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Abstract

Amag: Chlamydia trachomatis tirogenital traktus ve gozde enfeksiyona
neden olabilmektedir. Anatomik tropizm, ompA geni tarafindan kodlanan
ana dig membran proteinlerindeki varyasyona gore karakterize edilen
serotip ile iliskilidir. Bu calismanin amact Iran’da folikiiler konjonktivitli
hastalarda C. trachomatis serotiplerinin dagilimini belirlemektir.

Gere¢ ve Yontem: Semptomatik eriskinlerden alinan toplam 68
konjonktival 6rnekte C. rrachomatis pozitifligi polimeraz zincir reaksiyonu

(PCR) analizi ile ¢aligildi. Serotip, Ompl PCR-RFLP analizi ile belirlendi.

Bulgular: Folikiiler konjonktivitli hastalarin 38’inde (%55,9) C.
trachomatis saptanirken, geng yas gruplarinda C. trachomatis prevalans: daha
yliksekti. Bu hastalarin 26’sinda (%38,2) idrar yolu enfeksiyonu dykiisii
mevcuttu. Konjonktiva drneklerinde molekiiler genotipleme kullanilarak
dort farkls serotip tanimlandi. En yaygin serotip E iken bunu G, I ve F
izledi.

Sonug: Serotip dagilimimiz, klamidyal folikiiler konjonktivitin genellikle
genital bolge kaynakli oldugunu gostermistir. Genital serotipler, 6zellikle
cinsel olarak aktif yetigkinlerde goz hastaliklarina neden olabilir. Ayrica,
konjonktivit cinsel yolla bulasan enfeksiyonun tek belirtisi olabilir. Bu
nedenle okiiler ve genital 6rneklerde C. trachomatis’in genotiplendirilmesi,
hastaligin etiyolojisi hakkinda daha ayrintili epidemiyolojik veri
edinilmesi ve tedavi bagarisinin izlenmesi acisindan faydali olabilir.
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Objectives: Chlamydia trachomatis infects the urogenital tract and eyes.
Anatomical tropism is correlated with serovars which are characterized
according to the variation in the major outer membrane proteins encoded
by the ompA gene. The aim of the present study was to determine the
distribution of C. frachomatis serovars among patients with follicular
conjunctivitis in Iran.

Materials and Methods: A total of 68 conjunctival specimens from
symptomatic adults were studied for the presence of C. rrachomatis using
polymerase chain reaction (PCR) analysis. Serovars were determined by
Ompl PCR-RFLP analysis.

Results: C. trachomatis was detected in 38 (55.9%) of patients with
follicular conjunctivitis, with higher C. rrachomatis prevalence in the
younger age groups. Twenty-six (38.2%) of these patients had a history
of urinary tract infection. Four distinct serovars were identified in the
conjunctiva samples using molecular genotyping. The most prevalent was
serovar E, followed by G, I, and E

Conclusion: Our serovar distribution indicated that chlamydial follicular
conjunctivitis usually has a genital source. Genital serovars may cause
eye diseases, especially in sexually active adults. On the other hand,
conjunctivitis might be the only sign of sexually transmitted infection.
Therefore, genotyping C. trachomatis in ocular and genital specimens could
be beneficial for acquiring more detailed epidemiological information
about the etiology of the disease and monitoring treatment success.

Keywords: Chlamydia trachomatis, follicular conjunctivitis, serotype,
PCR, RFLP

Giris

Chlamydia trachomatis genital enfeksiyonlarin yani sira
goz enfeksiyonlarina da neden olabilir." C. mrachomaris’in D-K
serotipleri neonatal ve erigskin inkliizyon konjonktivitine neden
olmaktadir.? Bu hastaligin belirtileri arasinda gozde kizariklik,
mukopiiriilan akinti, konjonktival hiperemi, papiller lenfoid
hiperplazi ve folikiil olusumu sayilabilir® C. trachomatis’in
neden oldugu iirogenital enfeksiyonlarda global artig nedeniyle
C. trachomatisa bagli goz enfeksiyonlarinda da es zamanli
artig olmugtur.' C. trachomatis D-K serotipleri gelismekte
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olan iilkelerde iirogenital ve goz enfeksiyonlarinin en dnemli
nedenlerindendir.’ Ayrica, C. #rachomatis kaynakli inkliizyon
konjonktiviti Tran’da yiiksek prevalansa sahiptir ve genital sistem
enfeksiyonu ile giiclii korelasyon gostermektedir.’

Genellikle, C. trachomatis'in farkli serotiplerini tanimlamak
icin ompA geninin niikleotid dizi varyasyonlar1 kullanilir.® OmpA
geni, C. trachomatis'in ana dis membran proteinini (MOMP)
kodlar ve ana antijenik determinantlari kodlayan dért simetrik
aralikli degisken bolgeler (“variable domain”, VD; VDI'den
VDIV’e kadar) igerir. Bu bolgeler arasinda beg korunmus alan yer
almaktadir.” Diger yontemlerle kargilagtirildiginda, MOMP’yi
kodlayan amplifiye ompA geninin PCR-sinirlayict enzim parca
uzunluk cesicliligi (“restriction fragment length polymorphism”,
RFLP) analizi klinik érneklerde C. trachomatis serotiplemesi igin
kullanilan en basit yontemlerden biridir.®

Iran'da C. trachomatisin neden oldugu enfeksiyonlarin
prevalansi yiiksek olmasina ragmen, hangi C. trachomatis
serotipinin yaygin olarak enfeksiyona neden oldugu hakkindaki
veriler sinirlidir. Toplumumuzda dolagsan C.  trachomatis
serotiplerinin belirlenmesi, bu bakterinin neden oldugu
enfeksiyonlarin epidemiyolojisi ve patogenezi hakkinda dnemli
bilgiler saglayabilir. Bu bilgiler tedavi basarisinin izlenmesini
saglayabilir ve hastalik kontrolii i¢in daha iyi stratejiler
gelistirmesine olanak verebilir.®

Gereg ve Yontem

Ornek Toplama: Eyliil 2016-Eyliil 2018 tarihleri arasinda
optometristler tarafindan Farabi Hastanesi'ne sevk edilen
hastalarin iist subtarsal konjonktivasindan dakron uglu kiiltiir
cubuklari kullanilarak toplam 68 konjonktival siiriintii alindi.
Sekresyon, hiperemi, az sayida kiigiik folikiil ve besten ¢ok biiyiik
folikiil, tarsal skar, papilla, limbik folikiillerin skarlagmast,
entropiyon, pannus, lokom, kseroz ve trikiyazisten olugan bulgular
dikkate alind1.” Pozitif kontrol olarak genital enfeksiyondan izole
edilen ve dizileme ile genotip E olarak tanimlanan Chlamydia
susu kullanilds.

DNA Ekstraksiyonu: Siiriintiiler 1,5 mL steril suya kondu
ve vortekslendi. Santrifiij isleminden sonra, tiretici tarafindan
belirtildigi sekilde Accuprep Genomik DNA Ekstraksiyon Kiti
(Bioneer Co., Giiney Kore) kullanilarak DNA izole edildi.

Konjonktival stirtintiilerden ekstrakte edilen klamidyal
DNA’'nin PCR amplifikasyonu, Ompl geninin birinci ve
besinci korunmus bolgelerine baglanacak sekilde tasarlanan
CT1 (5’-GCCGCTTTGAGTTCTGCTTCCTC-3") ve
CT5 (5-ATTTACGTGAGCAGCTCTCAT-3’) primerleri
kullanilarak gerceklestirildi. Klamidya referans 6rnegi veya
klinik siiriintiilerden ekstrakte edilen her 6rnekten beg mikrolitre
amplifikasyon i¢in 200 pM dATP, dCTP, dGTP ve dTTP (her
biri), 50 mM KCl, 10 mM TrisHCI (pH 8,4); 1,5 mM MgClZ’
her bir oligoniikleotit primerinden 0,5 pM (CT1 ve CT5S) ve
1,25 U Taq DNA polimeraz iceren ¢ozeltiye eklenerek toplam
50 pL'lik reaksiyon hazirlands.'

Otomatik termal dongii cihazinda otuz déngii amplifikasyon
yapildi. Bir dongii programi 95 °C'de 1 dakika denatiirasyon, 55

°C'de 1 dakika baglanma ve 72 °C'de 2 dakika uzatma olacak
sekilde programland:.” Amplifikasyon karigiminin 10 pL’si
%1’lik bir agaroz jelde elektroforez ile yiiriitiilerek PCR tirtinleri
analiz edildi.

i¢ Ice (“Nested”) PCR: Birincil Ompl PCR
drtintiniin -~ (CT1-CTS) bir mikrolitresi, Ompl sabit
bolgelerine  baglanacak  sekilde  tasarlanan ~ MF21

(5’-CCGACCGCGTCTTGAAAACAGATGT-3’) ve MB22
(5’-CACCCACATTCCCAGAGAGCT-3’) i¢ ige primerlerini
iceren PCR karigtmina bir filtreli pipet ucu kullanilarak
pipetlendi.'" I¢ ice PCR’nin amplifikasyon kosullari, birincil
Ompl PCR kosullari ile aymiydi. Amplifiye tiriinler %2’lik
(agirlik/hacim) agaroz jelde elektroforez ile analiz edildi.

RFLP Analizi: PCR ve i¢ ice PCR iiriinlerinin RFLP
analizi daha once tarif edildigi gibi yapildi.® Kisaca, amplifiye
edilmis DNA iiriinleri ayr1 ayri birer gece boyunca énce 10 U
Alul enzimi ile, ardindan Hpall, EcoRI ve Hinfl enzimlerinin
her birinden 10 U igeren ikinci bir reaksiyonda sindirildi.
Sindirilmis DNA’'nin analizi, tiim reaksiyon %8 poliakrilamid
jel tizerinde elektroforez ile yiiriitiilerek gerceklegtirildi. Ortaya
¢ikan paternler gorsel olarak kargilagtirild:.

Bulgular

Bu ¢aligma igin kronik konjonktivitli hastalardan 68 rnek
toplandi. Hastalarin 311 (%45,6) kadin, 37’si (%54,4) erkekti.
Hastalarin yaglar1 17 ile 76 yil arasinda degismekle birlikte
hastalarin ¢ogu 21-30 yag arasindaydi. Bu hastalarin 26’sinda
(%38,2) iiriner sistem enfeksiyonu ykiisii mevcuttu.

CT1 ve CT5 primerleri ile dogrudan PCR amplifikasyonu,
test edilen okiiler drneklerin 30’undan ve referans sugta yaklagik
1.200 baz cifti biiyiikliigiinde bir bant verdi. Béylece 68 6rnegin
30'unda (%44,1) CT1 ve CT5 primerleri ile C. trachomatis pozitif
olarak saptandi. Sekiz drnekte Ompl, MB22 ve MF21 primerleri
ile i¢ ice PCR yo6ntemi ile amplifiye edildi. Bu nedenle toplam
38 hastada (9%55,9) C. trachomatis saptand.

Ompl PCR’da pozitif sonug veren 38 ornegin 35'i RFLP
analizi ile serotiplenebilirken 3 6rnekte serotip belirlenemedi.

Uc 6rnegin MB22-MF21 amplifiye edilmis Ompl geninin
Alul ve Hpall, EcoRI ve Hinfl RFLP analiz sonuglart Sekil 1'de
gosterilmistir. Referans C. trachomatis 6rnegi de ayni sekilde
caligilarak, klinik orneklerin genotiplendirme sonuclari igin
referans olarak kullaniddi. Sekans analizi ile genotipin E susu
oldugu dogrulands.

Otuz bes okiiler 6rnegin RFLP profilleri caligildt ve 20
ornegin (%57,1) E, 8 6rnefin (%22,9) G, 5 6rnegin (%14,3) 1
ve 2 6rnegin (%5,7) F genotipi oldugu saptandi.

Tartisma

C.  trachomatis’in  genotipinin belirlenmesi  kiiresel
epidemiyolojik caligmalarda kritik rol oynamakta ve enfeksiyon
bulasmasi ve nitks hakkinda bilgi vermektedir.'? Onceki
caligmalar ompA tipi ile konak fenotipi arasinda bir iligki
oldugunu gostermisti. MOMP’nin bagisiklifin 6nemli bir

hedefi olduguna inanilmaktadir; bu nedenle ompA varyantlarinda
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Sekil 1. Endoniikleazlarla kesilmis ve kesilmemis tic Chlamydia trachomatis
susunun polimeraz zincir reaksiyonu-sinirlayict enzim parca uzunluk cesitliligi
genotiplemesi. M kolonuna DNA molekiiler agirlik belirteci (bp: baz iftleri)
yitklenmigtir. Kolonlarin tizerindeki harfler C. trachomatis'in E, F ve G serotiplerini
gostermekeedir

farkli konak¢t immiin yanitlart ve farkli klinik semptomlar
ortaya gikabilir.!*!4

Yapilan birgok caligmada okiiler ve genital 6rneklerde
C. trachomatis serotiplerinin ayrimi icin amplifiye edilmisg
MOMP DNA’sinin RFLP pattern analizi kullanilmigtir.'’ Bu
caligmada Ompl geninin RFLP paternleri kullanilarak folikiiler
konjonktivitli hastalardan elde edilen C. trachomatis izolatlarinin
serotip dagilimini aragtirdik. Ompl PCR’da 68 6rnekten 38’inin
pozitif oldugunu ve bu 6rneklerde C. trachomatis enfeksiyonu
prevalansinin yiiksek (%55,9) oldugunu saptadik.

Caligmamizda ¢ogu hasta 21-30 yas araliginda oldugu igin
yas ile enfeksiyon arasinda da bir iliski gozlendi, bu da geng
yasin C. trachomatis'in neden oldugu folikiiler konjonktivit i¢in
bir risk faktorii oldugunu gostermektedir. Diger caligmalarda
da klamidyal konjonktivit prevalansinda yaga bagli farkliliklar
gozlenmistir.”

Okiiler 6rneklerimizin 35’inde E, G, I ve F olmak iizere dort
ayr1 serotip tanimlandir. En sik rastlanan serotip E (%57,1) idi.
Okiiler orneklerimizde en ¢ok E serotipinin goriilmiig olmasi,
bu serotipi C. trachomatis pozitif konjonktiva 6rneklerinde en
yaygin serotip olarak tanimlayan dnceki aragtirmalarin sonuglart
ile uyumludur.® Ayrica C. trachomatis E serotipinin konjonktival
mukozay1 enfekte etme yeteneginin diger serotiplerden yiiksek
olabilecegi belirtilmigtir.'¢

Genital orneklerde E serotipinin en sik goriilen serotip
oldugu bir¢ok calismada gosterilmistir.'*"” Ayrica hasta yagina
bagli olarak genital serotiplerin dagiliminda farklilik izlendigi
ve ergenlerde E genotipinin baskin oldugu gosterilmistir.*®

Bununla birlikte, folikiiler konjonktivitli hastalarda
gozlemledigimiz genotip dagilimi, E genotipinin en yaygin
serotip oldugunu ve bunu F ve D serotiplerinin izledigini bildiren
diger aragtirmacilarin sonuclarindan farklidir.% Caligmamizda
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E’den sonra en sik goriilen serotipler G (%22,9), I (%14,3) ve F
(%5,7) olmus ve D serotipi saptanmamustir. Bu fark, atif yapilan
caligmalarin ¢ogunun konjonktival veya iirogenital ornekleri
incelemesi ve folikiiler konjonktiviti inceleyen caligmalarin
az olmast ile agiklanabilir. Ote yandan, 6nceki caligmalarda D
genotipi ile okiiler C. trachomatis enfeksiyonlari arasinda genital
enfeksiyonlara kiyasla negatif bir iliski oldugu gosterilmisir.'¢

Iran, Ahvazda yapilan genital orneklerde C. trachomatis
genotiplerinin aragtirildigs bir ¢aligmada en yaygin genotipin
E oldugunu ve bunu E D, K, I, G, H ve J'nin izledigi
bildirilmistir.'"® Bu bulgular Iran’da C. trachomatis genotiplerinin
iirogenital ve folikiiler konjonktivit 6rnekleri arasindaki
dagiliminda korelasyon olduguna isaret etmektedir. Okiiler
ve genital serotiplerin benzer dagilim gostermesi, yetigkin
klamidya konjonktivit enfeksiyonlarinin genital bir kaynaga
sahip oldugu ve otoinokiilasyon veya kiginin partnerinin enfekte
genital sekresyonlarindan bulag yoluyla ortaya cikabilecegi
teorisini desteklemektedir.”

Bizim ¢aligmamizda folikiiler konjonktivitli hastalarin
26’sinda (%38,2) iiriner sistem enfeksiyonu dykiisii olmast dikkat
gekiciydi. Yapilan calismalar, C. trachomatis enfeksiyonlarinin
cinsel olarak aktif gen¢ eriskinlerde siklikla konjonktivite
neden olabilecegini ve bunun cinsel yolla bulagan enfeksiyonun
tek bulgusu olabileceZini gostermistir."” Mohamed-Noriega ve
ark." inkliizyon konjonktiviti olan eriskin hastalarla yaptiklari
caligmada, hastalarin ¢ogunda eszamanli asemptomatik genital
enfeksiyon oldugunu bulmuglardir. Ote yandan, genitoiiriner
klamidya enfeksiyonu tanist olan kadinlarin 9%8,3’tinde
konjonktival kazint1 6rneklerinde direkt floresan antikor testi ile
C. trachomatis pozitif bulunmus, ancak bu hastalarin hicbirinde
okiiler bulgu veya semptoma rastlanmamigtir.

C. trachomatis enfeksiyonlari1 genellikle asemptomatiktir
ve bu nedenle tedavi edilmeden kalabilir ve olasilikla
pelvik enflamatuvar hastalik, epididimit ve infertilite gibi
kronik patolojik sonuglara yol agabilir. Bu nedenle, cinsel
yolla bulasan hastaliklar: ilk teshis eden hekim olabilecekleri
icin goz hekimlerinin okiiler enfeksiyonun etiyolojik ajanini
tantyabilmeleri 6nemlidir. Klamidyal konjonktivitte, iligkili
genital enfeksiyon lokal tedavinin yetersiz kalmasina neden
olabileceginden sistemik tedavi baslanmast uygun olacaktir.”

Calismanin Kisitliliklar:

Folikiiler konjonktivitli hasta sayisinin az olmasi, ¢aligmanin
retrospektif, randomize olmayan ve tanimlayici sekilde
planlanmasi calismamizin kisitliliklaridir. Ayrica kullanilan
PCR-RFLP tekniginin ¢oziiniirliFiiniin sinirli olmasi da bu
caligmanin bir diger kisitliligs olarak degerlendirilebilir.

Sonug¢

Genotipleme yontemleri, C.
toplumdaki dagilimini incelemek ve hastalarda ve cinsel
partnerlerinde C. trachomatis okiiler ve genital enfeksiyonlarinin
kaynagini aragtirmak icin yararli molekiiler epidemiyolojik

trachomatis  serotiplerinin

araglardir ve klamidya konjonktivitinin etiyolojisi hakkinda
daha dogru bir bilgi saglayabilir.
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