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Anjiyografik Olarak Koroner Arter Hastahg Gosterilen
Olgularda Chlamydia pneumoniae’ye Kargi Antikorlarm
Mikroimmiinofluoresans Yontemi ile Belirlenmesi

Nese Saltoglu!, Mustafa $an?, Filiz Kibar®, Berna Fidan?, Fatih Koksal>

Ozet: Chlamydia pneamoniae’nin, immiinohistokimyasal teknikler, polimeraz zincir reaksiyonu (FCR) ve elekiron
mikroskopi ile aterosklerotik lezyonlarda varbfimn gosterilmesine; doku Liiltiirlerinden izolasyonuna ya da C.pneu-
moniae'ye kargt olugan antikorlarin enzim immiinoessey (EIA) ve mikroimmiinofiuoresans (MIF) teknikleri ile giister-
ilmesine dayanan birgok ¢alismada bu bakteri ile ateroskleroz ve koroner kalp hastaliklar: arasinda etiyolojik bir iligki
olabilecefi ileri siiriilmiigtiir. Bu ¢aligmada, anjiyografik olarak kamtlanmig 58 koroner kalp hastasinda anjiyografi
islemi esnasinda alinan kan drnegi ile asemptomatik 20 olgunun serum drnegi kullamilmig ve MIF yontemi ile anti-
C.pneumoniae IgM ve IgG antikorlary aragtirilmgtr. Hasta ve kontrol grubunda risk faktirleri olarak aynca hiper-
tansiyon, sigara, diabetes mellitus ve difer altta yatan hastaliklar da araganimstr. Her iki grupia da anti-C.pneumo-
niae IgM’si pozitif olgu saptanmamigiir. Anti-C.pneumoniae IgG'si = 1/128 ftitrede olanlar poztif kabul ‘edilmiy ve
koroner kalp hastalif: olan grupia anti-C.pneumoniae IgG antikor pozitifligi %75.9; kontrol grubunda %30 olarak
belirlenmistir (p<0.05). Sonug olarak, koroner kalp hastalif: olan gruptaki antikor prevalansinin yiiksekliii C, pneu-
moniae'nin ateroskleroz ile iligkisi ofabilecefini digiindiirmektedir. Ancak, bu ¢algmamm daha geniy vaka-konirol
grubu ve aterom plaklarinda C.preumoniae cisimciklerini gdsteren yimtemlerin de kullantldig galigmalarla desteklen-

mesine ihtiyag vardir,

Anahtar Sozciikler: Chlamydia pneumoniae, mikroimmilnofluoresans, koroner arter hastaligt.

' Summary: Chlamydiae pneumoniae antibodies

determined by microimmunaofluorescence test in patients with

angiographically demonstrated coronary artery disease. Recent studies suggested that Chlamydia pneumoniae may play

a role in the etiology of atherosclerosis and coronary artery

diseases. Studies on this association are based on detecting

-antibodies against C.preumoniae using microimmunoflorescence (MIF) and enzyme immunoassay (EIA), identifying the
organism in vascular tissue by electron mieroscopy, polymerase chain reaction and immunohistochemical staining, and

_ cultivating the organism from vascular tissue. In this study we investigated prevalence of IgM and IgG antibodies against

C.preumoniae in 58 patients with.coronary artery disease proved angiographically and in asymptomatic control group by

MIF. In two groups, risk factors were determined as hypertensi

on, smoking, diabetes mellitus or underlying disease. None

of the sera was positive for anti-C .pnewmoniae IgM. Sera were defined as positive if anti-C.pneumoniae IgG antibody titer

was 211128, and anti-C .preumoniae IgG seropositivity was

79.5% and 50% in coronary artery disease and control groups,

respectively (p<0.'05 ). High seropositivity in patients with coronary artery disease suggested that C.pneumoniae may be
related with atherosclerosis. However, this study should be stpported by searching in broader case-control groups and
more specific methods showing C.pneumoniae bodies in atherom plagues.

" Key Words: Chiamydia pneumoniae, microimmunofluorescence, coronary artery disease.

Girig

TWAR olarak adlandirilan Chiamydia izolatlary yaklagik 10
yil Bnce ilk kez solunum yolu infeksiyonlarindan izole edilmis
ve Chlamydia’mn pnbmoni, bronsit, asttm, siniizit, farenjit ve

" ptitis media’dan sérumlu oldugu bildirilmigtir. Ayrica sarkoidoz,

koroner kalp hastalif1, multipl skleroz etyolojisinde de rol

oynayabilecefi ileri siiriilmiigtii. Siirdiiriilen DNA galigmalan
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infeksiyon Hastahklan Anobilim Dali, Adana-

- {2) Cukuruvn-ﬂnivcrsimsi, Tip Fakiiltesi, Kardiyoloji Anabilim Dali,

Adann
{3) Gukurova Universitesi, Tip Fakiiltesi, Mikrobiyoloji Anabilim
Daly, Adana

ve elektron mikoskopik incelemeler sonucu bu mikroorganiz-
ma Chiamydia'larin yeni bir tiidi olan C.pneumoniae olarak
adlandinlmigtr (1-5). C. prewmoniae ile koroner arter
hastaliklar: arasmda etyolojik iliski ilk kez 1988 yilmda Saikku
ve arkadaglan (6)’'min yaptigt bir galigma ile ortaya atilmagtir
Yapilan ¢algmalar sonucunda aterosklerozun kronik inflamatu-
ar bir hastalik oldugu, damiar duvarnda yerlegen C. pneumoni-
ae'nin neden oldujiu kronik arteritin sonucu ortaya ikt ileri
silriilmitgtiir (7). Bu kronik infeksiyonlarin sadece koroner arter-
lerde degil, difer arterlerde de puriilebilecegi ve iskemik
hastalikla iligkisi bildirilmigtir (7-9). Akut- myokard infark-
tiisiiniin ise kronik damar infeksiyonunun akut alevlenmeleri
sonucu ortaya cikabilecefi ileri siiriilmiigtiit. C. preumoniae
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diger kardiyovaskiiler sendromlardan da sorumlu tutulmustur
(10} :

Toplumda C. preumenige infeksiyonu insidansmnm yagla
paralel olarak arttify; erigkin yasta oranin  %50-60'a ulaghfh
bildirilmigtir (11). Primer akut infeksiyonlu cofu vakada klinik
tablo selim seyretmekle birlikte, yash grupta artan mortalite ile
birlikte ciddi klinik seyir bildirilmistir.

Bunun yam sma yapilan caliymalarda C. preumoniae
kardiyovaskiiler sisten hastabklannda difer hipertansiyon,
sigara icme ve serum lipid sevivelerinden bugimsiz bir risk
faktéril olarak bildirilmigtir (7,12). Sigarann ise solunum sis-
teminde 1.4 sckresyonunu artiwarak hiimoral imminiteyi
giiclendirirken, hiicresel immitniteyi baskdadigy ve C. preu-
monige infeksiyonunun geligimine zemin hazuladify one
siiriimfigtiir (13).

C. pneumoniae'nin akciferde makrofajlart ve monositleri
infelte edebildigi, infekte hiicrelerde ¢ofalan Chlamydia’nin
pulmoner makrofajlarla dolagima girerek damar liimeninde
yeni mononiikleer hiicreleri ve endoteli infekte ederek atero-
mattz defisikliklers neden olabilecefi ileri siiriilmiigtiic
(7,14,15). Lezyonu baglatanm- C. preumonige mi oldugy,
yoksa afinite nedeniyle zaten var olan lezyona infekte monosi-
tle birlikte mi geldifi tarigmahdm. Dolasinda C. prewmnoniae
elemanter cisimleri monositlerden aynlarale hiicre duvar
lipopolisakaridlerinin yardimi ile koroner arter duvarna
bafflamyr. Takiben LDL ve HDL gibi lipoproteinlere bajlanr;
immiin sistemn igin hedef hiicre haline gchr ve sonugta aterom
p]aldarl olu§maya baglar. C. pretmoniae lipopolisakarid anti-
jeni tarafindan stimiile edilen monositler TNF-c¢ ve -f; IL-1,
IL-6 sahmmi sonucunda vazodilatasyona ve kemotaksiye,
Hpoprotein lipazin aktivitesinin inhibisyonuna neden dlur. Bu,
hiperlipideminin gdstergesi olarak HDL'de azalmaya, LDL'de
artiga neden olabilir. IL-1 kolajenaz1 ve kolajen dokunun itreti-
mini arhnr; koroner arter duvarinda intimadan mediaya diiz
kas hiicrelerinin ve fibroblastlarn proliferasyonunz ve
migrasyonunz neden olur, Bu deffigiklikler stenoz ile
sonuclamr, C. pneumoniae infeksiyonunda doku faktrleri
sktive olur; lokal epitelde ltkosit adezyon proteinlerinin
ekspresyonu artar; son olarak endotelde nitrik oksid sentezi
inhibe edilir ve damar dilatasyonu bozulur (10},

Bu hipotezler nedeniyle C. preimoniae ile arter duvar
arasindakd iligki elektron mikroskopi, immiinohistokimyasal
boyama metodlann ve PCR gibi tekniklerle aragtirilmugter
(3,18). Bu teknikler arasinda mikroimmiinofluoresans (MIF)
ybatemi C. preumoniae infeksiyonunun tamsinda noninvazif ,
duyarhihi ve Szgilligil yiksek, serolojik olarak altn standard
bir yéntemdir (2,19). :

Yapilan vaka-kontrol galismalan C. preumoniae infeksiy-
onunun difier defiskenlerden bagimsiz olarak koroner kalp

hastaliklanna neden olabilecegi yéniinde sonuglara igaret
etmektedir. Aym nedenle, bu ¢ahsmada anjiyografik olarak
kamt]annug 58 koraner kalp hastasinda C. preumoniae infek-
siyonunun MIF yontemi ile belirlenmesiyle olas1 etyolojik
iligkinin aragtmimas: amaglanmmgtr.

Yontemler

Bu gahgma Kardiyoloji Anabilim Dak'ndan izlenen 58
koroner arter hastast ile asemptomatik saghkli 20 kigide
vapilmigtir. . Hasta grubu, Kardiyoloji Amnabilim Dab
Hemodinami Laboratuvan'nda koroner anjiyografisi ile
koroner arter hastalif saptanan hastalardan olugmaktadir.

Araghrmaya alinan, koroner anjiyografi ile damar hagtaligh
kanitlanmg hastalarin 44 (%76)'i erkek, 14 (%24)# kadindi
ve 22 (%3RB)si 41-50 yag grubunda yer almakia idi. Kontrol
grubundaki olgularn 14 (%70)0U erkek, 6 (%30)'s1 kadind:.
Hasta grubunda yas. orlalamasi 50.2 (33-685 yag), kontrol
grubimda 48,8 (34-60 yag) olup istatistiksel anlaml fark
bulunmadi (p>0.05).. Hasta ve konirol grubunda cinsiyet
agsindan da anlambt fark yoktu (p>0, 05)

Hastalarin 48 (%82)inin gigtis agnsi, 10 (%IS)‘mm ise
st aginisi, nefes darhi: gibi gikayetleri meveuattu, Hastalarm 11
(%19)'inde telekardiyografide kardiyomegali saptanmust,
Koroner anjiyografide, tiim hastalarda en azindan bir.arterde
stenoz belirlenmisti. Koroner anjiyografi sonucunda 1 hastada
ana koroner lezyomu, 27 (%46) hastada sol inen arter lezyonu,
22 (%37) hastada sirkumfleks (sol dénen arter) lezyonu, 30
(%351) hastada saf koroner arter lezyonu ve 25 (%43) hastada
difer arterlerde lezyon vard:, Flastalann 27 (%:46)'sinde ven-
trikillografide duvar harcket bozuklugn mevcuttu. Koroner
anjiyografi sonucunda 20 (%:34) hastaya tibbi tedavi, 18 (9632)
hastaya balonlu anjiyoplasti ve 20 (%34) hastaya “bypass”

-ameliyats karan verilmisti,

Hastalara Judkins ySnterni ile koroner anjiyografi uyguia-
narak iglem esnasinda 5 ml kan dmeg elde edildi. Kontrol
grubu olarak asemptomatik saglikh kigilerden de 5 ml kan

-ahndi. Hasta ve kentrol grubundan alinan serurn 8meklerinde

Euroimmun-F1 2192-1010 G kiti kullanilarak MIF yéntemi ile
anti-C.pnetmoniae IgM ve IgG antikorlan aragbrnlmugtr.
Cahsma kit proseditriine uygun olarak yapilmgtr. Tek serum
tmegi igin kit prosediiriine wygun olarak anti-C preumoniae
IgG =21/128 ise pozitif kabul edilmigtin Sonuglarn
defferlendirilmesinde 2 ve t testi kullanilmistr,

Sonruglar

MIF y6ntemi ile elde edilen bulgular degerlendirildiginde
anti-C pneumoniae IgM pozitifligi olan olgu saptanmamstr.
Anti-C.pnenmoniae 1gG pozitifligi ise hasta grobunda erkek-
lerin 35 (%80)inde, kadnlann 9 (%64)unds bulunmugtur.

ﬁ‘ablo 1. Chlamydia pneumoniae Seroporzitifligi Saptanan Hasta ve Kontrollerin Yag ve Cinsiyete Gire Daglim \

Kadin . ) Erkek
Yas Hasta (n=9) . Kontrol (n=3) Hasta (n=35) Kontrol (n=7)
Gruplan Sayt (%) Say (%) Say (%) San (%)
<40 - - - - 5 (14) 1 (14)
41-50 3 (33 1 (33) 11 (31 2 (29)
51-60 4 44) 2 (67) 12 (34) 4 (57)
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ablo 2. Koroner Kalp Hastaliklarinda Risk Faktorii Olarak N\

liginin yilksek olmas1 dolayis: ile tercih

edilebilir bir metoddur (5,31). Bu galismalarda
Chlamydia pneumoniae ‘nin Yeri : koroner arter hastaliklar1 olanlarda C.prermoni-
Yag Gruplart Toplam ae antikor prevalansi %80-98 oranlannda gdster-
o — ilmigti. Bu oran aterosklerotik hastalarda yagla
<40 4150 5160 >61 - | paralel olarak artis gostermektedir (4,32).

Sap. Saypp Sayt  Saypp  Sayp (%) Bu cahgmamn sonucunda herhangi bir -
Hipertansiyon 1 3 1 1 6 (10 koroner arterle ilgili yakinmasi olmayan kontrol
C pneumonize 4 2 15 4 . 135 (60)- grubu ile kiyaslandiginda hasta grubunda istatis-
ikisi bitlikte - 3 1 5 9 (16) tiksel ofarak anlaml- sonuglar elde edilmigtir.
Qécr 3 4 0 1 8 (14) j Hasta grubunda %60 olguda risk faktbri olarak
' sadece Chlamydia'min saptanmasi da bu iligkiyi

Kontrol grubunda ise erkeklerin 7 (%50)'si, kadinlarnin da 3
{9-50)'ti pozitif bulunmugtur, Seropozitifiik en fazla 51-60 yag
grubunda belirlenmigtr. Toplam seropozitivite hasta grubunda
44 (%76) iken kontrol grubunda. 10 (% 30) olarak saptanmig,
istatistikse! olarak anlamh fark buiunrnu.;;mr (p=0.03) (Tablo
1).

- Hastalann 35 (%63)'inde tek risk ‘faktoni olarak C, pneu-
moniae infeksiyonu belirlenirken, 9 (%16)'unda hipertansiyon
ve anti-C.pneumoniae antikor pozitifligi birlikte belirlenmistir,
Tek bagma risk faktdrii olarak thertanmyun 6 (%10)smda
bulunmustur (Tablo 2).

Irdeleme : :

C. pneumoniae’nin koroner ka]p hastabklan ile olas:
iligdsi bagka bircok infeksiyon ctkenine oranla daha giighi
olarak diigiiniilmiis bir iligkidir. Bunlar arasinda etyolojik bir
iligki olabilécegine iligkin kugkular birgok seroepidemiyolojik
galiymamn- zonuglan ile desteklenmigtir - (8). C.preumoniae
elemanter cismi veya genomik DNA's1 aterektomi: Gmek-
lerinde elektron mikroskopik inceleme, immiinoperoksidaz ve
PCR ytntemleri ile onemli oranda gosterilebilmigtir
(15,18,20-24), C. pneumoniae antikorn - prevalansinm,
aterosklerozu olan hastalarda ve difer kardiyovaskiiler,
‘koronér arter hastaliklan olanlarda  yliksek bulunmasi, C.
pneumoniae ile ateroskleroz arasindaki iliskiyi diigtindiirmek-
tedir. Koroner kalp hastaligh olan kisilerde C.prenmoniae-spe-
sifik immiin komplekslerin yiiksek oranda saptanmasi, persis-
tan Chiamydia infeksiyonunu desteklemektedir (25). -+

Diier yandan bun c¢aligmamiza benzer = sekilde
aterosklerotik kalp hastahfh olduge ispatlanmig olgulann
serum Smeklerinde C.pnenmoniae antijenlerine kargi antikor
cevabi, MIF, kompleman baflama reaksiyonu (KBR) ve
enzim immiinoessey (EIA) gibi serolojik = ydntemler
 kuilamlarak arashrildifinda kontrol: grubuna oranla yiiksek
titrede antikor yamti ve yiiksek prevalans tespit edilmigtir
(21,25-27). Serum &meklerinde MIF ybntemi ile C preumo-
niae icin 21/64 antikor yamit, koroner damar hastalifa ytniin-
den riskin 2-7 kat arttifim gosteren; -dolagjimda saptanan
immiin kompleks ve antikor seviyelerinde tespit edilen 2 kat
tizeri artiglar, 2-6 ay igerisinde ortaya ¢ikabilecek bir kardiyak
problem igin prediktif 6neme sahip bulgular olarak ileri
sifriilmiigtiir (10). Sonug clarak, bu ¢cahgmalarla C. preumoni-
ae'nin yag, sigara igme, hipertansiyon. gibi faktérlerden
bagimsiz olarak ateroskleroza neden olabilecegi ileri
siiriilmitgtitr (25-27).

c. pneumomae ile ateroskleroz arasindaki muhtemel
iligkiye igaret eden bircok serclojik galigma yapilmigtir
(7,18,30,31). Ozellikle MIF yontemi duyarhliinin ve szgiil-

desteklemektedir. Benzer sekilde Saikku ve arka-
daglar1 (7)'nin ¢alismasinda C. prewmoniae IgG antikorlar
yitksek oranda saptanmgtir. Linnanmaki ve arkadaglan
(25Ymn yaphg: bir ¢alismada da MIF y&ntemi ile C. preumo-
nige antikorlart hastalarda kontrol grubuna oranla yitksek
bulunmustur. Weiss ve arkadaglan (22)'min yaptigh ¢aliymada
ise C. pneurnoniae ile ateroskleroz arasinda bir iligki ortaya
konulamamustr, Campbell ve arkadaglar (18)"nin sérisinde ise
restenozu olan hastalann arjiyoplast veya aterekfomi Gmek-
lerinde primer lezyonlan clan gruptzkinden daha yiiksek
oranda C. pneumoniae tespit edilmistir. Ancak anti-C. preumoniae
1gG poritifligi agsndan gruplar armsnda fark géizlenmerigtic
C. pneumoniage, konakta solunum sisteminde persistan
infeksiyonlara neden clmaktadir (15), Persistan C. pneumoni-
ae infeksiyonunun koroner arterlerde ateroskleroz geligimi ile
liskili oldugu ileri siiriilmilstiirn. Chlamydia’lar immiiniteyi
uyararak oto-immiin komplikasyonlara neden olabilirler {25).
€. pneumonige infeksiyonlannda monositlerin infeksiyonu
neticesinde arter liimeni, endotel, intima ve mediasmna gide-
bilen mikroorganizmays konak savunmasimin yetersizlifi

‘immiin komplekslerin damar duvarmda birikmesine, lokal

inflamasyona ve prokoagiilan degigikliklere neden olabilmek-
tedir (33). Bu degisiklikler ise ateroskleroz geligimine; ayrica
immitn komplekslerin endotelyal, fagositik hiicrelere, trom-
bositlere ve eritrositlere bagilanmasi, hifcre proliferatif faktor-

‘leri de kapsayan mediyatérlerin sahmmina yol agabilmektedir

(33). Bu olaylar fibroza, intimal kalinlasmaya, konstriksiyon
sonucu daralmaya, aterosklerotik lezyonlara neden olabilir. Bu
lezyonlardan kopan pargalar da yeni trombiislere, sonugta akut

'myockard infarktiisii ve anstabil angina pectoris gibi patolo-

jilere yol acabilir (34). Yapilan ¢ok say:da ¢ahigma ile C. pnen-

- ‘moniae'nin koroner “bypass” sonras: geligen restenozla, akut

myokard infarktiisli ve anstabil angina ile iligkili olabilecefi
ileri siiriilmektedir. Ancak bu hipotezlerin kanitlanmas: igin
etkene ybnelik tedavi ¢aligma sonuglanmin da degerlendirildigi

. ¢ahismalara gereksinim vardir. Bu hipotezin dogrulugu halinde

bu hastaliklarin tedavisinde Chlamydia’lara etkili antimikro-
biyallerin verilmesi dolayisiyla tedavide degigiklikler de giin-
deme pelecektir (15,16)

Bu cahsma sonucunda C, preumoniae'nin diger fakttrler-
den bafmmsiz olarak ateroskleroz etyolojisinde rol oynaya-
bilecefi diigiiniilmiigtiir. Ancak, bu savin dofrulanmas: igin
daha fazla sayrda olgu ile yapilacak vaka-kontrol galigmalarina
ve aterom plaklarnda etkeni ptistermeye ytnelik daha invazif
calismalara ihtiyag vardir. Zira yapian caligmalarda hiicre
kiiltiiriinde izolasyon y@ntemi ile aterom plaklart ve mono-
sitlerde canli mikrcorganizmamin gdsterilmesi, onun aterom
plaklannda gofalarak arterlerde kronik infeksiyona yol aghif
tezini gliclendirmektedir,
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