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Mycoplasmalarin Genitoiiriner sistem (G.U.S) de
lozalizasyonlar:r 1ile bu sistemdeki c¢esitli enfeksiyonlar
arasindaki muhtemel 1iliski uzun slire giiphe 1ile karsilanmisg
ve ekseriyetle bu mikroorganizmalarin genital sistemin
noranal florasinin bir iiyesi oldugu disantilmiistiir. Ote yandan
6z211ikle M. hominis tubal eskar ve peritubal adezyonlar gibi
pelvis’in akut iltihabi hastaliklarinda ortaysa gikan
postinflamasyon sekeller ile infertilite ve ektopik
gebelikten sorumlu major spesifik ajan olarak
gosterilmektedir. Ayrica bu mikroorganizma nongonokoksik
firetrit ve vajinitlerle primer etyolojik ajan olarak
si1klikla izole edilmigtir.

M.hominis infertil hastalarda yliksek oranlarda izole
edilirken (%35) asemptomatik kadinlardaki prevalansinin da
(%28) yliksek olusu dikkat g¢ekicidir. Ayrica bazi raporlarda
U.urealyticum’un asemptomatik gebe kadinlardaki yiiksek
kolonizasyonu ile neonatal enfeksiyvonlar arasindaki iliskive
de igaret edilmigtir. Genel olarak M.hominis"in daha g¢ok
infertiliteden U.urealyticum’un da spontan abortus ve 81li
dogumdan sorumlu oldugu bircok arastirici tarafindan iddia
edilmigtir.

G.U.Sistemde meydana gelen mycoplasma enfeksiyonlarinda
tani enfekte matervalden etkenin 1izolasyonu ve serolojik
tetkikler yvardimi ile konmaktadair. izolasyonu igin

zenginlestirilmis kompleks besiyerlerine ihtiyac vardir.



Serolojik tanida ise kompleman fiksasyon, indirekt
hemagliitinasyon, floresan antikor, immunoperoksidaz,
hemadsorbsiyon inhibisyon, ilremenin inhibisyonu wve ELISA
testleri kullanilir. Ancak bircok Mycoplasma susuna karsa
serumda kros reaktif immunoglobulinler meydana gelmektedir.
Bu sebeble mycoplasmalarin serolojik identifikasyonlarinda
tir spesifikliginin saglanmasi konvansiyonel serolojik
metodlar ile miimkiin olamamaktadir. Bu dezavantajdan dolay:
da son yillarda spesifik identifikasyon amag¢li bazi vyeni
teshis metodlarinin gelistirilmesine ¢aligsilmaktadar.

Bu metodlarin ortak prensibi mikroorganizmanin sahip
oldugu tir spesifik yapi 6zelliklerini ortaya ¢ikarmaktir.
Bu amag 1ile gelistirilmis olan metodlardan bazilar:
mikroorganizmanin DNA vapisindaki spesifik fragmentleri
hedef alirken bazilari da membran vyapisindaki antijenik
vapilar: hedef almaktadair.

Mikrooganizmsnin DNA sindaki hedef bdlgeyi ortaya
cikarmak amaci ile wuygulanan metodlar arasindaki gen-probe
teknigi oldukga hassas sonuclar vermistir. Ayni ama¢ 1ile
gerceklegtirilen ve polimeraz =zincir reaksiyonu (PCR) ile
kombine bir gsekilde uygulanan southern hibridizasyon metodu
ile de son derece hassas ve spesifik sonuclar elde edilmis
ve birgok mycoplasma susu bu metodlarla tanimlanmistir.

Mycoplasmalarin membran proteinlerinin elektroforetik
analizleri sonucu ortaya ¢ikan protein profilleri tir
spesifikligi gostermektedir. Mikroorganizmanin bu
6zelliBinden faydalanarak Immuno-Western blot metodu
geligtirilmistir. Bu metodda membran proteinleri ©oOnce
elektriki bir ortamda molekiil agirliklarina gbére birbirinden
ayrilirlsr. Daha sonra nitroselliiloz gibi protein baglayica
bir membrana aktarilan proteinler bu ortamda spesifik
antiserum ile reaksiyona sokulurlar. Proteinlerin oOnceden
elektroforeze tabi tutulmasi antijen-antikor arasinda

olusmasi muhtemsl kros reaksiyon riskini ya tamamen ortadan
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kaldirmakta veya Snemli 6lciide azaltmaktadir.

immuno-western blot tekniginin en 6nemli avantajlardan
birisi de, genital sistemde lokalize olan M.hominis ile
solunum yvollarinda enfeksiyon olusturan M.pneumoniae
arasinda mevcut olan ve diZer serolojik metodlarla
gisterilemeyen kros antijenik reaksiyonlari, hiicre membran
proteinlerindeki farkli molekiiler ag8irligas sahip identik
fraksiyonlar vardim: ile ayirt etmesidir.

Biz bu calisma ile hem genito~-firiner sistem
enfeksiyonlarindaki M.hominis sikligini, hem de klinik
orneklerden izole edilen M.hominis suglarinin membran
protein profillerini elektroforetik migrasyon ve
separasyonla gosterip, bu protein fraksiyonlarina kars:
hasta serumlarindaki antikor cevabini tesbit etmeyi
amagladik.

Bu ¢alisma C.U.Arastirma Fonu tarafindan S8BE.S81.E.10
nolu proje oclarak desteklenmistir.



GENEI. BIT.GITL.ER

Mycoplasmalar:

Mycoplasmalar canl: hiicre disinda i{ireyen en kilgik
mikroorganizmalar olup klasik bakteri tanimindan Ffarkla
6zelliklere sahip olduklari ig¢in Mollucutes (yumusak derili
organizmalar) adi altinda ayri bir sinif igine
verlegtirilmislerdir. Bu sinifin major kriteri hiicre
duvarinin bulunmayigsidir. Bugiin 80 1in fizerinde mycoplasma
tipi taninmakta, bunlarin ¢oBu memeli, kus, insekt ve
bitkilerde hastalik olusturabilmektedir.

Tahig-1, Hollucutes sinifinin talscncsisi.

Tip Eﬁtercis
Takis Aile Genus sayisi) NADH éxﬁtiyacg
: {
Byceplasaslates)Mycoplasaataceae § ;
Hycoplasaa | &4 111 #
yreqnlasag i *
Achaleplazmctaceze :
dcheloplosaal 8 -
Spiroplasmataceae ! |
Spiraplassa | ! [Sitoplarmadz | ¢
Sintflandirilasa- {Tersoplasma | |
yanlar Anaeroplasaa) 2 ‘

Mollucutes sinifinda bir tek Mycoplasmatales takim:
bulunmakta olup takimin Mycoplasmataceae ve
Acholeplasmataceae olarak tanimlanan 2 ailesi mevecuttur
{Tablo-13.



Mycoplasmatacesae familyasi dyelerinde sitoplazmada
lokalize olmus NADH oksidaz ortak 6zellikken, metobolizmada
kollesterol kullanimi ve kollesterole bagimlilik, Mycoplasma
tirleri, olduke¢a kiigiik narin ve pleomorfik koloni
morfolojisi ile yliksek {ireaz aktivitesi wve Tiny tiirleri
(T.mycoplasmalar~-Ureoplasmalar) icin spesifik bir dzelliktir
(1,6,9,10).

Familya fiyeleri arasinda bu major Ffarkliliklar disinda
DNA da G+C miktar:i, metobolik ihtiyaclar, antijenik yapi ve
konak spesifitesi gibi diger identik farkliliklar da
goriliir.

Acholeplasmataceae ailesinde {#ireme icin kolesterol’e
ihtiyac duymayan wmycoplasmalar (Acholeplasma) yer alir.
Familya iiyelerinden sadece A.laidlawii insan deri ve oral
florasinds saprofit olsrak izole edilmig olup diger tilrlerin
insan izolasyonlar:i bildirilmemigtir (1).

Mycoplasmalar saprofit, parazitik veya patojenik
olabilirler. Dinyanin her tarafinda g8riilmekte, deZisik
dokulardan hatts timdrlerden bile izole edilmektedirler (1).

Son vyillarda genital sistemde 1lokalize olan bazi
mycoplasma sugslarinin genito-iiriner sistem enfeksivonlarinda
ve fetisi ilgilendiren bazi defektlerde rollerinin

olabilecegi digiintimiistir. Genel oclarak iro-genital
sistemde; M.hominis, M.genitalium, M.fermentans ve
U.urealyticum tirleri kolonize olmaktadir. Ancak

H.genitalium ve M.fermentans ' in prevalanslarinin oldukca
disik olmasi sebebi ile genellikle sadece M.hominis ve
U.urealyticumun esas genital mycoplasma tiirleri olduklara
kabul edilmektedir (20,35,52).

Genital mycoplasmalarin prevalansi toplumun vyasg, irk,
seksiiel aktivite ve sosyoekonomik yapisi: ile iliskilidir.
Ozellikle birden fazla seks egi degigtiren kadin ve



erkeklerden vyiiksek oranda izole edilmeleri, mycoplasma
enfeksivonlarinin toplumun killtir yapisi ile olan iligkisini
gostermektedir (16, 35,54,55).

Mycoplasmalarin genito-iiriner sistem enfeksiyonlarinda
serviksovajinal Srneklerden izolasyonunun yanisira Ozellikle
U.urealyticum'un hamile kadinlarda dogum sonrasi gorilen
lohusalik hummasi vak 'alarinda vajen ve kan kiiltiirlerinden
diger genital mycoplasmalarin da erken membran riptiird,
diasik agirlikly doZum, spontan abortus 1ile yeni doganin
konjuktival hastaliklarinda amniyotik sividan izole edilmesi
bu mikroorganizmalarlas dogum defektleri arasinda bir
iliskinin clabilecegdini akla getirmistir
(10,21,25,31,35,38,38,45,486,50).

Ayrica M.hominis’ in septik arthrit, sepsis, kapak
endokarditi, ventrikiiloperitonal sant enfeksiyonlari, yara
enfeksiyvonlariy, peritonit, ampiyem, neonatal menenjit ve
ensefalit gibi ciddi ekstragenital enfeksiyonlara sebep
oldugu da bildirilmigtir (7,39,41,59,60).

Morfoloji ve Boyanma Ozellikleri:

Mycoplasmalar canli hiicre disinda direyebilen en kiicik
mikroorganizmalar olup, enfekte dokularda genellikle
intraselliiler olarak bulunurlar (24,25,40).

Mycoplasmalar 3 tabakadan olugmus bir hiicre membraninsa
sahiptirler. iInce kesitlerinin elektron mikroskopik analizi
bu mikroorganizmalarin ¢ok basit, belki de otonom {ireme
kabiliyetine sahip olan en basit primitiv organizmalar
olabileceklerini diigtindiirmektedir (32,40).

Bir mycoplasma hiicresi; hiicre membrani, ribozomlar ve
prokaryotik niikleoid olmak iizere 3 organelden olusmaktadzir.
Diger tim prokaryotlarin aksine mycoplasmalarin  hiicre
duvarlari ve intraselliiler membran yapilari voktur
(32,40,43).



Mycoplasmalarin hiicre duvarlarinin olmamasi

karakteristik morfolojik vapi olusumunu engellemekte,
osmotik farkliliklara, serum komplemani, spesifik
antikorlar, alkol ve deterjanlars duyarliligain:

artirmaktadir. Buna karsilik hilcre duvari bulunmayan bakteri
solit yizeylere daha kolay penetre olabilmekte, in wvitro
sartlarda kati besiyerlerinin daha derin kisimlarina diffiize
olarak uygun oksijen tansiyonu olan bdélgelerde fireyebilmekte
ve son olarak ta hicre duvari sentezini inhibe eden
antibiyotiklere karsi direng¢ kazanmaktadir (10,13).

Mycoplasma  hiicrelerinin sadece bir tip membrana, vyani
sadece plasma membranina sahip olmalari, onlari membran
callémalarlnda en kullanisli deney organizmasi kilmistair.
Zira c¢aligmalar esnasinda diger tip membranlar ile
kontaminasyon triski, mycoplasmalarla yapilan ¢alismalarda
yoktur. Ayni 6zellik weritrositler igin de sdz konusudur.
Ancak mycoplasmalarin digZer bir avantaji in vitro sartlarda
tam olarak gelisme ve ilireme kabiliyetine sahip olmalaridir
(43,44,47).

Mycoplasmalar hem RNA hem de ¢ift iplikli DNA ihtiva
ederler (1,51). Hiicre duvarlarinin clmayisi sebebiyle
bakterilere nazaran daha pleomorfiktirler. Yuvarlak sekilde
olanlar 1-2 um . bazen 150 um. unzunlugundadir.
Mycoplasmalarin ¢ofu, ortalama delik c¢api 0.22 um. olan
siizgeclerden didisiik basinglards gecememektedirler. Bu
filtrasyon 6zelligi hilcrelerin elastik tabiatiyla ilgilidir.
Preparatlarin hazirlanmas: esnasinda kullanilan degisik
fizik ve simik maddelerin etkisi ile sekillerinde degisiklik
meydana gelmektedir. Elektron mikroskobik incelemelerde
degisik morfolojik sekillerde goriliirler. Streptokok
zincirlerine benzeyen kokoid, dallanma gésteren flaman,
armut, g6zyasi damlalari, topuz, vyiziik veya vildiz seklinde
olabilirler (1,6,43).

Flajellalari olmamasina raZmen birkac cinsinde hareket



bildirilmistir. Bu harekette mikroorganizmalarda bulunan ve
konagin epitel hiicrelerine yapismasi ig¢in bir organel olarak
gdrev yapan terminal yapilarin etkili oldugu gdsterilmisgtir
(1). Mantarlardaki atrosporlari andiran minimal reprodiiktif
finiteleri (MRU) biiyitk viruslarinkine benzemektedir (43,52).

Hicre duvarina sahip olmadiklarindan ireme sgsekilleri
tipik bakterilerden oldukea farklidair. Her nekadar
mycoplasmalarda bdliinme mekanizmasi tam olarak bilinmemekte
ise de mikroskobik gézlemler, elementer cisimciklerin
daZinik bircok DNA komponentine sahip flamantéz hiicrelerin
(MRG) bdlinmesi 1ilse meydana geldigini diusindirmektedir
(1,52).

Gram boyasi ile iyi boyanmazlar. Gram negatiftirler.
Fakat Giemsa boyasi ile 1iyi boyanirlar. Agar zerindeki
kolonilerinin boyanmasi igin Dienesin boyama metodu en uygun
olanidir (1,40).

Ureme O0zellikleri:

Mycoplasmalar biyosimik metabolik proseslerin bir
cogdundan yoksun olduklarindan ancak bol miktarda temel besin
maddesi ihtiva eden oldukeca kompleks zenginlestirilmis
besiyerlerinde iiretilebilirler. Bu katki maddeleri membrana
ait 1lipid komponentlerin veya onlarin prekiirsérlerinin
sentezine imké8n vermelidir (1,40).

Besiyerlerini =zenginlegtirmek amactr ile genellikle
gserum, serum komponentleri, kalb infizyon, pepton ve mays
pzeti gibi maddeler kullanilir. Birgok mycoplasma tiri ile
Acholeplasms tiirlerinin hepsi, modifiye Edward vasatinda
fireyebilir (40).

Laboratuvar sgartlarina adapte olmusg suslarin bir
cogunun lretilmesi ic¢cin bu vasata %5-10 at serumu da ilave
edilmelidir. Vasata 20 mM. L-arginin’in ilsvesi ile arginin
dehidrolaza sahip olan non-fermentatif wmycoplasmalarin



iiremesi de miimkiin olur.

Greme gartlara:

Birgok mycoplasma tiri, fakiiltatif anaerob olmasina
ragmen, aerobik olarak daha iyi iiremektedir. Bununlsa beraber
bircok sugsun primer izolasyonunda %85 N2 ve %5 CGO271i bir
atmosfere ihtiya¢g wvardair. Gerekli optimal pH 6-8.5
arasindadir ve suga gore degisim gdsterir (32).

M.hominis optimal 37°C'de ve pH 7.8%0.2°'de 1{irer. Agar
izerindeki kolonileri taze killtiirlerde yaygin kopiik geklinde
olup daha eski kiiltiirlerde 200-300 um. gapinda tipik sahanda
yumurta gériniimindedir. Basgsarili bir membran izolasyonu ig¢in
mikroorganizmalarin logaritmik {ireme Ffazinin sonunda hasara
udratilmasi gereklidir (1,6).

U.urealyticum 37°C°de ve pH B8.0x0.5 te irer ve
kolonileri daha kigiktiir (15-30 um.) (8).

Mycoplasmalarain iredigi vasatlar oldukca
zenginlestirilmis oldugundan, yavas ilireyen mycoplasmalar ile
beraber kontaminant olarak bir miktar bakteri ve mantar dsa
gdriilebilir. Vasata penicillin ve yitksek konsantrasyonlarda
talyum asetatin ilave edilmesi ile kontaminasyon riski
tnemli Blelide azaltilir. Bakteriyel kontaminasyonun hizli ve
basit bir kontroli 1 damla kiiltiriin faz-kontras mikroskobu
ile incelenmesiyle saglanabilir (43,44).

Mycoplasma kiiltirlerinin saklanmasi:

- Bazi mycoplasmalarin sivi kiiltiirleri sogukta en az
birkag hafta muhafaza edilebilir. Bununla beraber haftada
enaz 2 defa pasaj yapilmasi daha uygun bir yoldur. Ancak
hiicre sayisini sabit halde tutmak amacivla S1V1
killtirlerin -70°C°'de muhafaza edilmesi tercih edilir (43).

Mycoplasmalar ~70°C’'de aylarcs hatta vyillarca canli
halde saklanabilirler. Sivi besiyerlerine son konsantrasyon



1.5 M. olacak sekilde dimetilsiilfoksid (DM50) veya gliserol
ilavesi, dondurulma esnasinda hiicre 6limlerini minimum
seviyede tutar. Dondurarak kurutma, mycoplasma kiiltiirlerini
canli tutan diBer bir etkili metoddur (40,43).

Direnglilik:

Mycoplasmalar nemli 1siya duyarlidirlar. 55°C’'ye 15
dakika, 60°C'ye 5 dakika dayanirlar. %1 fenol ve %0.5
formalin’'e duyarla olup birkac dakikada glirler.
U.urealyticum harie¢, talyum asetat’a penicillin’e, ultra-
viyole i1sinlarinain etkisine ve sog8uga oldukea
direnglidirler. Dondurulmus kiiltiirleri yillarca canli kalir.

Hicre duvarlara olmadigindan osmotik basing
degisikliklerine duyarlidirlar. Deterjan, alkol ve organik
solventlere duyarli olup kisa siirede harap olurlar (1,8).

Patogenez:

Mycoplasma larin epitel hiicrelerine adsorbsiyon
vetenegi vardir. Bu o6zelliklerinden dolay:i solunum epiteline
ve vajen epitel hiicrelerine adsorbe olarak solunum sistemi

ve genito-liriner sistem enfeksiyonlarina sebep olurlar
(1,13,55).

Mycoplasma 'lar, reseptdr olarak konak hiicre yiizeyinde
bulunan spesifik moleki3lleri kullanirlar. Bu reseptér
verleri genellikle glikokonjugatlardir. Ayni zamanda sperm
hicrelerine de, hiicre yiizeyindeki spesifik siilfoglikolipid
reseptérlere baglanarak adsorbe olurlar. Bu reseptdrlerin en
6nemlisi stilfogalaktogli-serolipid "tir (8GG).
Mycoplasmalarin bu reseptdre baglanmasi, spermin yumurtaya
penetrasyonunu azaltmakta, dolayisiyla fertilitede bir
azalma olmaktadir (13,25,26,47).

U.urealyticum 'un bazi serotiplerinin fosfolipaz A1, A2
ve C aktivitesi gdsterip plasentadsa bulunan fosfolipidleri
degrade ederek prematire doZum, spontan abortus veya
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perinatal enfeksiyonlara sebep oldugnu g0sterilmigtir
(34,35,38),

Hastalarda mukoid veya mukopurulan bir akinti 1ile
pelvis bdlgesinde gdriilen agri en sik rastlanan klinik
bulgulardir. Sekunder enfeksiyon etkenlerinin istiraki ile
klinik bulgularin giddetlendigi gorilir (1,8).

Laboratuvar tanisi:

G.U.S. mycoplasma enfeksiyonlarinda tani, enfekte
materyalden etkenin izolasyonu yvaninda serolojik testler
vardimy ile konur (35).

izolasyon igin zenginlestirilmigs kompleks besiyerlerine
ihtiyae vardir. Bu maksatlas inaktif at serumu ihtiva eden,
BHI agar, triptikaz soy agar, yumurta albuminli besiyeri ve
sikroz fosfat 4 (SP4) besiyerleri kullanilir. Sivi transport
besiyerine alinan Srnekler sofukta zenginlestirmek amaci ile
+4°C’de 18 saat bekletilirler. Daha sonra %10 COz ihtiva
eden atmosferde 37°C de 24-48 saat inkubasyonda
birakilirlar. Siire sonunda kati besiyerine ekim yapilarak
vine ayni atmosfer gsartlarinda 24-48 saat inkiibe edilirler.
Agar 1iizerindeki koloniler kiiciik bilyiitmeli objektiflerle
incelenerek sayilar.

Agar tizerindeki mycoplasma kolonileri taze kiiltiirlerde
kopiik seklindedir. Ancsk 3-4. giinlerde karakteristik sahanda
yumurta gorinimiinid kazanirlar. Bu 6zellikleri kolonilerin
Diennes boyasi ile boyanmalari ile belirlenir (1,40,43,44).

Mycoplasmalarin serolojik tanisinda kompleman
fiksasyon, indirekt hemaglutinasyon, floresan antikor,
immunoperoksidaz, hemadsorbsiyon inhibisyon, firemenin
inhibisyonu, metabolik inhibisyon, ELISA, immunosimik
metodlar (immuno-western blot,dot blot) ayrica, gen-probe,
southern hibridizasyon, PCR ile kombine southern

hibridizasyon metodlarindan faydalanilir (1,2,7,8).
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Tablo-2. inssan mycoplazmalarinin biyolojik dzellikleri.

Gelisme
Tiir stiresi |Glikoz| ArzininlUre | T.aset. |M.Blue B hemoliz

M buccsale 3-5 giin - + - - - +
M. foucium 3-5 giin - + - - - n
M. fermentans | 5-7 giin + + - - - +
M. hominis 1-2 giin + + - - - _
M. lipoptilum | 3-5 giin - + - - - +
M. pneumoniae | 5-7 giin + - - - - +
M.orale 5-7 giin - + - - + -
M.salivarium | 3-5 giin + + - - - +
H.tiny 1-2 gin| - - + + + +
Tedavi:

Laboratuvar tanisi uzun zsman aldigZindan tedavi klinik
teghis ve epidemiyolojik bilgilere goére yapilmaktadir.
Urogenital sistem mycoplasma enfeksivonlarinda segilen
antibiyotik tetracycline’'dir. Tedavi 10 giin siireyle 4x500
mg. seklindedir. Ayrica streptomycin, chloramphenicole ve
kanamycin de etkili ilaglardir (1,3,5).

Epidemiyoloji:

Mycoplasma'larin G.U0.S. 'de go6riilme sikliklari sosyo-
ekonomik vyapi, wvyas, irk, cinsel aktivite, hamilelik gibi
hormonal degisikliklere bagla olarak farklilaklar
gostermektedir. iInsanin M.homonis ve T.mycoplasma’'larla ilk
temasi dogum kanalindan geg¢is esnasinda olmaktadir. Kiz
gocuklarinda genitoiiriner sistem lokalizasyonlari ergenlik
déneminden sonra oldukes sik gdriilmektedir. M.hominis ve
M.tiny'nin normal gsartlarda ergdenligin baslangici 1ile
menstriiel donemin sonuna kadar olan siiredeki kadinlarin %5-
20°sinin genitoiiriner sisteminde lokalize olabildikleri
bildirilmigtir. Cinsel yodnden aktif olup endometrit,
salpinjit wve servikovajinal sikayetleri olan kadinlards
vapilan izolasyon calismalarinda M.hominis serviks ten %55-
80 oraninda izole edilmistir (3,8,35,62).



MATERYAIL, ve METOD

Mycoplasma hominis’in kadinlarda genitoliriner sistem
enfeksiyonlarindaki insidansi ile izole edilen
mikroorganizmalarin antijenik yapilari ve sebep olduklar:
humoral immun cevabin tesbiti amacl 1ile planlanan bu
calismada 18.6.1882-30.7.1992 tarihleri arasinda C.U0.Tip
Fakilltesi Balcali Hastanesi Kadin Hastaliklari poliklinigine
miiracaat eden vaginitis +tanili 55 hastadan alinan vajen
sirintiileri ve 1idrar G&rnekleri ile wvendz kan ©Ornekleri
materyal olarak incelenmistir.

Vajen siirintii d6rnekleri steril pamuklu ekilvyonlar
vardimiyla alinarak M.hominis selektif transport besiyerleri
igerisinde taginmistir. En kaisa siirede laboratuvara
getirilen transport besiyerleri buzdolabina konulmus ve
+4°C’de 18 saat birakilarak orneklerin soZukta
zenginlegtirilmesi saglanmistair.

Hastalardan alinan idrar 6rnekleri laboratuvara
nlastirildiginda 1000 d/d’'ds 10 dakiks santrifiij edildikten
sonra, i#st kismi atilmig, dipteki c¢dkiintiiden steril bir
pipet yardimi ile 0.3°er cec. alarak M.hominis selektif
transport besiyerlerine ekilmigtir. Bu besiyerleri daha
sonra 18 saat +4°C’'de inkube edilmistir. Bu siire sonunda
buzdolabindan ¢ikarilan transport vasatlar %10 C0z ve %80
Nz"1lu atmosferde 37°C'de 18-24 saat 6n inkiibasyona
birakilmigtir. Bu siire icinde vasatlardaki pH degisikligi
dreme ie¢in kriter kabul edilmig, i{ireme olan transport
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ortamdan steril pipet vyardimiyla alinan ©Ornekler spesifik
M.hominis vasatina ekilmigtir. Yine ayni atmosferik
gsartlarda 48-72 saatlik inkubasyondan sonra tani,
kolonilerin X100 biiyiitme ile direkt veya Dienes metodu ile
boyanarak, mikroskobik muasyene ile konmustur. Mycoplasma
olarak tanimlanan koloniler hemoliz dzellikleri ile
identifiye edilmigtir.

immunocblot: M. hominis olarak identifiye edilen
kolonilerden selektif sivi besiyerlerine pasajlari yapilan
bu kiiltiirler -20°C’°de dondurularak muhafaza edilmigtir. Daha
sonra bu killtiirlerden 100-200 cc. 'lik HM.hominis selektif
transport sivi besiyerlerine ekim yapilarak %10 CO=, %90
Nz"lu ortamda 37°C’'de 24 saat inkubasyona birakilmistir.
Ureme olduktan sonra hiicreler santrifiigasyon 1ile toplanarak
3 defa 0.25 M. NaCl solusyonu ile yikanmis, daha sonra bu
hiicreler osmotik 1lizis'e ugratilarak parcalanmis ve elde
edilen membranlsarin solubilizasyonu ile membran proteinleri
ekstre edilmistir. Bu ekstreler SDS-PAGE 'ne tabi tutularak
proteinlerin elektroforetik analizi saglanmigtir.

Elde edilen protein soliisyonu’nun bir kismi 8.3 er cc.
olarak ve birer hafta ara 1ile 3 kez beyaz tavsganlara
intraperitonal yolla verilerek tavganlar immunize
edilmistir. Son injeksiyonu takip eden 3. haftanin sonunda
tavsanlardan elde edilen serumlar, immunizasyonda kullanilan
izolman suglarin antijenik gigleri ile serolojik
immunokimyasal profillerini tespitte bir 8l¢ii olmak ifizere
immunoblot ta primer antikor olarak kullanilmigtir. Bu
amagla Jjelden nitroselliloz membranina izolman suslarin
"protein transferleri ysaspilmig, sonra izolasyon vyapilan
hastalardan elde edilen serumlar primer ve kros olarak
reaksiyonlars sokulmus ve ayni islem immunize tavsan
serumlari ile de gergeklestirilmigtir. Hasta serumlar:i ile
yvapilan iglemlerde sekunder antikor olarak peroksidaz
konjuge anti-human IgM (The binding site 62898A)
kullanilirken, tavsan serumu ile yapilan muamelede sekunder
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antikor olarask peroksidaz konjuge anti-rabbit IgM (The
binding site 63047B) kullanilmistir. Ortama, enzim substrat:
olarak 3-amino-9-etilkarbazol (Aldrich 10.863870) ilave
edilerek spesifik bantlarin boyanmasi saglanmistir. Ayrica
caligsmalarda standard marker proteinlerin kullanilmasiyla
jelde elde edilen bantlardaki proteinlerin ve spesifik
olarak boyanan proteinlerin molekill agirliklara
hesaplanmigtir.

TRANSPORT AMACIYLA KULLANILAN BESiYERi

M.hominis selektif transport besiyeri:

Beyin-kalb infiizyon buyyonu .............. .. ..... 144 cc.
Inaktif at serumu . ..... . ... ... . 40 ml.
Maya Ehkstresi (%25) (Difco) ... .. ... ... 10 ml.
Penicillin (500x102 U/ml.) .. ... ... ... . ... .. ..... 1 ml.
Fenol kirmizisi: (X0.2) ... ... i, S ml.
Talyum asetat (1/80) .. ... . . 1 ml.
Arginin monohidrokloriir (%28) ................... 5 cc.

Beyin-kalb infuzyon buyyonu pH 7.8%0.2 ye ayarlandiktan
sonra 121°C'de 15 dakika (otoklavda) sterilize edildi.
40°C’de.filtrasyon ile sterilize edilen diger solusyonlar ve
penicillin ilave edilerek 3'er cc.lik miktarlarda kiigiik
tiplere dagitilds.

{Z0LASYON AMACIYLA KULLANILAN BESiVER]

Spesifik M.hominis vasatai:

Beyin-kalb infiizyon buyyonu ..................... 144 cc.
Nobel agar (Difco) ...... ..., 1.5 gr.
Inaktif at serumu ........ . . ... ... e 40 ml.
Maya Ekstresi (%25) (Difco) ...... ... ... 10 ml.
Penicillin (500x103 U/ml.) ... ... ... 1 ml.
Fenol kirmizisi (%0.1) ... it 1 ml.
Talyum asetat (1/80) ... i s ii. 2 ml.
Arginin monohidrokloriir (%20) . ... ... . .. . . ...... 10 cc.
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Beyin-kalb infuzyon ve Nobel agar karigima pH
7.8%0.2 ye ayarlanip 121°C°de 15 dakika (otoklavda)
sterilize edildi. Filtrasyonla sterilize edilen diger
maddeler ve penicillin 40°C’e kadar sogutulmug olan agar
karigsimina ilave edilerek 6 cm. ¢apindaki petri kutularina
dokiilda.

{DENT iF tKASYON iCiN KULLANILAN TEST

Dienes boyama metodu:
Stok Dienes boyasinin hazirlanigi:

Metilen mavisi ...... ... ... .. . . i 2.5 gr.
Azur I ... e e e 1.25 gr.
Maltoz ... . e e e 10 gr.
NazCl0a ... et e 0.25 gr.
Benzoik asit .. ... ... ... ... e 0.20 gr.
Delyonize Su .. ...ttt e 1000 ml.

Stok olarak hazirlanan bu boya gerektiginde 1/10
oraninda sulandirilarak filtre wedildikten sonra pipet
vardimiyla agar plagina damlatilarsk koloniler incelendi. Bu
boyayla mycoplasma kolonileri merkezi kismi koyu, periferik
kism: ag¢ik olmak itizere iki belirgin zon halinde go6riildi.

Kanli agar besiyeri:

Adi jJeloza %7 defibrine at kani ilavesi ile hazirlandi.
Adi jeloz otoklavda 121°C°de 15 dakika steril edildikten
sonra 45°C’ye kadar sogutuldu ve kan ilave edildi. Dahs
sonra 8 cm. c¢apli petri kutularina 15 cc. kadar ddkiilerek
kullanilana kadar +4°C’de bekletildi.

identifikasyonu yapilan Mycoplasma hominis suslari bu
besiyerinde hemoliz zonu olugsturmamaktadir.
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Materyaller:
Logaritmik, mycoplasma sivi hesiyeri kiiltiirid 1080-200 cc.
B-tamponu: 0.015 M. NaCl, 0.01 M. B-merkaptoetanol
0.05 M. Tuis pH 7.4 (Deiyonize suda 1/20 diliie edilir.
0.25 M. NaCl
0.01 M. fosfat tamponu (pH 7.4) icinde hazirianmis 0.05 M.
NaCl.
Deiyonize su
Yiksek hizli santrifij
37°C’'de su banyosu

Prosediir:

1- Organizmalar 12.000 d/d.de 15 dakika santrifij
edilerek toplandi.

2- Daha sonra organizmalar 30 cc. 0.25 M. NaCl 1ile 3
defa yikanarak, 2 cec. 0.25 M. NaCl ¢dzeltisinde yeniden
siispanse edildi.

3- Bu karigsimdaki protein miktari Lowry metoduna gdére
tayin edildi.

4- Hiicreleri 1lizi etmek i¢in, 10-20 mg/ml. hiicre
proteini ihtiva eden bu karisim 100 kisim deiyonize suyun
bulundugu bir tiipe aktarilarak 37°C’'de 15 dakika inkiibe
edildi.

5- Daha sonra membranlar 34.000 d/d.de 30 dakika
santrifilj edilerek topland:i.

8- Toplanan membranlar 0.01 M. fosfat tamponu (pH 7.4).
icinde hazirlanmig 0.05 M. NaCl ile yikandr ve 5 ml. B-
tamponu ig¢inde yeniden siispanse edildi. Bu karisimdaki
membran proteinleri de yine Lowry metoduyla belirlendi.
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7- B-tamponundaki membran proteinleri kullanilana
kadar -20°C 'de saklanda.

PROTEIN MiETAR TAYiNiNDE KULLANILAN METOD

Folin-Fenol metodu (Lowry e goére):
1) 0.1 N. NaOH i¢cinde hazirlanmis %2 1lik N=az2C0a (A
solusyonu)

2 %21°1ik CaS04a. BH=20 — esit hacimde karistirilar.
(B solusyonu)
#2711k Na;K Tartarat

3) 48 kisim A solusyonu —
(C solusyonu

2 kisim B solusyonu —

4) ¥olin ve Ciocalteu fenol ayiraci (BDH)
1 kisim + 1 kisim distile su (D solusyonu)

Standart Egri hazirlanmas:

12.5 mg. Bovin serum Albumin (BST) +5 ml. Hz0=standart
cbzelti.

0.1 ml. St.C8z. + 4.8 ml. H20 =15 mg/ml.
0.2 ml. St.Céz. + 4.8 ml. H20 =30 mg/ml.
0.3 ml. St.Coz. + 4.7 ml. Ha0 =45 mg/ml.
0.4 ml. St.C6z. + 4.6 ml. H=20 =60 mg/ml.
0.5 ml. St.C6z. + 4.5 ml. H20 =75 mg/ml.

Hazirlanan bu ¢6zeltiler 280 nm.de spektrofotometrede
distile suya karsi (kdér olarak) okundu ve sonug¢ absorbans
cinsinden diigey eksene yapildi. Yatay eksene 1ise yukaridaki
standart konsantrasyonlar yazilarak standart egri ¢ikarildi.

Prosediir:
—Kér = _Ornek
Solusyon C 3 ml. 3 ml.
Saf su 0.3 ml. 0.3 ml.
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Karigsim 15 dakika bekletildi ve her 2 tiipe de 0.3 er
ml. D solusyonundan ilave edilip 30 dakika inkiibe edildi.
Daha sonra 640 nm. dalgs boyunda spektrofotometrede
absorbans degerleri okunarak protein miktari tayini dahsa
6nce hazirlanmils olan standart egriden okundu.

MEMBRAN PROTEINLERININ ELEKTROFQREZI

Mycoplasma membran proteinlerinin elektroforetik
analizinde Laemmlinin (1870) tarif ettigi SDS (Sodyum
- Dodesil sulfat) ihtiva eden %10 luk PAGE (Poliakrilamid jel
elektroforezi) formiilasyonunu ve metodunu kullandik.

Bu ¢aligsmada Hikrobiyoloji Anabilim Dalimizda boliim
imkanlari dahilinde kendimizin imal ettigi 11x14 cm.
boyutlarinda ¢alisma aralg:i olan vertikal Jjel aparatini
kullandaik.

Ekipman:
-Vertikal jel aparati (el yapimi)
-Gii¢g kaynagi (Gelman Hawksley England)
-Perspeks jel taraklari (el yapimi)
-11x14 cm. cam plaklar (el yapimi)
-Kompresér (Sartorius)
-1.5 mm. Jjel kalinligi sag@layan perspeks cubuklari (el
yapiml).

STOK SOLUSYONLAR

1- Monomer solusyonu (%30 T. %2.7 Cois)

-Akrilamid (SiZma A-8089) .............. 58.4 gr.
-Bis-akrilamid (Sigma M-7256) .......... 1.8 gr.

-Distile = 1 200 ml. ‘ye
tamamlandi.

Bu soliisyon kullanilana hkadar karanlikta +4°C de
saklanabilir.
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2- Dagitici (Separating) Jel tamponu (0.5 M. Tris, pH

8.8)
- Tris (Sigma T-1503) ........... ... ..... 36.3 gr.
- pH HCL ile 8.8 e ayarlanir.
- Distile SO ...t i e e 200 ml.’e
tamamlanir.
3- Yogunlastirici (Stacking) Jel tamponu(0.5 M. Tris,
pH 6.8)
~ Tris (Sigma T-1503) ........ ... .. .. ... 3.0 gr.
- pH HCL ile 6.8 e ayarlanair.
- Distile =2 T 50 ml. e
tamamlanir.
4- %10 SDS (Sodyum Dodesil siilfat)
-~ 8DS (Lauril siilfat Sigma L-4508) ..... 10 gr.
- Distile BT oo dococodi¥ oo oo gl o o o o PR 100 ml. e
tamamlanir.
5- Inisyator (%10 Amonyum persiilfat)
- Amonyum persiilfat (Sigma A-8761) ..... 0.5 gr.
- Distile S ittt 50 ml. e
tamamlanir.
B~ Numune tamponu
(0.125 M. tris, pH 6.8, %4 SDS, %20 gliserol, %10 2-
merkaptoetanol)
— Pris ... e e 2.5 ml. solusyon (3)
— 8DS L e 4.0 ml. solusyon (4)
- Gliserol . ... ... 2.0 ml.
~ 2-merkaptoetanol (Merck) ........ 1.0 ml.
- Brom fenol mavisi (%0.5) ........ 0.5 ml.
- Distile su ........ . ..., 10 ml. "ye tamamlanir.
7- Elektrod tamponu
(0,05 M. Tris, 0.38 M. Glisin, %1 SDS)
- Tris . i e e 12 gr.



- Glisin .. ... . e e 57.8 gr.
— 8DS L e e e 2.0 gr.

8- Stok boya
(%1 Coomassie Blue R-250)
- Coomassie Blue (Sigma B-0149) .... 1 gr.
- Distile su ........ ... ... ... 180 ml. e tamamlanir.

8- Boya solusyonu
(%40.1 Coomassie Blue, %50 metanol, %10 asetik asit)

- Coomassie Blue (Stok) ........... 31.25 ml.
~ Metanol (Merck) ...... ... ... .... 125 ml.
- Asetik asit ......... ... ......... 25 ml.
- Distile su ...... ... . i, 250 ml. e tamamlanir.

10- Dekolorasyon solusyonu I
(%50 metanol, %10 asetik asit)

- Metanol (Merck) ................. 125 ml.
- Asetik asit ... .. ... ... 25 ml.
- Distile su ....... . ... ... 250 ml. e tamamlanir.

11- Dekolorasyon solusyonu II
(%5 metanol, %7 asetik asit)

- Metanol (Merck) ......... . ... ... S ml.

- Asetik asit ....... .. .. . .. ... 7 ml.

- Distile su ..... . ... e 100 ml. e tamamlanir.
Prosedir:

1- Once elektroforeze tabi tutulacak numuneler (membran
proteinleri ve standart molekiil agirlikli proteinler) numune
tamponu 1ile egit miktarlarda karistirilarak 85-100°C°de 5
dakika isitilarak denatiire edildi. Ayrica jel formu
olusturacak cam plaklar birbirleriyle birlegtirilip
kenarlari silikon bantlarla kapatilip klipslerle tesbit
edilerek vertikal pozisyonda islev gdrecek bir elektroforez
kasetl meydana getirildi (Resim-1).



2- Daha sonra 250 ml. lik bir Buchner erleni igerisinde

%10 " 1luk jel olusturmak igin asagidaki formulasyon
hazirland:.

- Tris/HC1 (pH 8.8) ............. 8 ml.

- Distile su ......... ... . ... ... 18.1 ml.

- Stok akrilamid ................ 13.1 ml.

- %10 8DS ... e 0.4 ml.

- Amonyum persiilfat (410) ....... 0.2 ml.

Bu solusyon kompresor (sartorius) ile saglanan negatif
basine (vakum) altinda yaklasik 30 saniye karastirildi.

3- Vakum ile hava kabarciklari uzsklastirildiktan sonra
solusyona 20 pl. TEMED (Sigma) ilave edilerek iyice
karistirildi. Dsha sonra bu solusyon dikkatli bir sekilde
iginde hava kabarcigZ:i kalmayacak sekilde cam kaset’ e
bosaltilarak iizeri bir pastér pipeti kullanilarak distile su
ile kapatildi ve 30 dakika polimerizasyona bairakilda.

4- Bu sirada yoBunlastirici (stacking) Jjel solusyonu
agagdidaki formulasyonsa gdre hazirlandi.

- Tris/HCl (pH 8.8) ............. 1 ml.
- Distile s ..... .. ... . .. 7.5 ml.
- Stok akrilamid ................ 1.35 ml.
~ %10 8DS ... 0.1 ml.
- Amonyum persiilfat (%210) ....... 0.05 ml.

Hazirlanan bu solusyon daha o6nceki gibi wvakum altinds
karigtirild:.

I. jelin (separating jel) polimerizasyonundan sonra bu
jelin iizerindeki distile su ddékiilerek II.jel solusyonunun 1-
2 ml. si ile jelin yiizeyi 2 defa yikandi.

5- Daha sonra II.jel solusyonuna 15 pl. TEMED ilave
edilerek jel kasetine bosaltildi. Bu jel soliisyonu iizerine
igerisinde hava kabarcigi kalmaysacak sekilde Jjel taraga
dikkatle vyerlestirilerek 1{izeri distile su 1ile kapatilip
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vaklagsik 30 dakika polimerizasyona birakild:.

8-~ Polimerizasyondan sonra Jel taragz dikkatle
¢ikarilarak acilan kuyular elektrod tamponuyla yikandi.

7- Jel kasedi, elektroforez tankin’a yerlestirilip alt
ve fist tanklar elektrod tamponu ile dolduruldu.

8- Daha sonra numune maddelerin aplikasyonu yapildi. Bu
amag¢la birinci kuyuya 20 pl. standard molekill agirlikl:
protein karisim:i (sigma SDS-8), diger kuyulara membran
protein numunelerinden 70°er pl. aplike edildi.

8~ Giig kaynagi 30 mA akim siddetine ayarlanarak
elektroforez iglemi baglatildi (Resim-2).

10- Elektroforez islemi, numune tamponunda bulunan brom
fenol mavisinin Jjelin alt ucuna 1 ecm. kalinecaya kadar goe
etmesine dek siirdlirildi (yaklasik 4 saat).

11- Bu siire sonunda elektroforez iglemi durduruvldu ve
cam kaset tanktan ¢ikarilarak acild:.

12- Kasetten c¢ikarilan jel dekolorant solusyonu I ile 2
saat tesbit edildi.

13- Daha sonra boyama solusyonuna aktarilarak burada
bir gece rotatarda ¢alkalanarak beyand:.

14- Boyanan Jjel dekolorasyon solusyonu I e aktarilarak
uygun bir =zemin rengi elde edilene kadar fazla boyalardan
arindirild:a.

15- Bantlar, belirgin hale geldiginde, jel dekolorant
solusyon IT’nin bulundugu bir kiivete aktarilarak bu
solusyonda 1 saat tutuldu.

16- Jel kurutucumuz olmadiZindan molekill agirliga
hesaplamalarindan sonra Jel yine bu II. dekolorant
solusyonunda muhafaza edildi.



Resim-1. Jel kasedi.

Resim-2. Elekroforez igsleminin yapilisi.



IMHUNOBLOTLAMA (immunoblotting)

Elektroforetik transblot unitesi (Sartoblot LI

sartorius)

Gi¢ kaynaga (Gelman-Hawksley)
Petri kutulari, tipler
Nitroselliiloz filtresi

Cozeltiler:

1. Transfer tamponu
(20 mM Tris, 150 mM glisin, %20 metanol, pH 8 51

Trigumss. . . S 120 g
B s 1T e . e ar1250 e
etianol WSS S 100 ml.

500 ml’'e kadar distile suyla tamamlandi.

2. Protein boyasi

Metanol iginde %0.01 Amido black ..... 5 kisim
Asc el a AR, | JUNSEET e 1 kisim
DHEET 1 ST R R 1 kisim

3. Dekolorant

MeEanoll it S pie oo e T 90 kisim
ASerileliag b,  naly adan bl o e e 2 kisim
DASEELeR ST, ke 000 Feasl | oom it Sliceid 100 kisim

L T R L T e~ e, Ll 8 gr.
bt it W e R 0.2 gr.
=NaoHPOge lravr s iomimvmmet o o - 1.15 gr.
FRH ot SN S D s St o R 8.2 gr.
SIReentBHET Rl o bty i e e 8.5 ml .

(distile su ile 1 1t. ‘ye tamamlandi).

5. PBS igerisinde hazirlanmis %2 Tween 80



6- Primer antikor solusyonu

immunize edilmis tavsandan aldigimiz serumu, iginde %2
polyetilen glikol 6000 (merck) ve %0.05 Nonidet NP-40
(sigma) bulunan PBS ile 1/400 oraninda sulandirdik. Hasta
serumu da ayni sekilde hazirland:.

7- Sekunder antikor solusyonu

Keci, anti-tavsan IgM peroksidaz konjuge (The binding
Site 63047B) serumu, iginde %2 polietilen glikol 8000 ve
%0.05 Nonidet NP-40 bulunan PBS 1ile 1/1000 oraninda
sulandirdik. Hasta serumuna Kkarsi sekunder antikor olarak
kullanilan anti-Human IgM peroksidaz konjuge (The binding
site G 629939 A) antiserumda ayni sekilde hazirlandz.

8- Enzim substrat:

Antikorun boyanmasi igin 3-amino-8-etilkarbazol
(aldrich 10.63870) kullandik.

Stok solusyon: Aseton igerisinde %1°1ik 3-amino-8-etil

karbazol
RS TN solisvaniey. . ARSI . . . GRS . . 0.8 ml.
- 0.05 M. sodyum asetat tamponu, pH 5.0 .. 20.0 ml.
= %30 Hidrojen perokSIt ...l . cohv v 10. O "W
Bu substrat kirmizi-kahverengi arasi bir renk depositi
vermektedir.
Prosediir

Proteinlerin nitroselliiloz membrana transferinden o&nce,
daha evvel de ag¢iklandigi gibi SDS-PAGE yvapildi. Bu
elektroforezde Jjel’de 10 adet kuyu acilip ilk bes kuyuya 1.
siraya standart molekiil agirlikl: proteinlerden 20 pl., 2.,
3., 4. ve 5. siraya 70°’er pnpl. membran proteini aplike
edildi. Jelin 2. yarisina da 6. siraya yine standart molekiil
agirlikl: proteinlerden 20 pul. 7., 8., 8. ve 10. siralara da
membran proteinlerinden aplike edilip vyaklagsik 4 saat
elektroforeze tabi tutuldu.



Elektroforezden sonra cam kaset acilarak Jdel ecaikarilda.
Kenarlari keskin bir bistiari ile kesildikten sonra
elektroblotlama islemine gecildi.

Elektroblotlama

1- Jel ile ayni ©&lgillerde 3 adet Whatman 3 numara
filtre kagidi kesilerek icinde 20 ml. kadar transfer tamponu
bulunan bir petri kutusunda bu tampon ile iyice 1slatilda.

2- Daha sonra bu 3 adet filtre kaZidi elektrotransblot
Unitesinin katod kismina yerlestirildi.

3- Jel de transblot tamponu ile yikandiktan sonra
filtre kagitlarinin iizerine arada hava kabarcigi kalmayacak
sekilde dikkatlice yerlestirildi.

4- Jel ile ayni olcgiilerde olacak sekilde bir parga
nitroselliiloz membrani bistiiri ile kesildikten sonra petri
kutusunda bulunan transblot tamponu ile iyice 1slatild:.

5- Daha sonra jel iizerine arasinda hava kabarcig:
kalmayacak sekilde dikkatlice yerlestirildi.

6- Nitrosellilloz membraniyla ayni dlgiilerde 3 adet
Whatman 3 numara filtre kagidi kesildi ve bu filtrelerde
daha onceki gibi transblot tamponuyla 1slatilarak
nitroselliiloz membrani iizerine dikkatli bir sekilde
verlestirildi.

7- Transblot iinitesinin anod kutbunu tasiyan kapak
dikkatlice filtre-jel-membran-filtre sandvig¢ sistemi iizerine
verlestirildi ve gii¢ kaynaZindan saglanan 10 mA°1lik akim
siddetinde 1 saat muamele edildi (Resim-3).

Bir saatlik transfer isleminden sonra nitroselliiloz
membrani ¢ikarildi ve 2 farkli analitik metod ile incelendi.
Bu amacla nitroselliiloz membran tam ortadan ikiye kesildi ve
membranin bir kismi protein boyasi ile direkt olarak boyandi
diger kismi ise immunosimik olarak analiz edildi.

e) uembtﬁn]ﬂ protein bQHaS] jile bovanmas:

1- Kesilen membranin ilk yarisi, icinde amidoblack



protein boyasi bulunan bir petri kutusuna aktarildl ve
burada membranin rengi boya solusyonunun rengine doéniisiinceye
kadar (yaklasik 10 dakika) bekletildi.

2- Daha sonra bu membran, icinde dekolorant solusyon
ihtiva eden diger bir petri kutusuna aktarilip rotatorda
calkalanarak uygun bir zemin rengi (beyaz-gri) elde edilene
kadar, dekolorant solusyonu 2 kez degistirilerek muamele
edildi

Resim-3. Elektroforetik transblot isleminin yapilisa.

3- Protein bantlara istenilen belirginlikte aciga
ciktiktan sonra membran dekolorant solusyondan ¢i1karilarak 2
filtre kagidi arasinda kurutuldu.

B) M : L siiii

1- Kesilen nitroselliiloz membranin ikinei yarisa,
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icinde %2 Tween solusyonu bulunan (yaklasik 20 ml.) bir
petri kutusuna konuldu ve bu solusyonda 30 dakika
calkalanarak inkibe edildi.

2- Daha sonra Tween solusyonu doékiilerek 20 ml. primer
antikor solusyonu petri kutusuna ilave edildi. Nitroselliloz
membrani bu solusyonda bir gece 37°C de inkiibe edildi.

3- Primer antikor solusyonu dokiilerek nitroselliloz
membrani PBS-Tween solusyonuyla 5’er dakikalik peryotlarla 4
kez yikandi.

4- Daha sonra membran 20 ml. sekunder antikor solusyonu
jle 30 dakika rotatorda calkalanarak inkube edildi.

5- Sekunder antikor soliisyonu dokildid ve membran, daha
dnceki gibi PB3-Tween solilsyonuyla 4x5 dakika yikandi.

8~ Nitroselliilloz membrani, enzim substrati icin
kullanilan tampon ile 5 dakika yikandi.

7- Bu tampon dokiildd ve taze hazirlanmis substrat
solusyonu membran iizerine jlave edildi.

8- Renkli bantlar belirinceye kadar petri kutusu
rotatorda ¢alkalandzi. Belirgin bantlar meydana geldiginde
substrat solusyonu dékialerek reaksiyon distile su ile
durduruldu.

g- Daha sonra membran 2 filtre kagid1 arasina konularak
kurutuldu.

Bundan sonraki asamalarda direkt boyanmis nitroselliiloz
membrani Ve immunosimik olarak boyanmis nitrosellilloz
membrani iizerinde belirmis olan major protein bantlara
degerlendirilerek molekiil agirlig1 hesaplamalari yapildi.

JELDE DAGILIM GOSTEREN PROTEiNLERIN MOLERUL
AGIRLIKLARININ HESAPLANMASI

Bu ama¢ igin ticari olarak temin edilebilen standart
molekiil agirlikl: proteinler kullanilair.

Bu proteinleri tek tek veya set halinde temin etmek

miimkiindiir. Bizim calismamizda SD5-6 Dalton mark VI (Sigma)
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ve SDS-7B (Sigma) standart protein karisimlarini knllandik.

Jelde dagilim gostermis proteinlerin molekiil
agrliklarinin hesaplanmasinda standart proteinler ile
bilinmeyen proteinler tamamen ayni sartlarda ayni Jel
konsantrasyonunda elektroforeze tabi tutuldu. Elektroforez
siireci sonunda bilinen proteinlerin Jjelde olusturmus
olduklari bantlarin anottan olan uzakliklari ve elektroforez
uzunlugu oleiilerek bilinen her bir proteinin Rf (relatif
mobilite) deZerleri hesaplandi. Rf deZeri proteinlerin
anottan olan uzakliklari ile elektroforez unzunlugunun orani
olarak hesaplanmaktadir.

Protein migrasyon Uzunlugu

Elektroforez Uzunlugu

Bu sekilde bulunan her bir proteinin Rf degeri bir
semi-logaritmik grafik kagidinin absis eksenine isaretlendi.
Grafik kagidinin ordinat eksenine ise her bir bilinen
proteinin molekiil agirliklar: isaretlendi. Daha sonra
molekiil agirliklari ve Rf degerlerinin c¢akistigi noktalar
birlestirilerek bir kalibrasyon egrisi elde edildi.

Bu standart eZri yardimiyla bilinmeyen proteinlerin
molekiil agirliklari da Rf degerlerinin dlciilmesiyle grafikte
yerine konularak hesaplandi.

Standart molekill agirlikla protein karigimlara
liyofilize halde bulunmakta olup 0.5 cc. 8 M. iire ve 0.5 cc.
numune tamponu ilave edilerek eritildiler. Elektroforezden
dnce 5 dakika 100°C su banyosunda kaynatildi ve 20 pul.
aplike edildi.

Rullanilmadan ©&nce her defasinda kaynatma islemi
yapildi ve kullanilmadig: zamanlarda -20°C’'de dondurularak
saklandi.



BULGULAR

Kadinlarin genitoiiriner sistem enfeksiyonlari ile
M.hominis kolonizasyonu arasindaki iliski 1ile izole edilen
suslarin protein antijenleri ve kolonize konakta meydana
gelen muhtemel immun cevabin antijenik profilini tespit
etmek amaci ile planlanan ¢alismada servikovajinal siiriinti
ornekleri degerlendirilen &5 kadindan 5 (%8.08) "inde

Mycoplasma tiirleri izole edilmigtir. izolman suslarin
hemolitik ve fermentatif ©6zelliklerine gore yvapilan
identifikasyonda suglardan 4 (%80) inin M.hominis

1(%20) " inin de M.fermentans oldugu gdrulmistir (Tablo-3).

Tablo-3.
fzolman tOri
M.hominis| M.fermentans
Vak'a sayisi| Sayi|% Sayi| % Toplam
55 4 T2 1 gy 5

M.hominis olarak identifiye -edilen suglarin sivi
¢ogaltma vasatlarina pasajlari yapilarak bol miktarda
iiretilmesi saglanmis, buradan elde edilen suslarin protein
antijenlerinin profilleri ve molekiil agirliklarinin tespiti
igcin uygulanan SDS-PAGE teknigi ile mikroorganizmanain
molekiil agirlig:r 10.000 ile 150.000 dalton arasinda degisen
belirgin 25 band olusturdugu gorilmigtir. Bu protein
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bantlarindan 4 tanesinin biitiin suslarda ortak ve en belirgin
bantlar oldugu tespit edilmistir. Bu bantlar marker protein
bantlari ile karsilastirilmis ve molekiil agirliklarinin
sirasi ile yaklasik 35.000-38.000, 42.000 ve 45.000 dalton
agirliginda oldugu goriilmisgtir (Resim-4).

97.000
66.000 P
45.000 - e @
34.700
18.400
14.000 - -

Resim-4. 1 ve 5. kolonlarda marker proteinler, 2,3,4 ve 6.
kolonlarda ise M.hominis membran proteinleri goriilmektedir
(%10 1luk SDS-Poliakrilamid jelinde, Comassie B. blue ile
vapilan boyama islemi sonunda).

SDS-PAGE ig¢in hazirlanan ve protein miktari bilinen
antijen drneklerinden 2 gser deney hayvanina ip yolla birer
hafta ara ile iki  doz enjeksiyon yapilmig ve son
enjeksiyondan 3 hafta sonra vendz kan O6rnekleri toplanarak
kontrol olarak kullanilmistar.

SDS-PAGE metodu ile antijenlerin migrasyonel
differansiyonu saglanmis ve olusan protein bantlar elektriki
ortamda nitroselliiléz membranlara blotlanmigtir. Bu
blot larla gerek Mycoplasma izole edilen 4 hastanin
serumlarinda kendi izolman susglarina, gerekse diger
izolmanlara karsi antikor <cevabi ile kolonizasyon tespit
edilemeyen 4 vak aya ait serum O6rneklerinde tiim izolmanlara
karsi muhtemel antikor cevabi aragtirilmisgtir. Westernblot
olarak ta bilinen bu teknikle kolonize olan hastalarin
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4 "inin serum orneklerinde 110.000, 97.000 ve 42.000
daltonluk bantlara karsi cevap alinmis, mikroorganizma izole
edilen bir vak’'a ile kontrol olarak kullanilan ve bakteri
jzolasyonu yapilamayan 10 vak’anin serum drnekleri ile
higbir bandin boyanmadiZ:i goriilmigtir (Resim-5).

97.000
66.000
45.000
34.700
24.000
18.000

14 .000

Resim-5. Hasta serumlari ile vyapilan immunblot deneyi (3-
amino-8-etil karbazol ile immunosimik olarak boyanmistir).

Bir baska nitroselliiléz membranda immiinize tavsan
serumlari ile yapilan Westenblotlamada suslara baZimli bir
fark goriilmeksizin her tavsan serumunda Mol.aZirliklara
yaklasgik 110.000, 87.000, 42.000 ve 38.000 daltonluk
bantlara kars: oldukea giiclii bir antikor cevabi oldugu, bu
major bantlar diginda Mol.agirliklari 38.000 daltondan daha
diisiik bazi1 bantlara karsi da oldukca zayif cevap alindiZ:
goriilmiistir (Resim-6).
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97.000
66.000
45.000
34.700
24.000
18.000

14.000

Resin-6. immiinize tavsan serumu ile yapilan immunblot deneyi
(3-amino-8-etil karbazol ile immunosimik olarak
boyanmistir).



TARTISHMA

Mycoplasma tirlerinin genitoiiriner sistemdeki
kolonizasyonlary: 1ile genitoiiriner sistem enfeksiyonlara
arasindaki iliski uzun vy1llar siphe 1ile karsilanmistir.
Mikroorganizmanain izolasyonundaki giiglikler sebebl ile
toplumda G.#.S5S. deki 1lokalizasyon siklig:i kesin olarsk
tespit edilememis, bu sebeble hasta grublarinda yapilan
izolasyonlarda herzaman siiphe yaratmistzir.

Her nekadar M.hominis, M.fermentans, M.genitalium ve
U.urealyticum genel olarak genital mycoplasmalar olarak
tanimlanmissa da M.fermentans ve M.genitalium G.U.S5. de
oldukega nadir olarak izole edilmektedir. Bu sebeple
M.hominis ve U.urealyticum de esas genital mycoplasma
tiirleri olarak kabul edilmektedir. Ozellikle sosyoekonomik
durumu diisiik toplumlarda sik sik seks esi degisimine paralel
olarak genital M.hominis kolonizasyon insidansinin arttig:i,
bunun vanisirs genitoliriner sistem enfeksivonlara ve
komplikasyonu olarak goriilen infertilite 1ile gebelik
anomaliierinin vaninda septik artrit, sepsis, endokardit,
vara enfeksiyonlari, neonatal menenjit ampiyem ve ensefalit
gibi genital sistem dig: enfeksiyvonlara da yol sasetig:
bildirilmigtir. Genital enfeksiyonlarda mikroorganizmanin
vajen epitel hilicre ylizeylerinde bulunan glukokonjugat
vapidaki reseptdrlere baglanarak adsorbe oldugu, hicre
duyarliligi, mikroorganizma sayisi ve lokal immuncevap
farkliliklarina bagli olarsk ta patogenezin gelistigi iddia
edilmigtir. Boylece M.hominis in G.U.S5.deki biitiin
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kolonizasyonlarinin enfeksiyon olusturamayacagi, bunun garta
bagly: oldugu vurgulanmigtair.

Genital mycoplasma enfeksiyonlarinin tanisinda
mikroorganizmalarin vajen, serviks, posterior serviks ve
uretral akinti ©o6rneklerinden 1izolasyonu en glivenilir vyol
olmaklas beraber gerek kiltir metodlarinin uygulama ve

izolmanlarin degBerlendirilmesinde, gerekse izolasyon sayis:
ile enfeksiyon arasindaki spesifik korelasyonun
kurulmasindaki giigliikler sebebi ile daha pratik serolojik
tan1 metodlarinin uygulanmasina &agirlik verilmigtir. Bu

maksatla IF, CF, IP, 1IHA ve EIA teknikleri kullanilmaig,
fakat bu tekniklerin de hasta serumundaki yilksek diizeyde
bulunan nonspesifik antikorlarla kros reaksiyonlar:
ayirdedememesi sebebi ile degerinin diisiik oldugu
g6riilmiistilyr. Nitekim yapilan g¢egitli protein antijen analiz
calismalarinda 8zellikle M.hominis ile M.pneumoniae arasinda
oldukca benzer antijenik determinantlarin oldugu, bu sebeble
de M.hominis ve M.pneumoniae enfeksiyonlarinin serolojik
metodlarla saZliklz olarak dederlendirilmesinin gig¢ oldugn
ortaya c¢ikarilmigtair.

Son villards mikroorganizmalarain spesifik vapi
komponentlerini elekriki bir ortamda elektrik yiikil  ve
molekiil afZirliklarina gO6re migrasyonal separasyona maruz
birakilip separe olan bantlarin ya molekiil agirliklari veya
uygun proplar yardimi ile isaretlenip tanimlanmalarinsa
yonelik galismalar hiz kazanmigtir. Bu ¢galismalarda
mikroorganizmanin son derece spesifik olan DNA (Southern
blot)y, BRNA (Northern blot) ve protein (Western Dblot)
komponentlerinin analizleri miimkiin olmugtur. Protein
komponentlerin SDS-PAGE ‘de separe edilip, nitroselliiloz
asetat gibi uygun bir protein baglayici solit matrikse
kopyalanarak, hasta serumlarinda separe olan ¢egitli protein
bantlara karsi spesifik antikorlarin varliginin
gésterilmesi, mikroorganizmalar arasinda bulunmasi muhtemel

olan ve serolonjik testlerin degerlerini diigtiren kros
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reaksiyvonlar elimine edilmistir.

Sasaki ve arkadaglari yapmis olduklari bir caligsmada
mycoplasmalar ile bircok gram-pozitif ve gram-negatif
bakterinin plazma membranlarinda molekiil aBirlig: 42 kD ile
48 kD arasinda degisen antijenik polypeptidlerin birbirine
benzer gekilde ortak olarak bulundugunu gdzlemiglerdir (48).
Bu arastiricilarin yapmis oldugu immunblot c¢aligmasinda
M.fermentans ' an 43 kD. luk membran proteinine has olan
antikorun teste tabi tutulan diger 14 tiir mycoplasma susunun
da ayni molekiil aZirligindaki membran proteinine spesifiklik
g6sterdigi tespit edilmistir. Ayni c¢calismada M.hominis in 45
kD 1luk major wmembran proteinine kargzi spesifik olan
antikorun, ¢aligilmis olan bazi mycoplasma tirlerinin 42 kD-
48 kD"luk membran proteinleriyle de kros reaksiyonlara
sebebiyet verdidi gézlenmigtir (48).

Andersen ve arkadaglari immunblot metodu ile yaptiklar:
bir ¢alismada M.fermentans ve M.pneumoniae nin membran
proteinlerinden olan 82 kD’ luk polipeptide karsi olusgan
spesifik antikorun Legionella miecdadei ve Pseudomonas
aeruginosa’'nin yaygin antijeni ile serolojik olarak kros
reaksiyon gésterdifini gdzlemislerdir (4).

Mycoplasma tiirleri arasinda genus ve tiir igi veya diBer
mikroorganizmalarls yvukaridsa bahsedildigi gibi kros
reaksiyonlarin go6riilmesi, klasik serclojik tani metodlar:
igin bir problem olusturmaktadir. Diger baska bir problem de
ayni tiiriin suslari arasinda kismi de olsa bazi protein
komponent farkliliklarinin mevcudiyetidir. iImmunblot metodu,
bu protein yapi farkliliklarini ortaya g¢ikararak, muhtemel
yvanlis sonug¢lari da elimine etmek gibi bir avantaja
sahiptir. Bu 6zelligi ile mikroorganizmalarain
siniflandirilmasinda da kullanilmaktadir. Thirkell ve
arkadaglari Mycoplasma ovipneumoniae suslari arasindaki
protein komponentler ve antijenik wvaryasyonlarla ilgili 22
sug Uzerinde yaptiklari ¢alismada, her susun yaklasik 50 ye
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yakin polipeptide sahip oldugunu, bu polipeptidlerden sadece
25-35 kD ve 50-80 kD luk molekiil agirligindaki proteinlerin
biitin susglarda ortak, digerlerinin ise farkli molekiil
agirlig: godsterdigini SDS-PAGE ve immunoblot ile tespit
etmiglerdir. Polyklonal antiserum kullanarak vyaptiklar:
immunblot testinde homolog suslarin 30 ila 35 arasinda

antijenik polipeptide sahip olduklarini, bunlarin
129,119,110,105,89,84,76,72,85,56,46,44,40, 35, 33,32 ve 28
kD. "luk olanlarinin kuvvetli reaksiyon verdiklerini

gostermislerdir. 22 kD"luk antijenik polipeptidin suslar
arasinda farkliliklar gésteren bir minor polipeptid oldufunu
belirtmislerdir (58).

Myecoplasms hominis ' in gerek antijenik vapi
komponentlerinin analizi gerekse bu komponentlerin
immunodiagnostik degeri ile 1ilgili yvapi1lan c¢alismalar
oldukea sinirlaidir. Mikroorganizmanin enfeksiyon spektrumu
ile izolasyon ve identifikasyon prosediirlerinin iyi
bilinmemesi, son analiz teknikleri ig¢in mikroorganizmanin
iyi bir model olusunu engellemistir.

Sasaki wve arkadaglari SDS-PAGE teknigi ile separe
ettikleri M.hominis membran proteinlerinin yaklasik farkla
molekiil agirliZinda 30 band olusturduBunu goéstermisler bu
bandlardan 45 kD. luk bandin difer birg¢ok mycoplasma tiiriiniin
vanisira dram-nedatif ve gdram-pozitif bakterilerdes de
bulundugunu tespit etmiglerdir (48).

Liepmann ve arkadaglari M.hominis’in 102-118 kD. luk
antijenik proteinlerini SDS-PAGE ve Immunblot metodlari ile
analiz etmigler ve mikroorganizmanln izole edildigi
hastalarain serumlari ile yapmig olduklara immunblot
analizlerinde bu molekiil sfZirliZindaki antijenik proteinlere
karsi spesifik antikorlarin delistigini gozlemislerdir. Bu
arastiricilar 182-116 kD. "luk polipeptidleri, jelden
elektroelusyon ile ayirmislar ve ELISA prosediiriinde antijen
olarak kullanarak hassas ve spesifik sonuclar elde

;
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etmigslerdir (38).

Biz bélgemizdeki M.hominis’e bagla G.U.8.
enfeksiyonlarinin siklig: ve 1izole edilen suglar yaninda
bunlarin protein antijenleri ile hastada olugsturduklara
muhtemel immun cevabi1 tespit amaci ile planladigimiz
calismada 55 vajinitli hastanin 4 (%7.27) @nde M.hominis ve
1 (%1.81)inden M.fermentansi izole ettik.

Azaroglu bdlgemizde yaptiga c¢alismada hasta kadinlarin
%38.4 tinde M.hominis’i izole ederken (5), Aks6z hastalarin
%8.37 ' sinde (3), Yasdi 1ise %8.8°sinda bu mikroorganizmay:
izole etmigtir (82).

Bizim yapmig oldugumuz arastirma M.hominis in
insidansini arastirmak amaci ile planlanmig olmamakla
beraber elde ettigimiz sonug¢c Aksdz ve Yasdi'nin elde ettigi
sonuglar ile uyum gostermektedir.

M.hominis in membran proteinlerinin SDS-PAGE ve
immunoblot metodlari ile yapmis oldugumuz analizlerinde ise
bu mikroorganizmaya ait 25 belirgin polipeptid banti elde
ettik. Bu amacla yapilan difer calismalarda da 15-50 farkla
polipeptid banti elde edilmistir (40).

M.hominis 'in membran proteinlerinin SDS-PAGE analizinde
izole ettig@imiz 4 M.hominis susunun tamaminda 35-45 kD. luk
bantlarin en belirgin boyanan major proteinler oldugunu
tespit ettik. Bu sonug¢lar Sasaki’'nin elde ettigi sonuc¢lar
ile uyum géstermektedir.

Mikroorganizmalarin 1izole edildigi hasta serumlar:ina
kullanarak vapmis olduZumuz immunblot analizinde 110,87 ve
42 kD" .uk polipeptidlere karsa antikor cevabinin
mevcudiyetini tesbit ettik. Tavsanlarin immunizasyonu sonucu
elde ettigimiz kontrol (+) serumlarla bu bantlarin 4.{nden
net olsrsk boyandig:i gibi ayrica 383 kD. dan daha kii¢ciik bazi
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bantlarin da boyandigini g&érdiik. Buna karsilik izolasyon
vapilmayan 10 hasta serumu ile 1izolasyon yapilan 1 hasta
serumunda bu bantlara karsi immuncevap tespit edemedik.
Hasta serumlar:i ile reaksiyona giren 110-87 ve 42 kD 1luk
bantlarimiz Liepmann’'in ayni amacla yapmis oldugu immunblot
analizi ile elde ettigi sonuclarla uyum gdstermektedir.

Bizim bir baska gézlemimiz de immunizasyon veya tabii
aktif enfeksiyonlu hastada humoral immuncevabin olugmasini
sagladig8:i, nonenfektiflerde kolonizasyona ragmen, enfeksiyon
goriilmevenlerde primer enfeksiyonla iliskili olmayan
kolonizasyonlarda hastada humoral immuncevap
olusturmadigidir. Bu da daha 6nce uzun yillar tartisilan
kolonizasyonla enfeksiyon arasindaki iliskiyi gdstermede
degerli bir kriter olabilir.

40



SONUC

Mycoplasma larin kadin G.U.S. enfeksiyonlarindaki
s1kl1g81 1ile protein antijenlerinin yapisi ve hastadaki
humoral immuncevabin profilini tespit amasci ile yapilan
¢calismada;

1- Teste tabi tutulan kadin hastalarin %7.27 inden
M.hominis izole edilmigtir.

2- Hastalarin #1.81 inde M.fermentansin genital
kolonizasyonu tespit edilmigtir.

3- M.hominis in membran proteinlerinin SDS-PAGE analizi
sonucunda, molekill afgZirligi 10 kD ile 150 kD. arasinda
degZisen, Coomassie blue ile belirgin boyanan 25 polipeptid
bandi elde edilmistir.

4- Molekill agirliklari: 35,38,42 wve 45 kD olan 4
polipeptidin, izole edilen M.hominis'lerin 4 'iinde de ortak
olarsk bulunduklari ve kuvvetli boyanma reaksiyonu
giéstermeleri sebebivle de bu polipeptidlerin, bu
mikroorganizmalarin major membran proteinleri oldugu
gorilmigtiir.

5- Yapilan immunoblot analizinde, mikroorganizmalarin
izole edildigi hastalarin serumlarindas MH.hominis membran
proteinlerinden olan 110, 87 ve 42 kD.luk polipeptidlere
karsi antikorlarin gdelistigi tespit edilmistir.
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8- Pozitif kontrol elde etme amaci 1ile mikroorganizma
proteinlerine karsa immunize edilen tavsan Seruny
kullanilmig, immunoblot analizinde 110,87,42 ve 38 kD’'den
kilgiitk digZer bazi polipeptidlere kargi da oldukca zayaf
reaksiyonlarin delismis oldugu gdzlenmistir.

7- Negatif kontrol olarak mikroorganizmanin izole
edilmedigi hasta serumlar: kullanilimisg, immunoblot
analizlerinde mikrocorganizma membran proteinlerine karsa
herhangi bir immuncevabin olmadigi tespit edilmigtir.

M.hominis in G.U.S5.deki kolonizasyonlari ile mevecut
enfeksiyon arasindaki 1iliskinin desteklenmesinde, sgiipheli
hasts serumlarinda mikroorganizmanin major protein
komponentlerine karsa geligen spesifik immuncevabin
westernblot analizi 1ile gosterilmesi faydalai olacaktair.
Pilot ¢alisma mahiyetinde vyapilan bu c¢alisma daha genig
grublarda tekrarlanmasa ile spesifitesi guvenilir,
sensitivitesi yiitksek ve klinikle korele immunblot tekniZinin
vaygin bir tani metodu olarsk kullanilmasi miimkiin olacaktir.



OZET

Mycoplasma hominis’in kadinlarda genitoiiriner sistenm
enfeksiyonlarindaki insidans ile izole edilen
mikroorganizmalasrin antijenik vapi ve sebep olduklara
humoral immuncevabin tesbiti amaci ile planlanan bu
galigmays 18.2.1982-30.7.1882 tarihleri arasinda C.U.Tip
Fakiiltesi Balcal:i hastanesi Kadain Hastaliklari poliklinigine
miiracaat eden wvajinit tanili 55 hastadan alinan vajen
stirintiileri ve idrar o6rnekleri ile vendz kan ©drnekleri
izolasyon, elektroforetik ve immiinosimik metodlarla
incelenmigtir.

Bu e¢sligmada kadinlarin 4 (%7.27) tinden M.hominis, 1
(%1.81)inden M.fermentans izole edilmigtir. izole edilen 4
M.hominis 'in membran protein komponentleri ve antijenik
6zellik gésteren polipeptidleri SDS-PAGE ve iImmunblot
metodlara ile analiz edilmig, analiz sonundsa
mikroorganizmaya ait 25 belirgin “polipeptid bant tespit
edilmigtir. Hasta serumu ve immun serum kullanilarak yapilan
immunoblot deneyinde antijenik olduklari belirlenen 110, 87

ve 47 kD. "luk 3 antijenik polipeptid’ in varlig:
belirlenmigtir. Kontrol amsaci ile mikroorganizmanin
proteinleri ile immunize edilmis tavsan serumunun

kullanildi12i immunoblot deneyi sonucunds ise yukarida
bildirilen molekiil agirligindaki bantlar yaninda 38 kD. luk
bir antijenik bant ile molekiil agirlig: 38 kD. 'dan dahsa
kiigik olan ve kismi reaksiyonlar gésteren deZisik molekiil
agirliklarinds polipeptid bantlari da tespit edilmisgtir.
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