 500 cfu N. gonorrhoeae’nin saptanabilecegi gosterilmistir (150).
Ayrica antibiyotik tedavisi alan hastalarda PZR nin duyarliliginin degismemesi (229) de bu
yontemin gonokoklarin tespitinde kullanilmasinda avantajli olacagini géstermektedir.

Calismamizda N. gonorrhoeae’yi, kadmlarda %3, erkeklerde %1.8 olmak iizere
toplamda %2.3 oraninda pozitif olarak saptadik. Neisseria gonorrhoeae’nin tespiti i¢in
prostat sivisi, servikal, Uretral ve vajinal siirlintii gibi farkli 6rnek muayene maddeleri
kullanilabilmektedir. Ancak bu tiir muayene maddeleriyle yapilan karsilastirmali ¢alismalar
idrar 6rneklerinde duyarliliginin (% 65-93) yiiksek oldugunu gostermektedir (238, 243).

Abusarah ve ark.’larinin PZR yontemiyle yaptiklari ¢alismada; ilk akim idrar
orneklerinde N. gonorrhoeae %6.5 oraninda (230), Sellami ve ark.’larmin gergek zamanli
PZR kullanarak yaptiklari ¢alismada ise %5.8 oraninda bulunmustur (231). Barbosa ve
ark.’larinin 2010°da yaptiklar1 ¢alismada ise ziihrevi hastaliklar klinigine basvuran 767
erkek hastanin ilk akim idrar 6rneginde N. gonorrhoeae %18,4 oraninda tespit edilmistir
(226). Abusarah ve ark.’lar1i, Barbosa ve ark.’larmin ve Sellami ve ark.’larinin buldugu

yiizdeler bizim buldugumuz orandan yiiksektir.
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Ouzounova-Raykova ve ark.’lart yaptiklari {i¢ yillik bir ¢alismada, PZR ile
semptomatik ve asemptomatik 617 bireyde N. gonorrhoeae varligini arastirilmistir. Bu
calismada, bizim sonuglarimizla uyumlu olarak oOrneklerin %2.7’sinde N. gonorrhoeae
tespit edilmistir (232). Bununla birlikte Oliveira ve ark.’larmin 2007 yilinda yaptiklari
caligmada, bizim oranlarimiza nazaran diisiik olarak N. gonorrhoeae prevalansi %1.2
olarak saptanmistir (233).

Shafer ve ark.’lar1 N. gonorrhoeae ve C. trachomatis tanisi i¢in LZR yontemini
kullandiklar1 ¢alismalarinda goniillii geng¢ kadinlardan aldiklar1 ilk idrar, evde alinmig
vajinal siirlinti ve pelvik muayene sirasinda alinan endoservikal siiriintii Ornekleri
degerlendirilmistir. Bu etkenlerden herhangi birinin tanimlandigi cinsel yolla bulasan
hastalik prevalansin1 %14.1 olarak bildirirlerken, C. trachomatis prevalansin1 %11.6, N.
gonorrhoeae prevalansini da %2.4 olarak tespit etmislerdir. Gerek C. trachomatis gerekse
N. gonorrhoeae bu ii¢ ornek grubu igerisinde en fazla kendi kendine alinan vajinal
orneklerde (sirasi ile %81 ve %72) tespit edilmistir. C. trachomatis agisindan ikinci en iyi
ornegin %72 ile idrar oldugu ve bunu %64 ile endoservikal Orneklerin takip ettigi
belirtilmistir. Bununla birlikte C. trachomatis i¢in ilk idrar ve vajinal Ornek
kombinasyonunun basarisinin % 94 oldugunu vurgulamigtir (214). Palladinoa ve
ark.’larmin (234) 1999°da ve Sugunendran ve ark.’larmin (235) 2001 yilinda yaptiklari
caligmada erkeklerde C. trachomatis ve N. gonorrhoeae’nin neden oldugu genitoiiriner
sistem infeksiyonlarinda idrar ve siiriintii 6rneklerini PZR yontemi ile karsilagtirmis ve
idrar 6rneklerinin daha duyarli ve 6zgiil olduklart bulunmustur. Quinn ve ark.’lar1 (236) ile
Toye ve ark.’lar1 (222), 1996 yilinda C. trachomatis'in neden oldugu genital sistem
infeksiyonlarinda idrar ve siirlintli 6rneklerini kullanarak PZR ve ELISA ile kadin ve erkek
hastalarda bir karsilagtirma yapmuis, idrar drneklerinin non-invaziv, daha duyarli ve 6zgiil
oldugunu saptamislardir.

Calismamiz sonucunda bazi numunelerde birden fazla mikroorganizmanin birlikte
pozitif oldugu saptanmistir. Toplam 351 O&rnegin 125’inde bir veya birden fazla
mikroorganizma saptanirken bu 6rneklerin 21 (%16,8)’inde iki ya da {i¢ etken birlikte tespit
edilmistir. Bunlardan 10’unda U. urealyticum ve M. hominis, {igiinde U. urealyticum ve C.
trachomatis saptanirken, ikisinde ise U. urealyticum, C. trachomatis ve N. gonorrhoeae
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birlikte saptanmistir. Alti numunede daha, farkli kombinasyonlarda ikili pozitiflikler
saptanmis olup bir numunede de U. urealyticum, C. trachomatis ve M. genitalium birlikte
pozitif saptanmistir. Bu durum degerlendirildiginde birlikte pozitiflik en sik U. urealyticum
ile M. hominis’te goriilmektedir.

Dansuk ve ark.’lar1 da yaptiklar1 ¢alismada ikili-ti¢lii pozitiflikler bulmus olup
orneklerin, %6’sinda N. gonorrhoeae ile U. urealyticum, %6'sinda M. hominis ile U.
urealyticum, %5'inde C. trachomatis ile N. gonorrhoeae, %4'tinde C. trachomatis ile U.
urealyticum, %21'inde N. gonorrhoeae, C. trachomatis ve U. urealyticum, %1'inde ise N.
gonorrhoeae, C. trachomatis ile M. hominis birlikte saptanmistir (237). Afacan ve ark.’lari
tarafindan, steril piyiiri saptanan 461 hastaya ait idrar Orneginde M. hominis ve U.
urealyticum siklig1 arastirilan galismada, orneklerin %6.9’unda her iki mikroorganizma
birlikte tespit edilmistir. (202). Dansuk ve ark.'lar1 ve Afacan ve ark.'larinin ¢alismalarinda,
bizim ¢alismamizda oldugu gibi M. hominis ve U. urealyticum'un en fazla birlikte pozitif
saptanan ajanlar oldugu goriilmektedir (202, 237).

Ulkemizin; tiiberkiiloz agisindan endemik bdlgelerden biri olmasi, diinya genelinde
yillik rapor edilen yeni tiiberkiiloz olgularinin %20’si ekstrapulmoner yerlesimli olmasi ve
genitoliriner sistem tiiberkiilozunun en sik goriilen ekstrapulmoner tiiberkiiloz bolgesi
olmasi M. tuberculosis’in bu ¢alismada taranan mikroorganizmalar arasinda bulunmasinin
esas sebebidir (158). Pek ¢ok olguda driner tiiberkiiloz igin yeterli inceleme
yapilmadigindan olgular atlanmakta veya bobrek fonksiyon kaybinin oldugu ileri donemde
tant koyulabilmektedir (238). Hastalarin ¢ogunda fizik muayenenin normal olmasi ve
olgularin %20’sinin asemptomatik olmasi1 klinisyenin yanilmasina ve taninin gecikmesine
neden olmaktadir (239)

Uriner sistem tiiberkiilozlu hastalarda idrarda ARB siklikla negatif olup saprofitik
mikobakteriler nedeniyle giivenilir degildir. Kiiltiirde mikobakteri izolasyonu ise aktif
tiiberkiilozun kaniti olmakla birlikte olduk¢a ge¢ sonug¢ vermektedir. Bu nedenle PZR;
piyiirisi olup {riner sistem tiiberkiillozundan siiphelenilen hastalarda, hizli sonug
verebilmesi ve spesifik bir test olmasi nedeniyle 6nemli bir testtir (240).

Siklikla pollakiiri-diziiri, yan agrist ve makroskopik hematiiri gibi {iriner sistem
infeksiyonu bulgulart ile basvuran hastalarin %93’iiniin idrar tetkikinin anormal (%47
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piyliri, %12 hematiiri, %34 piyiirithematiiri) olmas1 dikkat cekicidir (241). Sistemik
semptomlarin fazla (%77), mikrobiyolojik tani oranimin ise diisiik (ARB pozitifligi %20,
kiiltiirde tireme %33) olmasi ise bir bagka énemli durumdur (242). Genitoiiriner sistem;
ekstrapulmoner tiiberkiilozun en sik goriildiigli bolge olmasina ragmen bu konu ile ilgili
¢ok fazla yayin olmamasi ve daha ¢ok olgularin raporlanmasi bu alanda bir bosluk
olusturmaktadir.

Calismamiza dahil ettigimiz biitiin hastalarin idrarlarinda in-house PZR yontemi ile
M. tuberculosis varligi arastirildi. Ancak hi¢bir hastada pozitiflik tespit edilemedi. Bunun
nedenini; liriner sistem tliberkiilozundan siiphelenilen hastalarin idrar numunelerinin ARB,
kiiltiir ve PZR islemi i¢in tiiberkiiloz laboratuvarina gonderilmesi ile iligskilendirebiliriz.
Tiiberkiiloz tanis1 olmaksizin steril piyiiri varliginda idrarda tiiberkiiloz basilinin PZR ile
arastirlldigt bagka bir calisma mevcut olmamakla birlikte, tiiberkiilozlu hastalarin
idrarlarinda kiiltiir, ARB boyama ve PZR ile M. tuberculosis’in arandigi calismalar
mevcuttur.

Simon ve ark.’larinin 1962-1974 yillar1 arasinda 41 aktif {liriner sistem tiiberkiilozlu
hastada yaptiklar1 calismada olgularin %46’sinda piyiiri, %34’linde ise piyiiri+thematiiri
saptanmistir. %90 olguda ise idrar kiiltiiriinde tiiberkiiloz basili saptanmistir (241). Shamma
ve ark.’larmin 1982-1987 yillar1 arasinda hastanede takip edilen 48 iiriner tiiberkiilozlu
vakada sistemik semptomlarin ¢okluguna (%77) ilaveten mikrobiyolojik tani oraninin
diisiikligiine (ARB pozitifligi %20, kiiltiirde tireme %33) dikkat ¢ekilmistir (242). Tonbul
ve ark.’larinin 24 iriner tiiberkiilozlu hasta idrarinda ARB ve kiiltiirle basilin varligini
arastirdig1 calismada olgularin %25’inde ARB, %42’sinde kiiltlir pozitifligi saptanmistir
(239).

Uriner tiiberkiiloz vakalarinda en sik rastlanan idrar bulgusunun steril piyiiri olmasi
(243) bizi bu mikrobiyolojik ajanin steril piyiirili idrarlarda aramaya yonlendirmistir.
Ancak gelisen tan1 yontemlerine ek olarak klinik olarak da endemik bolgelerdeki siipheli
vakalarin erken tansina yonelik idrar Orneklerinin 6zellikle tiiberkiiloz kiiltiiriine
yonlendirilmesi mevcut negatif sonucun agiklayicisi olabilir.

Diger yandan aktif tiiberkiilozlu her vakada tiiberkiiloz basilinin izole
edilememesinden yola ¢ikarak, idrarinda tiiberkiiloz basili saptanamayan bu hastalarda
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steril piyiirinin tiiberkiiloza bagli olmadigin1 sdylemek de miimkiim degildir. Bu nedenle
stiphelenilen vakalara ek histopatolojik yontemlerin uygulanmasi konuyu aydinlatacaktir
(239).

Calismamizda elde ettigimiz veriler toplam bir yillik bir donemi kapsamaktadir. Bu
sayede; etkenlerin cinsiyete, yas gruplarina, aylara ve mevsimlere gore dagiliminin
istatistiksel olarak analizi yapilabilmistir.

Kiiltiir veya PZR yoOnteminin kullanildig1 bir¢ok c¢alismada benzer dahil etme
kriterlerine ragmen farkli oranlarda pozitiflik saptanmasi, calismaya dahil edilen
popiilasyonlarin se¢imi, cinsel davranisa yonelik kiltirel ve geleneksel yaklagim
farkliliklari, semptomatik kigilerin hekime bagvurma oranlar1 ve yasanilan cografya ile
iliskili olabilir. Buna en bariz 6rnek olarak bizim calismamiz ve Nassar ve ark.’larinin
caligmas1 (Gazze-Filistin) gosterilebilir. Bu calismada, prospektif olarak toplanan steril
piyliri ornekleri PZR ile degerlendirilmis ancak bizim calismamizda %27.3 olan U.
urealyticum pozitiflik orani diger ¢alismada %S5 olarak bulunmustur. Bu durum yasanilan
cografya ve popiilasyon ile iliskilendirilebilir.

Calismamizda pozitiflik saptanan alt1 hastanin tekrarlayan idrar 6rneginde de (en az
8 hafta sonraki 6rneklerinde) ayni etkenin tespit edilmesi, hastalarin uzun siire bu durum ile
yasamak zorunda kaldiklarin1 gostermektedir. Bu nedenle semptomatik hastalarin tanisina
yonelik ek tetkiklerin yapilmasi ve tespiti durumunda tedavisinin planlanmasi toplum
saglig1 agisindan onem arz etmektedir. Dolayisiyla popiilasyon bazinda bir karar almak
yerine semptomatik hastalarda tedavinin kisisellestirilmesinin daha 1iyi olacag
kanisindayiz.

Sonug olarak bulgular bize, steril piyirili idrarlarda, kiiltiirde saptanmayan 6nemli
sayida etken mikroorganizmanin PZR teknigi ile saptanabilecegini gdstermistir. Uriner
sistem infeksiyonu sikayeti olmasina ragmen; idrarlarinda standart kiiltiir yontemi ile etken
saptanamayan hastalarla kars1 karsiya gelen klinisyenlere, bu mikroorganizmalarin

varliginin gosterilmesi tan1 ve tedavi agisindan ¢ok 6nemli avantajlar saglayacaktir.
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6. SONUC VE ONERILER

Calismamiz sonucunda; 2013 yili boyunca Infeksiyon hastaliklar1 ve Uroloji birimleri
tarafindan kiiltiir amagl gonderilen idrarlarin %6,26’sinda steril piyiiri saptanmistir.
Bir yillik ¢aligma sonucunda U. urealyticum %27,9, M. hominis %8,3, M. genitalium
%2, C. trachomatis ve N. gonorrhoeae %2,3 oraninda pozitif bulunmasina ragmen
hi¢cbir 6rnekte M. tuberculosis saptanamamustir.

Kadinlarda, M. hominis istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek bulunmustur.

M. hominis ve M. genitalium 45 yas ve alti bireylerde anlamli derecede yiiksek
bulunmustur.

U. urealyticum kis mevsiminde anlamli derecede diisiik saptanirken; subat, mayzs,
haziran, ekim ve kasim aylarinda anlamli derecede yiiksek bulunmustur.

Geleneksel mikrobiyolojik tan1 yontemleri teoride altin standart olmalarma ragmen
uygulamada yonteme yonelik giigliikler ve bildirilen duyarliliga ulasamamalar1 sorun
teskil etmektedir.

Yapilan ¢alismalar 15181nda, niikleik asit amplifikasyon yontemlerinin giderek 6nem
kazanmasinda; idrar gibi hastanin kendi kendine alabilecegi, non-invaziv orneklerin
kullanimina imkan vermelerine ek olarak sonuclarin giivenilirliinden bir sey
kaybetmemelerinin pay1 oldugu kanisindayi1z.

Caligmamiz dahilinde arastirilan mikroorganizmalarin sebep oldugu komplikasyonlar
ve mali kayiplarin biliylikligii goz Oniline alindiginda; hizli, yiiksek duyarlilik ve
Ozgiilliige sahip bir yontem ile ¢calismanin daha uygun oldugunu diisiinmekteyiz.
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9- Mevcut bulgular 1s18inda steril piyiiri saptanan hastalarda bu etkenlerin saptanmasina
yonelik hizli ve duyarli bir molekiiler yontem olan PZR’nin rutinde kullanima
girmesinin faydali olacagi kanisindayiz.

10- Daha biiylik hasta gruplariyla ve daha uzun siireli arastirmalarin yapilmasinin tilkemiz

dinamiklerini 6grenmemiz bakimindan faydali olacagi kanisinday1z.
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7. OZET

STERIL PIYURILI HASTALARDA MYCOPLASMA  HOMINIS,
MYCOPLASMA GENITALIUM, UREAPLASMA UREALYTICUM, CHLAMYDIA
TRACHOMATIS, NEISSERIA GONORRHOEAE VE MYCOBACTERIUM
TUBERCULOSIS’IN POLIMERAZ ZINCIiR REAKSIYONU iLE SAPTANMASI

Amac: Steril piyliri, enfeksiyonun dolayli bir belirteci olmakla birlikte sik
karsilagilan bir laboratuvar bulgusudur. Ancak steril piyiirinin {iriner sistem infeksiyonu
tanisinda kullanimimi destekleyen ¢ok az veri vardir. Mycoplasma hominis, Mycoplasma
genitalium, Ureaplasma urealyticum, Neisseria gonorrhoeae, Chlamydia trachomatis ve
Mycobacterium tuberculosis, triner sistemin ¢esitli hastaliklari ile iliskili olup genellikle
rutin mikrobiyolojik testlerle saptanamazlar. Calismamizda, steril piyirili hastalarda
Mycoplasma hominis, Mycoplasma genitalium, Ureaplasma urealyticum, Neisseria
gonorrhoeae, Chlamydia trachomatis ve Mycobacterium tuberculosis varligini saptamay1
amagcladik.

Materyal-Metod: Steril piyiirili idrar 6rnekleri, 1 Ocak-31 Aralik 2013 tarihleri
arasindaki stiregte, liglincii basamak hastanemiz sartlarinda toplandi. Biitiin 6rnekler
Mycoplasma hominis, Mycoplasma genitalium, Ureaplasma urealyticum, Neisseria
gonorrhoeae ve Chlamydia trachomatis varligi agisindan multipleks PCR kiti( Seeplex®
STD6 ACE Detection kit-Kore) kullanilarak, Mycobacterium tuberculosis igin ise spesifik
pirimerler kullanilarak PZR ile test edildi. Malatya indnii Universitesi Hastanesi, Uroloji
ve Enfeksiyon Hastaliklar1 polikliniklerine bagvuran 6629 hastadan elde edilen idrar

orneklerinin 351’inde steril piyiiri saptandi. Analiz i¢in rutin idrar degerlendirmesi yapilip
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tireme varligr acisindan eozin metilen blue ve kanli agar besiyerlerinde kiiltiir iglemi
uygulandi. Kiiltiir negatif (24 saat sonrasinda belirgin iireme gostermeyen) ve >10/HPF
(high-power field) 16kosit igeren 351 numune (134 kadin, 217 erkek, > 18 yas) M. hominis,
M. genitalium, U. urealyticum, N. gonorrhoeae, C. trachomatis ve M. tuberculosis varligi
agisindan PZR ile test edildi.

Bulgular: Orneklerin 98’inde (%27,9) U. urealyticum, 29’unda (%83,3) M.
hominis, 7’sinde (%2) M. genitalium, 8’inde (%2,3) C. trachomatis, 8’inde (%?2,3)
N.gonorrhoeae saptanmistir. Hi¢ bir numunede M. tuberculosis saptanamamistir. M.
hominis kadinlarda istatistiksel olarak anlamli (p=0.03) derecede yiiksek bulunurken, U.
urealyticum (p = 0,33), M. genitalium (p = 1,0), N. gonorrhoeae (p = 0.487) ve C.
trachomatis (p = 1,0) agisindan iki cinsiyet arasinda anlamli farklilik bulunamamustir.
Bununla birlikte M. hominis (p = 0,001) ve M. genitalium (p = 0.048) 18-45 yas arasi
grupta istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek bulunmustur.

Sonu¢: PZR uygulamasi, steril piyiirili hastalarda ¢ok sayida C. trachomatis,
Mikoplazma, Ureaplazma ve gonokok enfeksiyonunun varligin1 gosterdi. Sonug olarak,
steril piylirili hastalarda bu mikroorganizmalarin tespiti i¢cin PZR Onerilen bir testtir.

Anahtar kelimeler: Steril piyiiri, polimeraz zincir reaksiyonu, idrar 6rnegi
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8. ABSTRACT

DETECTION OF MYCOPLASMA HOMINIS, MYCOPLASMA GENITALIUM,
UREAPLASMA UREALYTICUM, CHLAMYDIA TRACHOMATIS, NEISSERIA
GONORRHOEAE AND MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS BY POLYMERASE
CHAIN REACTION IN PATIENTS WITH STERILE PYURIA.

Purpose: Sterile pyuria is a common laboratory finding also used as a surrogate
marker of infection whereas there is few data supporting its usage in patients. Mycoplasma
hominis, Mycoplasma genitalium, Ureaplasma urealyticum, Neisseria gonorrhoeae,
Chlamydia trachomatis and Mycobacterium tuberculosis are associated with various
diseases of the urogenital tract, but they are usually not detected by routine microbiological
tests. We aimed to determine the occurrence of M. hominis, M. genitalium, U. urealyticum,
N. gonorrhoeae, C. trachomatis and M. tuberculosis in patients with sterile pyuria.

Material-Method: Urine samples with sterile pyuria were collected during the
period between January and December 2013 in our tertiery university hospital. All samples
were tested by polymerase chain reaction (PCR) for the presence of M. hominis, M.
genitalium, U. urealyticum, N. gonorrhoeae and C. trachomatis using a multiplex PCR kit
( Seeplex® STD6 ACE Detection kit- Korea) and M. tuberculosis using specific primers.
A total of 351 sterile pyuria samples selected from about 6629 urine samples attending the
outpatient clinics of Infectious Disease and Urology at Inonu University Hospital, Malatya
and were analyzed for routine urine examination and cultured on eosine metilen blue agar

and blood agar to detect the presence of these microorganisms. The 351 samples (134
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female, 217 male; aged >or=18 years) containing more than 10 leukocytes / HPF and
negative for culture (showing no significant growth after 24 hr) were tested by PCR for M.
hominis, M. genitalium, U. urealyticum, N. gonorrhoeae, C. trachomatis and M.
tuberculosis.

Results: U. urealyticum in 98 samples (27,9%), in 29 samples (8,3%), M.
genitalium in 7 samples (2%), C. trachomatis in 8 samples (2,3%) and N.gonorrhoeae was
detected in 8 samples (2,3%). Mycobacterium tuberculosis was not detected in any
sample. The difference in occurrence of M. hominis was statistically significant between
males and females (p=0.03), but insignificant for U. urealyticum (p= 0,33), M. genitalium
(p= 1,0), N. gonorrhoeae (p=0.487) and C. trachomatis (p= 1,0). The results in ages
between 18-45 were statistically significant for M. hominis (p=0,001) and M. genitalium
(p=0.048).

Conclusion: PCR application in samples from patients with sterile pyuria showed a
significant number of C. trachomatis, Mycoplasma, Ureaplasma and gonococcal
infections. Consequently, PCR is recommended for the detection of those microorganisms
in the urine samples of patients with sterile pyuria.

Key words: Sterile pyuria, polymerase chain reaction, urine sample
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