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Atipik Pnomoni Etkeni Chlamydia Cinsinden
Mikroorganizmalarin Laboratuvar Tanis

Ali Agacfidan

Girig

Chlamydia cinsinden mikroorganizmalar hareketsiz ve iki
farkh karakteristik yasam siklusu gtisteren hiicre igi patojenlerdir,
Bu mikroorganizmanin konak hiicreyi infekte eden jekline "ele-
manter cisimeik”, hilcre iginde gelisim gBsteren ve inkllizyon
olugluran yapiya ise "retikliler cisimcik” adi verilmektedir. Ele-
manter cisimeik kiiglik olup boyutlan yaklagik 0.3 pm capinda,
retikifler cisimcikler ise 0.8-1.2 pm capindadilar. Hiicre iginde

her iki olugum arasinda gelisme gsteren yapilara da rastlamak

miimkitndiir (1).

Bu mikroorganizmalar yapilan son simiflandumaya gore C.
trachomatis, C psittaci ve C.pneumoniae olarak {i¢ tiirde toplan-
gt (2).

C.trachomatis infekte anneden dogum esnasinda bebege geg-
mekte ve yenidogandn inkliizyon konjunktiviti, otitis media ve
pnbmonilere neden olmaktadir. Ayrica trahom, tirogenital infeksi-
yonlar ve lymphogranuloma venereum bu mikroorganizmann
olusturdugu Snemli hastahklar arasindadir (1,2).

C psittaci kuglarda papafian ve c psittaci, papafian ve muhabbet
kugu gibi kuglarda psitiakoz; kiimes hayvanlarninda (tavuk, hindi,
ordek vb.) ornitozdenilen hastabik tablolarm olugturmaktadar,
Hastalik bu hayvanlarda genellikle Iatent sekilde seyretmektedir.
Bu hayvanlarin salgn ve digkn tozlarimn insana bulagmas: sonucu
infeksiyon meydana gelmekiedir, Insandan insana bulagma damla-
cik infeksiyonu yolu ile gok nadir olarak gtirlilmekiedir (2-4).

C.preumonice akut alt solunum yolu infeksiyonlarindan sik-
hikla sorumlu tutulmaktadir (3-9). Aynica bu mikrodrganizma top-
lumda edinilmis veya hastane pnmonilerinin etkeni olarak bildi-
rilmistir. flk kez bu mikroorganizma Taiwan'de bir gocufiun go-
zlinden (TW-183 sugu), daha sonra Amerike'da bir 8grencinin bo-
gaz salmsindan (AR-39 susu) izole edilmigtir. Daha sonra Taiwan
ve Amerika'da izole edilen suglarm ilk harfleri birlegtirilerek
TWAR ad1 ortaya atilmughr. Bu suglar nceleri C.psittaci’ nin alt
tilrleri olarak diisiiniilmiig, daha sonra yapilan ¢ahgmalarda arala-
rinda farkh karakteristik Szelikler giisterdifii belirlenmistir.

Chlamydia -cinsinden bulunan ii¢ tiriin gdstermis olduklan
farklr karakteristik tzellikler Tablo 1'de gosterilmigtir (5). Mua-
yene maddelerinde-tilrler arasinda bu ayirt edici zelliklerin belir-
lenmesinde kullanilan tam ytintemleri arasinda bazi farkhliklar
bulunmakta birlikie, prensipte aymdur.

Bu ydntemier; hilcre kiiltilrii, antijen tayin ytntemleri, sitoloji
ve yeni yontemler olarak simflandinlabilir.

Hiicre Killtiira:

Chiamydia infeksiyonlarmun tamsinda en iyi ve giivenilir me-
tod (gold standard) olarak kabul edilen bu ydntemin duyarhlifn
izole edilmek istenen Chlamydia tiiriine gére degismektedir
(1,10). Aynca bu testin duyarhhgmi ve Ozgiilliiiini etkileyen
birtakim faktdrler bulunmaktadir. Bu fakttirler hilcre kiiltiirlinde
etkenin izolasyon gansim artrmakiz ya da azaltmaktadir. Izolas-
yonda en 6nemli fakitrlerden biri munyene maddesinin alindif1
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/ Tablo 1. Chlamydia Cinsinden Mikroorgaqizmalaﬂﬁ

Gostermig Olduklar Bazi Karakteristik Ozellikler
Gzellikler C.pneumoniae  C.psitiacl  C.frachomatls
TrahomiLGV

DNA homolojisi 100 10 0
{Referans: C.pneumaniag)
DNA'daki G+C oram 40 41 41/42
Plazmid - + +
Serovar sayIsi 1 8 1273
Elemantar clsimcik
morfolafisi Armut seklinde  Yuvarlak  Yuvarlak
inklizyon marfolofisi Oval, kesif Degisken, Owal,

kesif vakuoler
inkldzyonda glikojen

@umu - - +

/

bélgenin yerinin iyi bilinmesi ve uygun gekilde ahnmasidir.
Chlamydia pnmonilerinde trakeal ve/veya bronglardun aspiras-
yonla alinan &rnekler ya da biyopsi materyali uygun muayene
maddesini teskil etmektedir (5,11). Epitel hiicreleri tarafindan
zengin materyal Chlamydia pnémonisinin tamsmnda Bnemli bir
fakttirdiir. Chlamydia™ lara bagh iist solunum yolu infeksiyonla-
rinda ve bazi durumlarda pnémoni olgularinda nazofarinksten ali-
nan siirtintiiler de uygun muayene maddesini olugturmaktadir. Na-
zofarinks sirlintiilerinin alinmasinda pamuk, dakron’ya da rayon
uglu ekilvyonlar kullamlmaktadir, Kullamlan ekitvyon gubuklan-
nin tahta olmas: hilcre kiiltlir ortammina toksik etki olugturmakta-
dir. Bu nedenle plastik olanlar 8nerilmekiedir (1}, YenidoZan in-
feksiyonlaninda goriilen Chlamydia pntmonisinde trakeo-bron-
sival ya da nazofarinksten ahnan §meklerin uygun kogullarda la-
boratuvara iletilmesi oldukga dnem tagimaktadir, Alinan muayene
maddesinin Chlamydia i¢in toksik olmayan bakteri ve mantarlan
inhibe eden uygun antimikotik ve antibakteriyel ihtiva eden trans-
port oriaminda laboratuvara iletitmesi gerekmekiedir. Alinan mu-
ayene maddesinin transport ortaminda +4°C'de saklanmasi ve en
geg Gic glin iginde ekilmesi gerekmektedir. Eger ekim icin daha
uzun sitre gerekiyorsa, alinan &megin -70°C'de dondurnlarak sak-
lanmasi idealdir.

C.trachomatis liretiminde en gok kullamian hiicre tipi McCoy
hiicreleridir. Aynica HeLa-229, BHK21 gibi hiicreler de tamda
kullanilmaktadir. Bu hiicrelerin ¢ofaltimasmda kullamlan besi-
yeri, 2mM L-glutamin % 5-10 fetal sifir serumau ihtiva eden te-
mel Eagle (MEM-Eagle) besiyeridir. Bu besiyerinin pH" 7.2-7.4
arasinda degigmekiedir (1). Chlamydia izolasyonunda kullamlan
hiicreler lamel igeren tilplere (shell vials) ya da kuyucuklu hiicre
kiiltiir plaklarina ekilmektedir.

C.trachomatis'in izolasyonunda kullanilan besiyeri 0.05 M gli-
koz ihtiva eden ve ekim yapilan hilcrelerin gogaltilmasinda da
kullamlan besiyeridir. Besiyerinin 0.5-1.0 pg/ml siklohekzimid
ihtiva etmesi, hilcreletin tek tabaka tegkil etmesini saglamakin,
birden fazla hiicre tabakasimn olugmasim Snlemektedir. Ayrica
ckim yapilan hiicrelerin 2500-3000 devirde saitrifiif edilmesi
Chlamydia'mn inokillasyonunu kolaylastrmakta ve degerlendir-
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me siiresini kisaltmaktadir (1).

C.trachomatis'in infekle hiicrelerde boyanmasi Giemsa, iyed
ya da fluorcsan boyama ytntemleri ile yapilmakiadir, C.tracho-
matis'in hiicrelerde olusturdufu inkliizyonlar glikojen vakuoller
igerdifiinden, kolaylikia iyod ile boyanirlar. Oldukca basil ve ma-
liyeti ueuz olan bu boyama ybntemi birgok laborativarda tercih
edilmekiedir. Iyod ya da Giemsa yontemleri, baz1 durumlarda
non-spesifik boyamalara neden olabileceginden sonuglann yanlis
yorumlanmasma sebep olabilir. Bu nedenle deneyimli kigilerin
sonucu degerlendirmesi Snem tasimaktachr. Fluoresan boyama
ytntemi daha duyarh ve tizgiil oldufundan, elde edilen giipheli
sonuglarn dogrulanmasinda genellikle bagvurutmaktadur (1,2).

C psittacinin izolasyonu oldukga zordur. Muayene maddesi-
nin démegin bilgamin antibiyotik ile muamele edilerek daha sonra
maleryalin farelere inokiile edilmesi ya da embriyonlu yumurta-
nin sari kesesine ckilmesi ile C.psittaci Uretilmektedir. Ayrica
hiicre kiiltiir ile izolasyon milmkiindiir. Fakat bu y&ntemler uy-
gulamim gllg:luklen nedeni ile rutin laboratuvarda tercih edilme-
mektedir. C.psittaci infeksiyonlarimn kesin Lumsmda serolojik
ytntemler dnemli yer tutmaktadir (1).

C.preumoniae'nin hilcre kiiltiird ile izolasyonu yapllmdktadlr.
C.trachomatis igin uygun hiicre tipi McCoy hiicreleri iken,
C.pneumoniae icin uygun hilcre serisi HeLa-229 ya da Hep2 hiic-
releridir (2,10,12). Baz aragtiricilar ise HL., McCoy, HeLa-229
ve BHK21 gibi hilcrelerle yapitklan cahigmalarda, C.preumo-
nige'nin izolasyonunda en uygun hilcre serisini HL olarak belirle-
miglerdir (13). Ayrica hilcrelerin inokiilasyon 6neesi dietilamine-

etil dekstran ile muamele edilmesinin infektiviteyi- yaklasik 2.5

kez daha artirdigt sapmnmlgm (14).

C.preumoniae 'nin izolasyonunda muayene maddesinin trans-
porty da cldukga 6nem tasimakiadir. TWAR suglannin canhhk
diizeyini belirleyen bir gahgmada SPG Chiamydia transport besi-
yeri kullamlmig (75 pr sukroz, 0.52 gr KH;PO4, 1.22 gr

NasHPO, ve 0.72 gr glutamik asid igeren 1 litre HoO, pH 7.4-7.6) -

oda 1sisinda (22°C'de) 24 saat sonunda, suglann % 1'inin canl
kaldif1 belirlenmigtir (14). Suslar +4°C'de bekletildikien 24 saat
sonra % 70'inin canli kaldif, ancak suglar +4°C'de-4 sant bekle-
tildikten sonra -75°C'de muhafaza edildiginde, sadece % 23'iiniin
inaktive oldugu gdrillmiigtilr.

Chlamydia'mn hiicre killtiirlinde, boyama isleminde fluoresan
boyama glivenilir bir ytintemdir. Bu amacla, cinse spesifik ve fii-
re spesifik fluoresan igaretli konjugeler kullanilmaktadir (1). Bu-
glin piyasada C.trachomatis ve C.pneumoniae igin ticari fluore-
san konjugeler bulunmaktadir. Aynca C.trachomatis ile C.pnen-
monice ‘nin ayirict tamsinda iyod ile boyama ybntemi de kullam-
Iabilir. C.pneumoniae inklitzyonlar: glukojen vakuoller icermedi-
ginden bu boyama ile negalif sonug ahnmaktadir. -

C.trachomatis'in tamsinda lipopolisakarid ya da majir dig
membran proteinine (MOMP) karg1 hazirlanmig konjugeler kulla-
nilmaktadar,

Sitolojik Degerlendirme

Bu yontem genellikle laboratuvar olanaklarninin yelersiz bulun-
dugu durumlarda kullaniimaktadir. Alinan muayene maddesinin
Chlamydia agisindan sitolojik degerlendirilmest, ancak deneyimli
kigilerin sonucu yorumlamas: ile miimkiin olmakta ve tamda ah-
nacak bagan artmakitadir (2).

Antijen Tayin Yontemleri

Hiicre kiiltlirlt yBntemi Chlarrpdlia tanisinda en iyi ve kesin
metod olarak kabul edilmekle birlikte, yukanda beliritilen tiim
kosullarin eksiksiz clarak uygulanmasi ile gergeklegtirilmekiedir.

Uygulanmas: oldukea zahmetli gériinen ve maliyeti pahah
olan hicre killtdriintin yerini son yillarda tamda iki farkh antijen
tayin yontemi almigtr (1,2): Enzim immunoessey (ELA) ve direkt
fluoresan antikor testi (DFA)

EIA: Birden fazla muayene maddesinin incelenmesine olanak
sjflayan bu testin duyarlihg % 67-90, Szgiflliigt % 92-97 arasin-
da defismektedir. Ancak sonucun bagansi, munyene maddesinin
yeterli bir gekilde almmasmna baghdir. Ayrica kullamlan kitin ka-
litesi bir diger dnemli fakidriidiir. Bu amagla haziflanmg birgok
ticari kit bulunmakiadir. Muayene maddelerinde saptanan
Chlamydia sntijeni gogunlukla cinse spesifik monoklonal anti-
korlar ile aranmaktadir. Bu da dogal olarak saptanzn antijenin
hangi Chlamydia tiiriine ait oldugunu belirlememektedir. Ancak
muayene maddesinin alindh yer ve klinik degerlendirme sonucu,
etken Chiamydia tiiriiniin belirlenmesine 8nemli fakibril olugtur-
maktadir,

DFA: Nazofarinksten alman siirlint{iler ve trakeo-brongiyal as-
piragyon stvilart uygun muayene maddesini olugturmaktadur, Tra-
keo-brongtyal aspirasyon sivilan yaklagik 10 dakika 1500 devirde
santrifiije edilmekte, daha sonra dipte kalan ¢tikelti lamlara tespit
edilerek incelenmektedir (Dr. Stense Farholt, Bireysel yazisma,
Statens Seruminstilui, Kopenhag, Danimarka).

Baza bakteriler tamda kullamlan antikorlan bagladigdan flu-
oresans olugturabilmektedir. Bu gibi durumlarda clemanter cisim-
ciklerin morfolojileri 8nem tagimaktadir. C preumaniae ' de belir-
lenen elemanter cisimcik morfolojisi armut geklinde iken,
C.psittaci ve C.trachomatis'te bu morfoleji yuvarlaknr, Bu dzel-
lik, tiirlerin birbirinden aynlmasinda Snemli bir kriterdir (3). Ay-
rica Chiamydia'min hazirlanan preparatlarda etken clarak belirlen-
mesi igin en az 10 veya daha fazla sayida elemanter cisimcik be-
lirlenmesi gerekmektedir (15).

EIA ve DFA testlerinde kullamlan igaretli spesifik konjugeler
Chlamnydia lipopolisakarid antijenine (cinse 8zgil) ya da MOMP'
a karg1 (tire Gzgil} hazirlanmigtir.

Bu amagla piyasada hazirlanmg birgok ticari kit bulunmakia-
dir. Ancak bu testlerin duyarlihg: ve Gzgiilkiiilt kullamlan reaktif-
lerin kalitesine gire defismektedir. Tabii buna bagli olarak da
testlerin maliyeli artmaktachr,

Serolojik Yontemler

Chlamydia infeksiyonlanimn tamsinda serolojik tam ySntemle-
1i infeksiyonun Szellifine ve etken tiire gire farklihk gbstermek-
tedir (1,2). Hasta serumlannda C.frachomatis’ e karg spesifik IgG
antikorlarinin belirlenmesi, epidemiyolojik caligmalarin degerlen-
ditilmesinde @nem tagimaktadr. Ozellikle yenidofan C.racho-
matis pnmonilerinde muayene maddesinin alimsm zor oldugun-
dan serolojik tani Snemli yer tutmaktadir. Hasta serumlannda
mikroimmiinfluoresans (Mikro-IF) ile 1/32 ya da daha yiiksek tit-
rede spesifik IgM antikorlarinin belirlenmesi aktif infeksiyonun
gistergesi olarak kabul edilmektedir (2).

Mikro-IF yonterninde degisik serovarlan ihliva eden C.trac-
homatis ile C psittaci ve C pneumoniae antijenleri nokta geklinde
ve gruplar halinde lama tespit edilmektedir, Bu antijenlere karg:
hasta serumlatinda spesifik IgM ve IgG antikorlarinin varliga fiu-
oresan igaretli konjugeler yardimiyla saptanmaktadir (16). Mikro-
IF testi aynca- hiicre killtériinde izole edilen susun hangi serovar
ya da tiire ail oldugunu belitlemede de kullamlmakiadir. fzole
edilen suglar lama nokta geklinde ve gruplar halinde tespit edil-
mekte, daha sonra farede hazirfanrmg monoklonal antikorlar ile
fluoresan mikroskopta incelenmektedir,

C psittaci infeksiyonlarimn tamsinda ise serolojik tan1 olduk-
ga 6nemlidir. Tamda C psittaci'ye kargi hasta serumlannda spesi-
fik antikorlar: belirleyen ticari kitler mevcuttur, Ancak Mikro-IF
yontemi psittakozun tumsinda da oldukca duyarh ve Segiil bir
testtir. Aynica kompleman birlegmesi deneyi psittakozun tamsin-
da onemli bir testtir. Bu testle kullamlan antijen tavuk embriyo-
sunda iiretilmekte, daha sonra organik ctizlictiler ile muamele edi-
lerek hazilanmaktadr. Kompleman birlesmesi lesti psittakozun
yamsira lymphogranuloma venereum'un tamsmda da dnemli yer
tutmaktadir Psittakozda antikor titrasyonunda goriilen farkh za-
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Tablo 2. TWAR infeksiyonlaninda’
Mikro-IF Testinin Yorumu :
Akut infeksiyon . 4 kat antikor titre arbigs .
IgM 2 1:16
lgG=1:512

Gegirilmig infeksiyon : lgB=1:1Bve < 1:512

manlarda alinan dort misli artig, muhtemel infeksiyonun varhgin
gostermektedir, Hasta serumunda alinan ilk érnekte 1/64 veyd da-
ha yiiksek titrede saplanan antikor, tam icin Snemli bir gosterpe-
dir. Bu titrasyon 1/32'den diigilk ise klinik olarak anlam tagima-
maktadir (2). C.psittact infeksiyonlannda serclojik tam degierlen-
dirilirken hastanin anamnezi ve infeksiyonun olugmasinda rezer-
vuar rolil oynayan hayvanlann hast: ile iligkisinin bilinmesi
tamida 6nemli bir faktbrdiir.

C pneumoniae infeksiyonlanmn serolojik tamsinda ise yine
mikro-IF testi gilvenilirdir, Ancak sonucun yorumlanmasinda iki
fakttr gtziintinde bulundurulmalidir. Bu faktéirlerden birincisi
hastanin infeksiyonu ilk kez gegirip gecirmedifi; dieri ise daha
tnce gecgirilmig bir infeksiyonun yeniden niiks -etmesinin (re-
infeksiyon) bilinmesidir (5). Hasta serumlarinda spesifik IgM an-
tikorlan infeksiyondan yaklagik i hafta sonra olugmaktadir, Spe-
sifik 1gG ise infeksiyon baglangieindan yaklagik 6-8 hafis sonra
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