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1. GIRIS

Insan viicudunda yasayan mikroorganizmalarin tiimiine “mikrobiyota” veya
“mikroflora”, genomlarina ise kolektif olarak “mikrobiyom” adi verilmektedir.
Insan viicudunda mikroorganizmalarin en yogun barindig1 organ kolondur. Kolon
gibi diger viicut bolgeleri de kendine 06zgli mikrobiyotaya sahiptir. Bu
mikroorganizma topluluklart bulunduklar1 konakta Onemli metabolik ve
fizyolojik olaylar1 diizenlemekte, hayatin erken evrelerinde bagisiklik sisteminin
olgunlagmasinda gorev almakta, boOylece yasam boyunca homeostazin
saglanmasina katkida bulunmaktadir (Doerflinger ve ark 2014, Shreiner ve ark
2015).

Insan deri, agiz, gastrointestinal kanal ve vajen bolgelerinin metabolik olarak
birbirine bagl ¢ok yiiksek cesitlilikte mikrobiyal topluluklar1 barindirdig: artik
bilinmektedir. Bu bakteri topluluklarinin olduk¢a biiylik bir kismi, standart
kiiltiirlerde tireyemedikleri i¢in daha 6nce tamimlanmamistir (Frank ve Pace
2001, Robinson ve ark 2010). Mikrobiyota yapisit duragan olmayip, konakgi-
mikrobiyota iligkisi,  fonksiyon ve disbiyozis de denilen kompozisyon
yapisindaki farkliliklar nedeniyle degisebilmektedir. Bu bakteri topluluklarinin
insan sagligmin lizerinde Onemli rol oynadigi, bu nedenle mikrobiyota
yapisindaki degisikliklerin obezite, inflamatuvar barsak hastaliklari, bakteriyel
vaginozis gibi pek ¢ok hastalikla iliskili oldugu kanitlanmistir (Turnbaugh ve ark
2006, Turnbaugh ve ark 2009, Nibali ve ark 2014).

Erkek genital kanal mikrobiyotasi/mikroflorasi ile ilgili ¢aligmalar, kadin genital
kanali da dahil olmak iizere diger viicut bolgelerinin her zaman gerisinde
kalmistir. Aralik 2014 tarihi itibar1 ile PubMed’de indekslenmis 24 milyonun
izerindeki bilimsel ¢aligma arasinda “penis microbiome”, “urethra microbiome”
veya “male genital tract microbiome” terimleri arandiginda, ¢ogu birbiri ile
ortisen 10-20 literatiire rastlanmaktadir. “Semen microbiome” ile ilgili 11
arastirma bulunmaktadir. Basliklarinda semen mikrobiyotast veya seminal
mikrobiyota gegen dort literatiirden birinin 2013, diger {i¢iiniin ise 2014 tarihli

oldugu goriilmektedir. “Coronal sulcus microbiome” ile ilgili 2012 ve 2013

tarthli dort arastirma belirlenmistir. Erkek {irogenital kanalinda yer alan
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kommensal bakterilerin {irogenital kanalin homoeostazisini etkiledigi géz oniine
alindiginda ve diger viicut bolgeleri ile ilgili mikrobiyota ¢aligmalarinin ¢oklugu
karsisinda erkek tirogenital kanaliyla ilgili bu kadar az literatiir ile karsilasilmas1
oldukca sasirticidir. Burada belirtmek gerekir ki mikrobiyom c¢aligmalarinin, yeni
nesil sekanslama ve biyoinformatik teknikleri ile siirdiiriilen olduk¢a masrafli
caligmalar olmasi, bu alandaki ¢alismalarin heniiz yayginlasmamasinin en 6nemli
nedenidir. Daha ucuz ve kolay ulasilabilir bir yontem olan bakteri hedefli PCR

caligmalar1 mikrobiyota/mikroflora ¢aligmalarina katki saglamaktadir.

Insan viicudunun dis ortamla baglantili biitiin bolgeleri gibi erkek ve kadin
tirogenital kanallari, yabanct mikroorganizmalarin girisine fizyolojik bir bariyer
gorevi goren ancak pek ¢ok kommensal bakteri tiirlinii barindiran mukoza
tabakalar1 ile kaphdir. Laktobasillerin azalarak anaerob bakterilerin asir1
cogalmasi ile karakterize bakteriyel vaginozis, iireme ¢agindaki kadinlarda
goriilen en sik genital infeksiyondur. Bakteriyel vaginozis pek ¢ok
komplikasyonlarinin olmasi1 yaninda cinsel yolla bulasan hastaliklarin bulas
riskini de artirmast bakimindan dikkatleri {izerine ¢ekmektedir.  Heniiz
etiyopatogenezi tam olarak aydinlatilamamasina ragmen, cinsel yolla bulasan
hastaliklara benzer epidemiyolojik ipuglar1 tasimasi nedeniyle cinsel iliskinin
bakteriyel vaginozis patogenezinde etkili oldugu diisiiniilmektedir. Tek esli
ciftlerle yapilan bir arastirmada eslerin bakteriyel vaginozis etiyopatogenezinde
anahtar mikroorganizma olan Gardneralla vaginalis suslarinin ayn1 oligotiplerini
tasidiklar1 belirlenmistir (Eren ve ark 2011). Erkeklerin idrarinda, semen ve
prostat salgisinda bakteriyel vaginozise 6zgii mikroskopik bir bulgu olan ipucu
hiicrelerinin varligr gosterilmistir (Schwebke ve ark 2009, Swidsinski ve ark
2010, Swidsinski ve ark 2010).

Bakteriyel vaginoziste, mikrobiyota dengesinin laktobasillerden anaerob
bakteriler lehine kaymasina neden olan baslatici faktor cinsel iliski midir? Ortak
embriyolojik kaynaklar1 nedeniyle erkek ve kadin {iirogenital kanallarinin
barindirdiklar1 bakteri topluluklarinin da benzer olmasi sasirtict olmayacaktir.
Calismamizda, erkek iiretrasinda bakteriyel vaginozis ile iliskili bakterilerin PCR
yontemi ile arastirilmasi ve bakteriyel vaginozis etiyolojisinin aydinlatilmasina

dolayl1 olarak katki saglanmas1 amacglanmustir.
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1.1. Genel Bilgiler

Anatomik olarak penil {retra iiriner sistem kanalinin bir pargasi olmasina
ragmen, genital kanala 6zellesmis gorevleri olan bir organdir. Periliretral Littre
ve bulbotiretral Cowper bezlerinden cinsel aktivite sirasinda yiiksek viskoziteye
sahip bir salgi olan preejekiilatiivar sivinin iiretimi ve ejekiilasyon sirasinda
semenin taginmasi bu gorevler arasinda sayilabilir. Ayrica penil iiretra, cinsel
iligki sirasinda cinsel yolla bulasan patojenlerle ilk kez karsilagilan bolgedir. Bu
nedenle de, konake1 bagisiklik sisteminin bu mikroorganizmalara karsi korunma

ve savunmasinda stratejik dneme sahiptir (Pudney ve Anderson 1995).

1.1.1. Erkek Uretrasinin Anatomisi ve Embriyolojisi

Erkek firetras1 mesane kollumundan baslayip glans penis iizerindeki {iretral
meatusta sonlanan, idrar ve ejakiilatin bosalmasimni saglayan bir kanaldir.
Eriskinlerde yaklasik olarak 15-20 cm uzunlugundadir. Median sagital kesitten
bakildiginda penis sarkik durumdayken S harfi seklinde olup iki egrilik gosterir.
Kurvatura infrapubika denilen ilk egrilik mesane ile simfizis pubisin alt kenarina
kadar olan mesafededir. Kurvatura infrapubika denilen ikinci egrilik ise
ligamentum suspansoryumun penise yapistigi hizada asagiya dogru biikiiliir

(Tanagho 2009).

Uretra klinik olarak 6n ve arka iiretra diye ikiye ayrilir. Pelvis i¢inde seyreden
arka iretra ile penis iginde seyreden On iiretra arasinda tiregenital diyafram yer
almaktadir. Erkek iiretrast organ komsuluklarina gore {ic kisma ayrilmaktadir

(Tanagho 2009):

1. Prostatik liretra
2. Membrandz uretra

3. Penil liretra

Uretra idrarin bosaltilmasinda pasif bir rol oynar. Kontinansin saglanmasinda iki

sfinkterik mekanizmanin etkili oldugu kabul edilmektedir. ilk ve asil etkili
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sifinkter istemli c¢alisan ¢izgili kaslardan yapilmis eksternal sfinkterdir ve
calismasina pelvis taban kaslari katki saglar. Ikinci sfinkter istemsiz ¢alisir ve
prostatik iiretra kismini saran eksternal longitiidinal liflerin olusturdugu spiral ve
sirkiiler ¢izgisiz kas lifleridir. Mesane i¢i basincin iiretral basinci asmasi ile

miksiyon gergeklesir (Tanagho 2009).

Posterior erkek {iretrast {irogenital siniisten kaynaklanir. Gelismekte olan
embriyoda iirogenital siniis uzayarak ikiye ayrilir. Ventral kismindan gelisen pars
pelvina pargasi prostatik liretray1 olusturur. Pars fallika pargasi tiretral plak olarak
kalir. Penil iiretranin biiyilk kismi fallusun uzamas: ile gelisir. Uretral oluk

bazalden baglayarak 14. hafta sonuna kadar tamamen kapanir (Tanagho 2009).

Uretranin i¢ yiizii prostatik iiretra kisminda ¢ok katl degisici epitelle (iiretelyum)
ortiliidiir. Membranz tretra, On iiretra ve fossa navikiilarise kadar olan kisim

cok katl prizmatik epitelle, fossa navikiilaris ise ¢ok katli yassi epitelle ortiiliidiir

(Tanagho 2009).

1.1.2. Erkek Urogenital Kanal Bagisikhik Sistemi

Erkek ve kadin iirogenital kanallar1 hormonlarin, bagisiklik hiicrelerinin ve
mikroorganizmalarin karsilikli etkilesimde bulundugu karmasik bir ekosistemdir
(McDermott ve ark 1980).

Erkek iirogenital kanalinda penisin dis yiizeyi, keratinize ¢ok katli yass1 epitel
hiicreleri ile kaplanmustir. Uretral orifis, nonkeratinize ¢ok katli yassi epitel
hiicrelerinden olusur. Kadinlarda vajenin ¢ok katli yassi epitel tabakasindan
endoserviksin glandiiler kolumnar epitel tabakasimna gecis hatti olan servikal
transformasyon hatti, baslica infeksiyon ve bagisik yanitin gergeklestigi bolgedir.
Erkeklerde benzer bolge, penis derisinin ve fossa navikiilarisin ¢ok katli yassi
epitel tabakasindan glandiiler kolumnar epitel tabakasina ge¢is yeri olan penil

tiretradir (Brotman ve ark 2014).

Erkeklerde penil iiretra cinsel yolla bulasan hastaliklarin (CYBH) edinilmesinden

sorumlu primer bolgedir. Penil iiretra mukozasinin bagisikligina dair calismalar
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sayica az olmasina ragmen, iiretranin infeksiydz mikroorganizmalara kars1 gliglii
bir dogal ve edinilmis bagisikliginin oldugu kanitlanmistir (Mestecky ve ark
2005, Pudney ve Anderson 2011). Yine de, erkek iirogenital kanalindaki
infeksiyonlarin patogenezi ve bagisikligi ile ilgili bilinenler, kadinlarla
karsilastirildiginda ¢ok daha azdir. Bunun nedeni kadin genital dokusuna ve
sekresyonlarina goreceli olarak daha kolay ulasilabilinmesidir (Pudney ve
Anderson 2011). Uretral bolgeden siiriintii veya lavaj yoluyla iiretral salgilarin
toplanmas1 agrili bir islemdir. Penil iiretradaki bagisiklik hiicreleri ile ilgili
calismalarin ¢ogu otopsilerden elde edilen dokular iizerinde yiiriitiilmektedir
(Mestecky ve Fultz 1999). Ancak son zamanlarda immiinolojik ¢alismalar i¢in
preejekiilatuvar sivi ve ilk akim idrar gibi alternatif yontemler de kullanilmaya

baslanmistir (Pudney ve Anderson 2011).

Uretranin epitel hiicreleri, birincil savunma olarak membranla iliskili bir takim
miisinler salgilar. Miisinler, 1slak yiizeyli epitel hiicrelerini patojen invazyonuna
kars1 koruyan ve lubrikasyon saglayan biiyiik hidrofilik glikoproteinlerdir (Russo
ve ark 2006). Erkek iireme kanali kan-testis bariyerinin olmasi bakimindan
oldukga ayricalikli bir bagisiklik yapisina sahiptir. Sertoli hiicreleri arasindaki
sik1 baglantilar, kompleman ve immiinglobulinlerin seminifer tiibiillere ge¢isini

engeller (Russell ve Mestecky 2010).

Erkek tirogenital kanal mukozasi indiikleyici mukoepitelyal yapilardan
yoksundur. Diger mukozal alanlardan farkli olarak genital salgilarda baskin
immiinoglobulin tiirli IgG’dir. Genital salgilardaki IgG nin biiyiik bir kism1 lokal
kan dolasimi kaynaklidir (Mestecky ve Fultz 1999, Moldoveanu ve ark 2005).
Chlamydia trachomatis basta olmak iizere cinsel yolla bulagsan infeksiyonlar
giiclii lokal IgA yanitina neden olabilmektedir (Terho ve Meurman 1981, Russell
ve Mestecky 2002). Ancak serumda, vajinal sivida ve semende HIV’e kars1 IgA
yanit eksiktir (Mestecky ve ark 2009).

Uretray1 ddseyen epitel hiicreleri, kalip tanima reseptorleri (pattern recognition
receptors, PRR) aracilif1 ile dogal bagisikliga katkida bulunur. Bu reseptorler,
patojenler ve hiicresel stres ile ilgili molekiilleri tanir ve antijen sunmada rol

oynar. CD4 pozitif ve CDS8 pozitif T lenfositler iiretranin her boliimiinde bol
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miktarda bulunur. T lenfositlerin cogunlugu CD45RO (memory marker), birgogu
ise alfa E beta 7 integrin (mucosal-associated antigen) tasir (Pudney ve Anderson
2011). Makrofajlar ve dendritik hiicreler, epididim ve prostatta olduk¢a nadir
bulunmalarina ragmen prepisyum ve penil lretrada bol miktarda mevcuttur

(Pudney ve Anderson 2011).

Ozet olarak erkek iirogenital kanalinda, edinilmis bagisiklik géreceli olarak
baskilanmistir. Buna karsin lokal infeksiyonlara karst dogal bagisiklik
giiclenmistir (Brotman ve ark 2014). Ancak erkek iiretrasi, humoral ve hiicresel
bagisikliktaki biitiin aracilara sahip olduk¢a dinamik ve iyi isleyen bir sisteme

sahiptir (Pudney ve Anderson 1995).

1.1.3. Siinnet ve Cinsel Yolla Bulasan Hastahklara Etkisi

Cinsel yolla bulasan hastaliklar geng erkeklerde, gelismekte olan iilkelerde
istenmeyen hastaliklarin ilk on sirasinda, gen¢ kadinlarda ise biitiin diinyada
ikinci sirada yer almaktadir (Nardis ve ark 2013). Cinsel yolla bulasan
hastaliklardan birine sahip bireylerin %60’1nda ikinci bir CYBH etkeninin oldugu
tahmin edilmektedir. HIV bulas riskinin CYBH varliginda arttifi cok iyi
bilinmektedir. Ayrica pek c¢ok CYBH’nin asemptomatik olarak seyrettigi

diistiniilirse konunun 6nemi daha da iyi anlasilacaktir (Nardis ve ark 2013).

Randomize gbzlemsel ¢aligmalar siinnetin erkeklerde HIV infeksiyon riskini %60
oraninda azalttigin1 gostermektedir (Auvert ve ark 2005, Bailey ve ark 2007,
Gray ve ark 2007). Bu nedenle Diinya Saglik Orgiitii (World Health Orgaization,
WHO), Human immunedeficiency viriisten (HIV) korunmak i¢in erkek siinnetini
onermektedir (DSO 2011).

Son yillarda yapilan bir calismada, HIV negatif 12 erkegin penis govdesi ve glans
penis arasindaki koronal sulkus (KS) mikrobiyotasi, 16S rRNA pirosekanslama
yontemi ile slinnetten O6nce ve sonra arastirilmistir (Price ve ark 2010). Bu
calismada, tamimlanan 42 bakteri ailesi iginden Pseudomonadaceae ve
Oxalobactericeae, siinnet durumuna bagli olmaksizin en yiiksek siklikta

gorilmistlir. Sitinnetin  KS’nin genel mikrobiyota yapisini degistirdigi  ve
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anaerobik bakteri ailelerinin azalmasina neden oldugu belirlenmistir (Price ve ark
2010). Ozellikle bakteriyel vaginozis (BV) ile iliskili Clostridiales ailesi X1 ve
Prevotellaceae’nin siinnet 6ncesi daha yaygin oldugu gosterilmistir (Price ve ark
2010).

Bagisiklik sisteminin aktivasyonu, mukozal bolgelere HIV’in girerek ¢ogalmast,
yayilmas1 ve hiicresel bagisikligin ¢okmesi, HIV patogenezindeki kritik olaydir.
Subprepisyal alanin anoksik mikrogevresi, HIV’i CD4 pozitif hiicrelere sunan
Langerhans  hiicrelerini  uyaran  anaerobik  bakterilerin ~ yasamasini
desteklemektedir. Boylelikle siinnet sonrast KS’de anaerobik Gram negatif
bakterilerin yasama alanlarinin ortadan kaldirilmasi sonucu HIV, Human
simplex virus 2 (HSV-2) ve Human papilloma virus (HPV) insidans ve
prevelansiin azaldigi gosterilmis, bakteriyel CYBH bulas riskinde de azalma
oldugu 6ne stirtilmistiir (Price ve ark 2010, Nelson ve ark 2012, Liu ve ark 2013,
Tobian ve ark 2014).

Koronal sulkusun BV’ye benzeyen anaerobik mikroflorasi gibi, kadinlarda da
BV, benzer sekilde HIV, HSV-2, HPV ve bakteriyel CYBH riskini artirmaktadir.
(Gallo ve ark 2012, Leli ve ark 2013, Nardis ve ark 2013, Joseph ve ark 2014).
Ancak kadin ve erkekte ilirogenital kanal kommensal mikroflorasinin CYBH

bulasindaki rolii heniiz tam olarak bilinmemektedir.

1.2. Bakteriyel VVaginozis

Bakteriyel vaginozis ilireme c¢agindaki kadinlarda en sik goriilen genital
infeksiyondur (Allsworth ve Peipert 2007). Bakteriyel vaginozis, vajenin normal
florasinin bozularak Gardnerella vaginalis ve Mobilincus tiirleri gibi pek ¢ok
anaerob bakterinin, laktobasillerin yerini almasiyla gelisen klinik bir durumdur.
Hastalarin neredeyse yaris1 asemptomatik olabilirken semptomatik kisilerde kot

kokulu vajinal akint1 tipiktir (Hawes ve ark 1996, Beigi ve ark 2005).

Bakteriyel vaginozis, koryoamniyonit, spontan diisiik, preterm eylem, diisiik

dogum agirligi, diisiik sonras1 endometrit gibi ciddi sekellere neden olmaktadir
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(Gravett ve ark 1986, Hillier ve ark 1995, Meis ve ark 1995, Goldenberg ve ark
1997). Giincel tedavilere ragmen tedavi basarisizlig1 oldukea yiiksektir (Koumans
ve ark 2002, Beigi ve ark 2004, Bradshaw ve ark 2006, Chen ve ark 2009, Jones
ve Ewigman 2011, Donders ve ark 2014, Wang ve ark 2014).

Bakteriyel vaginozis, Neisseria gonorrhea, Chlamydia trachomatis, Trichomonas
vaginalis, HIV, HSV ve HPV infeksiyonlar1 gibi cinsel yolla bulasan
hastaliklarin riskini ikiye katlamaktadir (Wiesenfeld ve ark 2003). Bakteriyel
vaginozisin HIV-1 RNA ekspresyonunu ve HSV-2 bulastirma riskini artirdigi
gosterilmistir (Taha ve ark 1998, Cu-Uvin ve ark 2001, Cherpes ve ark 2003,
Cherpes ve ark 2005, Sha ve ark 2005). Bakteriyel vaginozisin infertilite ile
iliskili oldugu diisiiniilmektedir. Infertilitenin BV’li kadinlarda daha yaygin
goriildiigii ortaya konmustur (van Oostrum ve ark 2013). Bu nedenlerle BV nin
onemi giderek artmakta ve bu alanda pek ¢ok arastirmaya konu olmaya devam

etmektedir.

1.2.1. Bakteriyel Vaginozis Tanis1

Bakteriyel vaginozisin tanisi, en yaygin olarak, 1983’te gelistirilen klinik tani
kriterleri ile konulmaktadir (Amsel ve ark 1983).

1- Homojen, gri/beyaz renkli ince yapiskan vajinal akinti,

2- Vajen pH’sinin 4.5’ten biiyiik olmasi,

3-Pozitif Whiff testi (Vajinal akinti {izerine %10’luk KOH damlatilmasiyla
aminlerden kaynaklanan koétii koku belirmesi),

4- Vajinal akintinin direkt mikroskobik incelenmesinde ipucu hiicrelerinin (clue

cell) goriilmesi.

Bu dort kriterden en az {igliniin tespit edilmesi durumunda BV tanisi
konabilmektedir. Ancak BV’nin yiiksek oranda asemptomatik olmasi BV
tanisinin atlanabilmesine neden olmaktadir. Bu nedenle Nugent ve ark.(1991)
vajinal akmtinin Gram boyamasinin degerlendirilmesine dayanan bir tani
yontemi gelistirmislerdir. Bu yontemde bakterilerin morfotipleri (laktobasiller, G.
vaginalis/Bacteroides, Mobiluncus), goreceli prevalanslari ve ipucu hiicrelerinin

varligi 6l¢iilmektedir (Nugent ve ark 1991).
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Miroskopta bilyiik Gram pozitif basiller (Lactobacillus morfotipi; 4-0 arasinda
skorlanir), kiigiik Gram degisken basiller (G. vaginalis morfotipi; 0-4 arasinda
skorlanir), kivrik Gram degisken basiller (Mobiluncus morfotipi; 0-2 arasinda
skorlanir) sayilarak toplamda bir skor elde edilir. Nugent skoru (NS) olarak
adlandirilan bu skor 0-10 arasinda degisir. Nugent skoru 0-3 ise normal, 7-10
arasinda ise BV, 4-7 arasinda ise bozulmus flora seklinde tanimlanir (Nugent ve

ark 1991).

1.2.2. Bakteriyel Vaginozisin Etiyopatogenezi ve Mikrobiyolojisi

Vajen salgi yapan hiicre icermeyen c¢ok katli yassi epitel hiicreleri ile dosenmis
bir organdir. Vajenin dinamik yapis1i hormonlar, menstriiasyon, vajinal dus,
gebelik durumu ve cinsel iligki gibi etmenlerden etkilenmektedir (Georgijevic ve
ark 2000, Bradshaw ve ark 2005, Bradshaw ve ark 2006, Cherpes ve ark 2008,
Yotebieng ve ark 2009, Luong ve ark 2010, Marrazzo ve ark 2010, Mitchell ve
ark 2011, Fethers ve ark 2012, Schwebke ve ark 2014). Laktobasiller dogumdan
sonraki birkag¢ hafta boyunca asidik pH nedeniyle yenidogan vajeninde yer alir.
Ancak erken ¢ocukluk doneminden ergenlik donemine kadar vajen pH’s1 notral
seyreder. Bu donem boyunca laktobasillerin de yer aldig1 ¢esitli bakteriler vajen
mikroflorasin1 olusturur. Ergenlik ve menars donemindeki ani hormonal
degisiklikler vajen mikroflorasinin kolonizasyonuna zemin hazirlar (Carlsson ve

Gothefors 1975, Hammerschlag ve ark 1978).

Vajinal sekresyonlar vulvada yer alan Bartholin, Skene, sebase ve ter bezlerinin
salgilar1, servikal mukus, endometriyal ve tubal s1vi, dokiilmiis vajinal ve servikal

hiicreler, mikroorganizmalar ve onlarin metabolik iirlinlerinden meydana gelir

(Owen ve Katz 1999).

Ureme cagindaki kadinlarda yiiksek Ostrojen seviyeleri vajen epitelinde yiiksek
miktarlarda glikojen depolanmasina neden olmaktadir (Paavonen 1983, Boskey
ve ark 1999). Basta laktobasiller olmak tizere pek¢ok bakteri depolanan glikojeni
metabolize ederek organik asit liretilmesini saglar (Redondo-Lopez ve ark 1990,

Boskey ve ark 1999). Ortaya ¢ikan disik vajen pH’st (4-4.5) patojen
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mikroorganizmalarin ¢ogalmasini engeller. Bu nedenle laktobasillerin baskin

oldugu mikroflora saglikli kabul edilmektedir (Redondo-Lopez ve ark 1990).

G. vaginalis tarihsel olarak BV’den sorumlu tutulan baslica bakteridir (Fethers ve
ark 2012). G. vaginalis’in BV etiyopatogenezinde yer alan anaerob bakterilerin
kolonizasyonuna zemin hazirladigi one siiriilmiistiir (Swidsinski ve ark 2005,
Josey ve Schwebke 2008, Swidsinski ve ark 2008, Harwich ve ark 2010). Son
zamanlardaki bilimsel arastirmalarda, biliyilk ¢ogunlugunu G. vaginalis ve
Atopobium vaginae’nin olusturdugu biyofilm yapisinin, BV’nin temelini
olusturdugu gosterilmistir (Swidsinski ve ark 2008). G.vaginalis ve A.
vaginae’nin birlikte ve yiiksek kopyalarla tespit edilmesi BV tanisinda yiiksek
duyarlilik (%95) ve ozgiillige (%99) sahiptir (Menard ve ark 2008, Jespers ve
ark 2012, Marconi ve ark 2012). Molekiiler yontemlerin ilerlemesi ile bazi
anaerobik bakterilerin BV ile iligkili oldugu ortaya ¢ikmustir (Verhelst ve ark
2004, Zhou ve ark 2004, Fredricks ve ark 2005, Hyman ve ark 2005, Fredricks ve
ark 2007, Oakley ve ark 2008). Bu bakteriler arasinda Clostridia like bacterial
associated bacteriuml (BVABL), 2, 3; bu bakterilerle taksonomik olarak yakin
iligkili laktik asit tireten Leptotrichia ve Sneathia cinsleri; kiiltiirde tiremeyen
Megasphaera like phylotypel (tipl) yer almaktadir (Fredricks ve ark 2005).
Fredricks ve ark.(2005) BV olgularinin tamaminda belirlenen herhangi bir
bakteriye rastlanmadigini ancak BVAB2 veya Megashpaera tipl’in herhangi
birinin varhiginin BV tanisinda %100 duyarlilik ve %91.3 ozgilliige sahip

oldugunu gostermislerdir.

Ozetle, bakteriyel vaginozisli kadmlarin vajinal salgilarinda G. vaginalis ve A.
vaginae’nin yani sira, Prevotella, BVAB1, BVAB2, BVAB3, Peptoniphilus,
Eggerthella, Leptotrichia/Sneathia, Megasphaera tiirlerinin logaritmik olarak
arttigi kanmitlanmistir (Rodriguez Jovita ve ark 1999, Verhelst ve ark 2004,
Fredricks ve ark 2005, Fredricks ve ark 2007, Zhou ve ark 2007). Ancak BV ile
iligkili bu bakterilerin BV etiyopatogenezindeki rolleri ve cinsel yolla bulasip
bulagmadiklar1 hayvan modellerinin olmamasi nedeniyle heniiz bilinmemektedir

(Fethers ve ark 2012).

10



1.2.3. Bakteriyel Vaginozis ve Risk Faktorii Olarak Cinsel Tliski

Cok uzun bir siiredir BV’nin cinsel yolla bulasan bir hastalik m1 yoksa vajen
mikroflorasinin heniliz anlasilamayan etkenler nedeniyle bozulmasi sonucu mu
gelistigi konusundaki tartigmalar devam etmektedir. Epidemiyolojik ¢aligmalar
yeni cinsel es, birden fazla cinsel es sayisi, erken yasta cinsel deneyim, daha dnce
gecirilmis CYBH, kondom kullanilmamasi, saglik kuruluslarina ulasmada
engellerin olmasi ve gen¢ yasin, CYBH igin belirlenen risk faktorleri oldugunu
gostermistir. Bakteriyel vaginozis i¢in belirlenen risk faktorleri arasinda ise sik
cinsel iliski, birden fazla cinsel es sayisi, yeni cinsel es, sik reseptif oral seks,
vajinal iligki Oncesi reseptif anal seks ve siinnetsiz erkek esle cinsel iligski yer
almaktadir (Schwebke ve ark 1999, Vallor ve ark 2001, Schwebke ve ark 2004,
Fethers ve ark 2008, Fethers ve ark 2009, Fethers ve ark 2012, Kenyon ve
Colebunders 2014).

Bakteriyel vaginoziste es tedavisinin rekiirensleri azaltmamasi BV’nin cinsel
yolla bulasan bir hastalik oldugu tezine aykir1 diismektedir (Vejtorp ve ark 1988,
Mengel ve ark 1989, Vutyavanich ve ark 1993, Bukusi ve ark 2011). Ancak
cinsel yolla bulasan hastaliklar ile benzer risk faktorlerine sahip olmasi; penis ve
tiretranin BV ile iligkili bakterilerle kolonize olabilmesi, korunmasiz sik cinsel
iliskinin ve yeni cinsel partnerin BV’ye neden olan en biiylik predispozan
faktorler olmasi, BV’nin cinsel yolla bulasan bir hastalik oldugu savim
kuvvetlendirmektedir (Fethers ve ark 2008, Fethers ve ark 2009, Verstraelen ve
ark 2010).

Semen bir takim proteinlerin, mikroorganizmalarin ve inflamasyon belirteglerinin
yer aldig1 bir salgidir. Bu nedenle cinsel iliski, vajen pH’si1 diisiirmek ve vajen
mikroflorasinda dalgalanmalara neden olmak suretiyle normal vajen

mikroflorasinin dengesini bozabilmektedir (Nasu ve Narahara 2010).

Tedavi sonuglarini iyilestirerek BV’nin neden oldugu ciddi komplikasyonlarin
Oniline gegebilmek ve rekiirensleri azaltabilmek i¢cin BV’nin gercekten yetersiz
tedavi sonucu persistan bir hastalik m1 yoksa cinsel yolla tekrar tekrar bulasan bir

infeksiyon mu oldugunu belirlemek gerekmektedir. Ancak bu yoldaki en biiyiik
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engel, BV’nin tek bir ajan yerine, etiyolojisindeki yerleri tam olarak
aydinlatilamamis pek ¢ok anaerobik bakterinin neden oldugu polimikrobiyal bir

infeksiyon olmasidir.

1.3. Laktobasiller ve Bakteriyel Vaginozis ile Iliskili Bakteriler Hakkinda
Genel Bilgiler

Hentiz ac¢iklik kazanmamis olmasina ragmen, normal vajen pH’sim1 yiikselten ve
bdylece normal vajen mikrobiyotasinin dengesini bozan bir takim faktorlerin BV
etiyolojisi ve patogenezinde etkili oldugu bilinmektedir. Vajen mikroflorasi
kadin, fetiis ve yenidogan sagligini etkilemektedir. (Milewicz ve ark 2010, Watts
2012, Nelson ve ark 2014). Geleneksel kiiltiir yontemleri BV etiyopatogenezinde
yer alan bazi anaerobik bakterilerin tespitinde yetersiz kalmaktadir. Molekiiler
biyoloji alanindaki ilerlemeler kiiltiirde iiretilemeyen bircok bakterinin
belirlenmesine ve tanimlanmasina olanak vermistir (Fettweis ve ark 2012,
Fettweis ve ark 2012). Clostridiales takimindan bazi yeni tiirlerin BV nin yiiksek
ozgiilliikte belirteglerinden oldugu ortaya konmustur. Megasphaera, Leptotrichia,
Atopobium ve Dialister tiirleri, BV’li olgulardan siklikla tespit edilen yeni

tanimlanmis bakterilerdir (Fredricks ve ark 2005).

Ureme ¢agindaki kadmlarda vajen mikroflorasinda laktobasil tiirleri baskindir.
Normal vajen mikroflorasinda en sik tespit edilen laktobasil tiirleri Lactobacillus
crispatus, Lactobacillus gasseri, Lactobacillus jensenii ve Lactobacillus iners’tir
(Antonio ve ark 1999, Song ve ark 1999, Pavlova ve ark 2002, Tarnberg ve ark
2002, Jakobsson ve Forsum 2007, Ghartey ve ark 2014). Laktobasillerin hidrojen
peroksit, laktik asit ve bakteriosinler gibi metabolik {riinleri normal vajen
mikroflorasinin devami ve patojen kolonizasyonuna karsit diren¢ olusturmada
onemli role sahiptir (Klebanoff ve ark 1991, Al-Mushrif ve Jones 1998, Wilks ve
ark 2004, Machado ve ark 2013, Rizzo ve ark 2013).

Bu bolimde BV olusumuna etkisi ve katkist olan bakterilerin genel

ozelliklerinden kisaca bahsedilecektir.
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1.3.1. Lactobacillus cinsi

Laktobasiller genetik olarak Firmicutes subesi, Bacilli sinifi, Lactobacillales
takimindan bakterilerdir (Makarova ve ark 2006). Lactobacillales takiminin diger
tiyeleri Leuconostoc, Oenococcus ve Pediococcus’tur. Lactobacillus cinsi
Acidophilus complex, Acidophilus salivarius cluster ve Acidophilus casei grup
olmak {izere li¢ ana filogenetik kiimeden olusur (Makarova ve ark 2006).
Laktobasiller oldukca karmasik bir filogenetik agaca sahiptir. Son yillara kadar
laktobasil olarak simiflandirilan pek ¢ok cins artik Atopobium, Carnobacterium,
Leuconostoc, Oenococcus ve Weissella olarak yeniden adlandirilmistir
(Barrangou 2011).

Laktobasiller fakiiltatif anaerob, katalaz negatif, sporsuz, Gram pozitif kokobasil
veya basil seklinde, laktik asit {ireten heterojen bir bakteri grubudur. Genellikle
diisik G-C igerikli DNA’ya (%33-53) sahiptir (Falsen ve ark 1999). Boylece
genomlarindaki GC igeriginde herhangi bir degisiklik oldugunda horizontal gen
transferini (HGT) belirlemek kolaydir. Genomlar1 oldukca kiigiiktir (1.3-3.3
Mbp) ve bu genler ¢cogunlukla besin tasinmast ve karbonhidratlarin laktik asite

fermentasyonu ile ilgilidir (Makarova ve ark 2006).

Lactobacillus cinsi iiyeleri dogada yaygin olarak bulunmaktadir. Gidalardan
bitkilere, topraga, kanalizasyon sularindan insan mukoza ylizeylerine kadar ¢ok
genis yelpazede yasam alanlar1 vardir (Barrangou 2011). Laktobasiller 6zellikle
fermente siit iriinlerinde, marul ve lahana gibi bitkilerde ve toprakta bolca
mevcuttur (Yang ve ark 2010). Pek ¢ok hayvanin ve insanlarin gastrointestinal
kanal, iirogenital kanal, anne siitl, agiz boslugu ve derilerinin dogal
mikrobiyotasinin bir parcasit olmakla beraber, laktobasillerin hastalikta ve
saglikta 6nemli rol iistlendikleri ve bagisiklik sistemi ile yakindan ilgili olduklari
bilinmektedir (Gonzalez ve ark 2013, Holgerson ve ark 2013, Petrova ve ark
2013, Kemgang ve ark 2014, Lorenzo Pisarello ve ark 2014).

Laktobasiller pek ¢ok gida iiriiniinde koruyucu olarak kullanilmalarinin yani sira
probiyotik olarak da artan bir ilgi odagi haline gelmislerdir (Kemgang ve ark

2014).Y1izin tizerinde Lactobacillus tiiriiniin arasinda Lactobacillus acidophilus,
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Lactobacillus casei, Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus, Lactobacillus
plantarum, Lactobacillus rhamnosus ve Lactobacillus salivarius gibi iyi

tanimlanmis teknolojik ve ticari kullanim alanlar1 olanlar1 bulunmaktadir

(Barrangou 2011).

Insan gastrointestinal kanalindan ve diskisindan bircok laktobasil tiirii izole
edilmistir. Bu tiirler, kisiler arasinda ve cografi bolgelere gore degiskenlik
gostermekle beraber, insan gastrointestinal kanalinda en sik rastlananlar1 L.
rhamnosus, L. acidophilus, L. plantarum, Lactobacillus paracasei ve
Lactobacillus reuteri’dir (Mueller ve ark 2006). Agiz boslugunda, tiikiiriik ve dis
plaklarinda L. rhamnosus, L. gasseri ve L. casei’ye rastlanirken, anne siitiinde
benzer olarak L. fermentum, L. rhamnosus, L. gasseri ve L. salivarius siklikla
bulunmaktadir (Collado ve ark 2009, Yang ve ark 2010, Fernandez ve ark 2013).
Laktobasiller saglikli insan vajen mikrobiyotasinin da oOnemli iiyeleridir

(Barrangou 2011).

Vajen mikrobiyotasinda yer alan L. crispatus ve L. jensenii anaerobik
metabolizmalar1 nedeniyle giiglii asit iireten bakterilerdir. Vajen epitelinde
yiiksek Ostrojen seviyesi nedeniyle glikojen depolanmaktadir. Laktobasiller ve
epitel hiicreleri bu glikojeni asetik asit ve laktik asite metabolize ederek vajenin
asidik cevresine katki saglarlar. Vajenin asidik pH’ya sahip olmasi patojenlere
kars1 koruyucudur. Ek olarak, laktobasillerin probiyotik o6zelliklerinin, kadin
genital sagligina olumlu katkisinin oldugu diisiniilmektedir (Boskey ve ark 1999,
Africa ve ark 2014).

1.3.1.1. Lactobacillus crispatus

L. crispatus Firmicutes subesi, Bacilli smifi, Lactobacillales takimi,
Lactobacillaceae ailesi, Lactobacillus cinsinin bir {iyesidir. L. crispatus basil
seklinde, Gram pozitif 45°C’de iireyebilen fakiiltatif anaerob bir bakteridir.
Selebiyoz, eskiilin, galaktoz, laktoz, melibiyoz, rafinoz, nisasta ve silikrozu

fermentler.
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Laktobasiller insan gastrointestinal ve iirogenital kanallarinda yaygin olarak
bulunan bakterilerdir. Bu laktobasiller arasindan en yaygin olani L. acidophilus
complex alt1 tiire ayrilmustir: L. acidophilus (homology group Al), L. crispatus
(A2), Lactobacillus amylovorus (A3), Lactobacillus gallinarum (A4), L. gasseri
(B1) ve Lactobacillus johnsonii (B2) (Horie ve ark 2002). Fenotipik tanimlama
yontemleri kullanildiginda bu tiirlerin bazilarimi birbirinden ayirmak zordur
(Song ve ark 2000). Molekiiler yontemlerle kesin identifikasyon yapildiginda, L.
acidophilus complex igerisinde yer alan farkli tiirlerin farkli konak¢i1 ve farkli
habitatlardan izole edildigi gdzlenmistir. Ornegin, L. acidophilus, L. crispatus, L.
gasseri ve L. johnsonii insan diskisindan (Mitsuoka 1992, Song ve ark 2000); L.
crispatus, Lactobacillus gallinarum ve L. johnsonii tavuk kloakasindan
(Miyamoto ve ark 2000); L. crispatus ve L. gasseri insan vajeninden (Boris ve
Barbes 2000, Song ve ark 2000) izole edilmistir. Vajen kaynakli L. acidophilus
complex suslarmin biiylik kismmi giliglii asit {iretimi yapan L. crispatus
olusturmaktadir (Barrangou 2011).

Bazi L. crispatus suslarinin, patojenlerin insan enterosit benzeri Caco-2
hiicrelerine ve Matrigel membran preperatlarina baglanmasini engelledigi in vitro
olarak gosterilmistir (Todoriki ve ark 2001, Horie ve ark 2002). Bu nedenle L.
crispatus suslarinin intestinal ve vajinal probiyotik olarak kullanilmaktadir

(Horie ve ark 2002).

Lactobacillus crispatus vajen mikrobiyotasinda baskin laktobasil tiirtidir. L.
crispatus’un daha ¢ok BV negatif kadinlarda baskin oldugu gosterilmistir (EI
Aila ve ark 2009, Zhou ve ark 2009, Forney ve ark 2010, Gajer ve ark 2012,
Smith ve ark 2012, Srinivasan ve ark 2012, Drell ve ark 2013).

Normal vajen mikrobiyotasindan BV mikrobiyotasina gegisi inceleyen az
sayidaki ¢alismada, L. crispatus’un baskin oldugu mikrobiyotanin L. iners’in
baskin oldugu mikrobiyotaya gore daha kararli oldugu gosterilmistir (Mitchell ve
ark 2009, Verstraelen ve ark 2009, Gajer ve ark 2012). L. crispatus’un baskin
oldugu vajen mikrobiyotast dogrudan BV mikrobiyotasina degismek yerine L.
iners’in veya karigik laktobasillerin baskin oldugu mikrobiyotaya kaydigi
belirlenmistir (Gajer ve ark 2012).
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1.3.1.2. Lactobacillus iners

L. iners ilk kez insan kaynakli idrar, vajinal akinti, endometriyal ve servikal
orneklerden izole edilerek tanimlanmistir (Falsen ve ark 1999). Gram pozitif
basil seklindeki katalaz ve oksidaz negatif fakiiltatif anaerob bu bakteriler, boyali
preperatlarda tek tek veya kisa zincirler halinde goriiliirler. Anaerobik kosullarda
24 saatlik inkiibasyonun ardindan kanli besiyerinde ve %]1,5 NaCl iceren
besiyerinde, 30°C ve 40°C’de iireyebililirken; de Man, Rogosa ve Sharpe (MRS)
agarda ve %3 NaCl igeren besiyerinde ve de 15°C’de tireyemezler. Koloniler 1
mm’den kiiciik capta, diizgiin, yuvarlak, saydam ve pigmentsizdir. Eski kiiltiirler
pismis yumurta seklinde olabilir. Spor olusturmazlar ve hareketsizdirler (Falsen
ve ark 1999).

Falsen ve ark.(1999) sekanslama ve SDS-PAGE analizi ile daha 6nce bilinmeyen
bakterinin filogenetik olarak Lactobacillus cinsinin L. delbrueckii grubuna
(rRNA grup I Lactobacillus) ait ve L. gasseri ve L. johnsonii ile iliskili oldugunu
belirlemisler (Bu iki tiir ile 16S rRNA sekans sapmasit >%4’{in iizerindedir) ve
biyokimyasal ozelliklerini goz Oniinde tutarak bu bakteriye hareketsiz, tembel

anlaminda Lactobacillus iners adin1 vermislerdir (Falsen ve ark 1999).

L. iners AB-1’in genom sekanslamasi ile L. iners’in bu giine kadar belirlenen en
kiiciik laktobasil oldugunu ve diger intestinal ve iirogenital Lactobacillus
tiirlerinden oldukga farkli 6zellikler gosterdigini belirlenmistir (Macklaim ve ark
2011). Bir ¢alismada, farkli kadinlardan toplanan L. iners sekanlarinin homojen
sonuglar vermesi, bu tiir i¢inde sus ¢esitliliginin olmadig1 sonucuna varilmasina

neden olmustur (Zhou ve ark 2007).

Lactobacillus iners glikoz veya maltozdan asit iiretebilir ancak asakkorilitik
oldugu icin L-arabinoz, D-arabinitol, siklodekstrin, glikojen, N-asetilglikozamin,
laktoz, mannitol, melezitoz, melibiyoz, metil P-D-glikopiranozid, pullulan,
rafinoz, riboz, ramnoz, sorbitol, siikroz, tagatoz, trehaloz veya D-ksilozdan asit
tiretemez. Biitiin suslar alanin-fenilalanin-prolin arilamidaz, esteraz C4, alfa-

glikozidaz, 16sin arilamidaz ve fosfoamidaz aktivitelerine sahiptir. Alkalin
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fosfotaz, arjinin dihidrolaz, kimotripsin, alfa-fukozidaz, alfa-galaktozidaz, j3-
galaktozidaz, j3-galakturonidaz, j3-glikozidaz, j3-glikuronidaz, glisil-triptofan
arilamidaz, alfa-mannozidaz, j3-mannozidaz, lipaz C 14, tripsin ve iireaz
aktiviteleri yoktur. Hippurati hidrolize ederler ancak eskiilin ve jelatini hidrolize
edemezler. Voges-Proskauer negatiftirler ve nitrati indirgeyemezler (Falsen ve
ark 1999).

Son yillara kadar L. crispatus, L. gasseri ve L. jensenii’nin kiiltirlerde en sik
tireyen laktobasil tiirleri olmasi nedeniyle saglikli vajen mikrobiyotasinda bu
tiirlerin baskin oldugu kabul edilmekte ve laktik asit iiretmeleri nedeniyle bu
tiirlerin vajinal kanali patojen bakterilerin kolonizasyonuna kars1 korudugu one
stirilmekteydi (Jakobsson ve Forsum 2007, Wagner ve Johnson 2012).
Bakteriyel vaginoziste en sik soyutlanan laktobasil olmasi, L. crispatus ve L.
jensenii ile karsilastirildiginda daha az H20> iiretmesi nedeniyle L. iners’in, BV
etiyolojisinde rolii oldugu iddia edilmistir (Verstraelen ve ark 2009, Bohbot ve
Lepargneur 2012). Ancak kiiltiirden bagimsiz molekiiler tekniklerle yapilan
caligmalarda L. iners’in oOnceden bilinenin aksine hem normal vajen
mikrobiyotasinda hem de disbiyotik durumlarda vajen mukozasini kolonize ettigi
gosterilmistir (van de Wijgert ve ark 2014). Bu nedenle L. iners, normal vajen
mikrobiyotasinin bir iiyesi oldugu kabul edilmektedir (Srinivasan ve Fredricks
2008, Spear ve ark 2011). BV’li kadinlarda ve BV tedavisi sonrasinda diger
tirlerin aksine vajen mukozasinda 1srarct olmasi, L. iners’in vajen
mikrobiyotasinin BV sonras1 yeniden kurulmasi asamasinda dnemli olabilecegini

gostermektedir (Ferris ve ark 2007).

1.3.1.3. Lactobacillus gasseri

L. gasseri, 1980’den once, karbonhidrat kullanimu, tirettigi laktik asit izomeri gibi
klasik taksonomik 6zelliklerinin ayni oldugu L. acidophilus’tan ayirt edilemedigi
icin L. acidophilus olarak siniflandirilmaktayd: (Azcarate-Peril ve ark 2008). L.
acidophilus grup ilk olarak 1900°da Moro tarafindan infant diskisindan izole
edilmis ve  “Bacillus acidophilus” olarak adlandirilmistir. Daha sonra B.

acidophilus Lactobacillus cinsi igine alinmistir. 1980 yilinda L. gasseri
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DNA/DNA hibridizasyon paterni ile L. acidophilus’tan ayrilarak, Lactobacillus
tiirlerinin laktat dehidrogenaz iiretimini inceleyen bilim adami1 Francis Gasser’in
anisina Lactobacillus gasseri olarak yeniden adlandirilmistir (Gasser ve Sebald
1966).

L. gasseri, L. acidophilus complex grup B igerisinde yer alir ve grup A’dan
genetik tanimlama ile ve major yiizey tabaka proteinlerin (S-layer proteins)
olmamasi ile ayrilir. Acidophilus complex igerisinde bulunan bagimsiz ve tutarl
ic genomik grup L. johnsonii, L. gasseri ve L. acidophilus’tur. Ancak L. gasseri,
L. johnsonii’ye L. acidophilus’tan daha yakindir. Ayni tiir i¢indeki suslar veya
yakindan iligkili tiirler arasindaki genomik farkliligin sebebi mobil DNA
elemanlar1 ve ¢evreye uyum saglamak i¢in gerekli olan ve lateral gen transferi ile

edinilebilen degisken bolgelerdir (Selle ve Klaenhammer 2013).

L. gasseri zorunlu sakkarolitik, homofermentatif bir mikroorganizmadir.
Optimum tireme sicakligi 35-38°C’dir. Yuvarlak ucla sonlanan, 0.6-0.8 um
eninde, 3-5 pum boyunda kiiglik, basil seklindedir. L. gasseri infantlarin
gastrointestinal yollarinda en erken kolonize olan bakteriler arasinda yer alir
(Carroll ve ark 2007, Wall ve ark 2007). L. gasseri insanda gastrointestinal
yollar1, agiz boslugunu ve vajeni kolonize eden otokton bir bakteridir. Insan
saglig1 iizerinde olumlu etkilerinin olmas1 nedeniyle probiyotik olarak kullanim

alan1 bulunmaktadir (Azcarate-Peril ve ark 2008).

1.3.1.4. Lactobacillus jensenii

L. jensenii, diger laktobasil tiirleri gibi anaerobik Gram pozitif bir basildir.
Optimum iireme kosullar i¢in 45°C’de folik asit, vitamin B12, nikitonik asit ve
kalsiyum pantotenata ihtiyag¢ duyar. 15°C’de iireyemez. Diger tiirlerden arjinini
hidrolize etmesi, D-laktat {iretmesi, galaktoz, salisin, eskiilin, maltoz amigdalin,
siikroz, riboz ve sellobiyozu hidrolize etmesi; laktoz, melesitoz, mannitol,

sorbitol, arabinoz ve ksilozu hidrolize edememesi ile ayrilir (Gasser ve ark 1970).
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Vajen mikrobiyotasinin dogal bir iiyesi olan L. jensenii bakteriyemi ve
endokardite neden olabilen firsatg1 bir patojen olarak da karsimiza

cikabilmektedir (Suarez-Garcia ve ark 2012).

1.3.2. Gardnerella vaginalis

G. vaginalis filogenetik olararak Actinobacteria subesi; Actinobacteridae sinifi;
Bifidobacteriales takimi; Bifidobacteriaceae ailesi; Gardnerella cinsine aittir.
Hareketsiz, fakiiltatif anaerob Gram pozitif 1-1.5 pm capinda kii¢iik kokobasil
seklinde bir bakteridir. Duvart Gram pozitif yapida olmasina ragmen ¢ok ince
olmasi nedeniyle mikroskop altinda daha ¢ok Gram negatif veya Gram degisken
olarak gortliir (O'Donnell ve ark 1984, Sadhu ve ark 1989). Ekzopolisakkarid
tabakasi ve pilisi vajen epitel hiicrelerine tutunmasii saglar. Hiicre duvari
hekzadekanoik asit ve oktadekanoik asit ile doymus ve doymamig yag asitlerinin
diiz zincirleri ile beraberinde alanin, glisin, glutamik asit ve lizinden olusur

(O'Donnell ve ark 1984).

G. vaginalis katalaz, oksidaz, iireaz iiretmez. Eskiilin ve jelatini pargalamaz,
nitratt indirgemez, arjinin, lizin ve ornitini parcalayamaz. Cogunlukla beta
hemoliz  yapar, hippurat ve nisastayr genellikle hidrolize eder.
G. vaginalis kolistin, nalidiksik asit ve gentamisine direnglidir (Taylor-Robinson
1984). Uremesi i¢in %5 COy’e ihtiya¢ duyar. G. vaginalis ¢ikolata besiyerinde
kiiciik, yuvarlak, konveks, gri koloniler seklinde iirer. Kolistin-oksolinik asitli
kanli besiyeri G. vaginalis i¢in segici besiyeridir. G. vaginalis tiremek igin B
Vitamini, piirin, pirimidin ve fermentleyebilecegi bir karbonhidrata ihtiya¢ duyar

(Dunkelberg 1977, Harwich ve ark 2010).

G. vaginalis vaginolizin adinda sadece insan epitel hiicrelerinde porlar olusturan
bir toksin iretir (Gelber ve ark 2008). Siklikla proteaz ve siyalidaz enzimleri
bulunur (von Nicolai ve ark 1984, Harwich ve ark 2010, Yeoman ve ark 2010,
Santiago ve ark 2011)

Gardnerella vaginalis’in bugiinkii sekliyle tanimlanmasi uzun bir siirecin

sonunda olmustur. G. vaginalis ilk kez prostatitli bir erkek ve servisitli bir

19



kadindan Gram negatif kiigiik basiller seklinde soyutlanmis ve Haemophilus
iiyelerine benzetilmistir (Leopold 1953). iki yil sonra, Gardner ve Dukes
nonspesifik BV olgulartyla iligkili ayn1 6zellikte bir bakteri tanimlamislar ve
bakteriyel vaginitin etkeni olarak gosterdikleri bu bakteriyi Haemophilus
vaginalis seklinde adlandirmiglardir (Gardner ve Dukes 1955). Ancak X ve Y
faktorlerine ihtiya¢c duymadan iireyebildigi icin taksonomi konusunda bilim
adamlar1 geliskiye diismiistiir (Edmunds 1962, Reyn ve ark 1966, Dunkelberg ve
McVeigh 1969, Criswell ve ark 1971). Zinnerman ve Turner adli arastiricilar,
optimal tireme sartlar1 saglandiginda H. vaginalis’in, mikroskop altinda Gram
pozitif polar graniilleri olan lobut seklinde ve Cince karakterlere benzeyen bir
goriintii  sergilemesi nedeniyle Corynebacterium cinsine dahil edilmesi
gerektigini  savunmusglar ve isminin Corynebacterium vaginale olarak

degistirilmesini 6nermislerdir (Zinnemann 1963).

Uzun yillarin ardindan taksonomik ¢alismalar H. vaginalis’in ne Haemophilus ne
de Corynebacterium cinsine ait Ozellikler tasimadigini, bu cinsin benzersiz
fenotipik, biyokimyasal ve genetik Ozellikleri nedeniyle Gardnerella adini
verdikleri yeni bir cinse dahil edilmesini ve Gardnerella vaginalis seklinde

yeniden adlandirilmasini teklif etmiglerdir (Greenwood 1980).

Bakteriyel vaginoziste en sik belirlenen ve biyofilm yapmasi nedeniyle BV
etiyolojisinde en basta sorumlu tutulan G. vaginalis, saglikli kadinlarin ve
erkeklerin tirogenital Orneklerinde de belirlenebilmektedir. Bu nedenle G.
vaginalis genitoiiriner kanal mikrobiyotasinin bir pargasi olarak kabul
edilmektedir. Bakteriyel vaginozisin mikroskopik tanisinda vajen epiteline
tutunan biyofilm i¢indeki bakterilerin biiyik kismim1  G. vaginalis
olusturmaktadir. Bu goriintiiye ipucu hiicreleri (clue cell) adi verilmektedir.
Tasiyict erkekler asemptomatik kalmakta mikroorganizmanin cinsel iligki ile
bulagmasina neden olabilmektedir (Dunkelberg 1977, Lam ve Birch 1991, Smith
ve ark 1992, Jarosik ve ark 1998, Saunders ve ark 2007).
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1.3.3. Mobiluncus mulieris

Actinobacteria subesi, Actinobacteria sinifi, Actinobacteridae alt smufi,
Actinomycetales takimi, Actinomycineae alt takimi, Actinomycetaceae ailesinden
Mobilincus cinsine aittir. Mobiluncus mulieris birden fazla subpolar flagellaya
sahip, hareketli, kivrik Gram negatif veya Gram degisken basildir. Katalaz ve
oksidaz negatiftir. Hippurat1 hidrolize edemez. Arjinin fermentasyonu sonucu
siiksinik asit veya asetik asit tiretir; pH degerleri 5.5-6.5 iken zayif, <5.5 iken
kuvvetli sakkarolitiktir. Uremek icin 37-42°C’ye ihtiyag¢ duyar, 45°C’de
tireyemez. Kolonileri diizgiin kenarli, kiiglik, renksiz ve saydamdir. Elektron
mikroskop goriintiileri dis membrandan yoksun, ¢ok katli Gram pozitiflerin
duvarina benzeyen bir duvar yapist oldugunu ortaya koymaktadir. Peptidoglikan
tabakasinin ¢ok ince olmasi nedeniyle Gram negatif olarak boyanir (Spiegel

1984).

Vibrio benzeri bakterilerin vajendeki varligi 1895°te bilinmekteydi ancak bu
bakteriler kadin genital kanalindan ilk kez Curtis tarafindan 1913’te izole
edilmistir (Spiegel 1984). Prevot 1940 yilinda Curtis’in Vibrio’sunu Vibrio
mulieris seklinde tanimlamig, Moore ise 1954’te anaerobik ortamda daha iyi
tireyen bes sus tanimlamistir (Spiegel 1984). Daha sonra seruma ihtiya¢ duyan 18
“vibrion succinoproducteur” susu tanimlanmis ve bu suslar iki gruba ayrilmistir:
Glukozu fermentlemeyen, nitrat rediiktaz aktivitesi degisken 2-3 um
biiylikliigiinde olanlara grup VSP 1; glukozu fermentlemeyen, nitrati
indirgemeyen 5-6 um biyiikliigiinde olanlara grup VSP 2 adi verilmistir.
Hareketli ve kivrik bu basillerin ortak noktas: BV ile iliskili olmalariydi (Spiegel
1984). Bu nedenle fenotipik ozellikleri birbirine benzeyen yukarda bahsi gegen
susglarin Mobiluncus adinda yeni bir cinse dahil edilmesi Onerilmistir (Spiegel
1984).

M. mulieris, Mobiluncus curtusii’den hiicrelerinin daha biiyiik olmasi, tireme
kosullarinda arjinin desteginden etkilenmemesi, arjininden amonyak liretmemesi,
hippurat1 hidrolize etmemesi, giicli CAMP reaksiyonu vermesi, asidik pH’da

glikojenden asit tiretmesi ile ayrilir (Spiegel 1984).
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1.3.4. Atopobium vaginae

A. vaginae, Actinobacteria subesinden, Coriobacteriales takimindan,
Coriobacteriaceae ailesinden ve Atopobium cinsine ait bir bakteridir. Atopobium
cins adi, ilk kez Lactobacillus minutus, Lactobacillus rimae ve Streptococcus
parvulus igin Onerilmistir (Collins ve Wallbanks 1992). Atopobium tiirleri
filogenetik olarak Actinomycete ailesi ile akrabadir (Rodriguez Jovita ve ark
1999). Atopobium cinsinin en yakin filogenetik akrabasi Coriobacterium
glomerans’tir (Stackebrandt ve ark 2013). Atopobium tiirlerinin bazilar
insanlarin gingivalarindan (Atopobium rimae, Atopobium parvulum), dental
(Atopobium rimae, Atopobium parvulunz), abdominal ve pelvik abselerden
(Atopobium minutum) soyutlanmistir (Rodriguez Jovita ve ark 1999). Anaerobik,
laktik asit ireten Gram pozitif eliptik kok veya basil sekilli bakterilerdir. Gram
pozitif bakterilerin Actinomycete daliyla iliskili olmalarina ragmen, fenotipik
olarak ayirict 6zelligi olmamasi nedeniyle diisiik G+C igerigi olan laktik asit

tireten bakterilerle karigtirilabilir (Rodriguez Jovita ve ark 1999).

A. vaginae, ilk kez 1999’ta vajinal 6rneklerden soyutlanmistir (Rodriguez Jovita
ve ark 1999). Bakteri hiicreleri tek tek veya kisa zincirler halinde kiigiik, uzun
Gram pozitif koklar halinde goriliir. Fakdiltatif anaerobdur; 37°C’de kanli
besiyerinde toplu igne basi biiyiikliigiinde kii¢iik koloniler olusturur. Mannoz ve
rafinozdan asit olusturmaz. Arjinin dihidrolaz, arjinin arilamidaz, asit fosfataz,
glisin arilamidaz, histidin arilamidaz, 16sin arilamidaz, prolin arilamidaz ve serin
arilamidaz aktiviteleri vardir. Zayif fenilalanin arilamidaz aktiviteleri olabilir.
Alanin arilamidaz, alfa-arabinozidaz arilamidaz, sistin arilamidaz, kimotripsin,
ester lipaz C8, esteraz C4, alfa-fukozidaz, alfa-galaktozidaz, P-galaktozidaz, P-
galaktozidaz 6-fosfat, alfa-glikozidaz, P-glikozidaz, glutamik asit dekarboksilaz,
glutamil glutamik asit arilamidaz, P-N-asetil glukozaminidaz, lipaz C14,
piroglutamik asit arilamidaz, tirozin arilamidaz, tripsin ve iireaz aktiviteleri
yoktur. Indol negatiftir, nitrat1 indirgemez, jelatin ve eskiilini hidrolize etmez.

Niikleik asitlerinde G+C igerigi %44 mol’diir (Rodriguez Jovita ve ark 1999).
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1.3.5. Prevotella spp.

Onceleri Bacteroides cinsi altinda siniflanan Prevotella tiirleri, daha sonra
Bacteriodetes subesi, Bacteriodetes sinifi, Bacteriodales takimi, Prevotellaceae

ailesine dahil edilmistir.

Prevotella cinsi hareketsiz, tek tek duran Gram negatif anaerob basil veya
kokobasildir. Ureme déngiileri sirasinda ¢esitli sekillerde ortaya cikabilir.
Endospor olusturmaz. Prevotella melaninogenica ve Prevotella
asaccharolytica hemin derivatifleri nedeniyle koyu kahverengi boyanabilir.
Prevotella intermedia biyofilm olusturabilir (Finegold 1996). Prevotella
genellikle zorunlu anaerobdur. P. melaninogenica gibi bazi tiirleri hemin ve K
vitaminine ihtiya¢ duyar. Prevotella cinsi beta laktamaz iretebilmektedir. Bu
nedenle beta laktam grubu antibiyotiklere karsi direng gelistirebilir (Finegold
1996). Prevotella tiirleri insanda oral bosluk, gastrointestinal ve vajinal kanal
mikroflorasinda bulunur (Avgustin ve ark 2001). Periodontit ve gingivit gibi
periodontal rahatsizliklara, abselere ve kadin genital kanal infeksiyonlarina neden

olabilen oportunistik patojendir (Finegold 1996).

Prevotella tiirleri kollajenaz, néraminidaz, deoksiriboniikleaz, heparinaz ve bir
takim proteazlar tretir (Finegold 1996). P. intermedia oral kavitede IgAl ve
IgA2’yi pargalayan IgA proteazlar salgilar. Bu enzimler P. intermedia’nin
cogalarak periodontit ve gingivit gibi infeksiyonlarin olugsmasina zemin hazirlar

(Marcotte ve Lavoie 1998).

Prevotella tiirleri vajinal kanalda sik¢a tespit edilir ve BV ile anlamli olarak
iligkilidir (Ling ve ark 2010, Zozaya-Hinchliffe ve ark 2010, Datcu 2014).
Prevotella bivia BV’li olgulardan en sik soyutlanan Prevotella tiiriidiir ve yiiksek
LPS firetir (Aroutcheva ve ark 2008). Bakteriyel vaginozisli kadinlarin
idrarlarinda Megasphaera tip 1 ile birlikte Prevotella’nin kantitatif tespit
edilmesi BV tanisi igin en dogru sonuglar1 vermistir (Datcu ve ark 2014). Normal
tiretral flora ile ilgili caligmalar az sayida olmakla beraber P. melaninogenica’nin
eksternal genitallerde varligi bildirilmistir (Finegold 1996). Biiyiikbas ve

kiiglikbas hayvanlarin rumen ve barsaklarinda en fazla bulunan bakteriler
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arasinda yer alan Prevotella tiirleri, bazi otgul hayvanlarin karbonhidrat

sindirimine yardimci olur (Finegold 1996).

1.3.6. Bacterial Vaginosis Associated Bacteriumil, 2, 3 (BVABI, 2, 3)

BVABI1, BVAB2 ve BVAB3, Kkiiltiirlerde iireyen bakterilerin herhangi biriyle
filogenetik bagi olmayan Clostridiales takimindan {i¢ bakteridir (Fredricks ve ark
2005). Bu bakteriler BV igin yiiksek ozgillik (>%90) gosterdikleri igin ve
bilinen bir bakteri ile yakin taksonomik iligkileri olmadigi igin Bacterial
Vaginosis associated bacterium 1, 2 ve 3 olarak adlandirilmistir (Fredricks ve ark
2005, Fredricks ve ark 2007). BV pozitif hastalarin >%80’inde BVAB2 varligi
gosterilmistir (Fredricks ve ark 2005). BVABI ve BVAB3 ise BV igin yiiksek
ozgillik gostermelerine ragmen (>%96), BV’li hastalarin az bir kisminda
belirlenmistir. Arastiricilar, genellikle birlikte bulunmalar1 dolayisi ile BVABI1
ve BVAB3’iin her ikisinin birden tespitinin, BV tanis1 i¢in kullanilan testlerin
performansini artirmadigini gormiislerdir. Buna karsin BVAB1 ve BVAB2 veya
BVAB2 ve BVAB3’iin birlikte tespit edilmesinin, BV tanisinin duyarliligini
%80’in tstiine ¢ikarirken oOzgiilliigli degistirmedigini (>%92) bildirmislerdir

(Fredricks ve ark 2007).

1.3.7. Leptotrichia

Leptotrichia cinsi Fusobacteria subesi, Fusobacteriales takimi, Leptotrichiaceae
ailesine aittir. Leptotrichiaceae ailesi fakiiltatif veya zorunlu anaerob, hareketsiz
Gram negatif basildir. Karbonhidratlar: fermentleyerek laktik, asetik, formik veya
stiksinik asit tiretir. Bazi tiirleri iremek i¢in serum veya kana gereksinim duyar.
Insan agiz boslugu ve iirogenital kanalda bulunurlar. Baz: tiirleri patojeniktir ve
ozellikle bagisikligi baskilanmis kisilerin klinik &rneklerinden soyutlanabilir.
Leptotrichia, Sneathia, Streptobacillus ve Sebaldella cinsleri Leptotrichiaceae

ailesi igerisinde yer alir (Hanff ve ark 1995).

Leptotrichia 0.5-3.0 x 5-15 um biiyiikligiinde, diiz veya kivrik, uglar1 yuvarlak
olarak sonlanabilen hareketsiz, Gram negatif basildir. Genellikle ciftler, zincirler

veya ayrik filamentler seklinde goriiliir. Dallanma gostermez, lobut olusturmaz.
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[k izolasyon igin anaerobik kosullar gerekse de subkiiltiirleri, %5-10 CO;
varliginda aerotoleran olarak iireyebilir. Optimal {ireme i¢in 35-37°C 1s1ya ve pH
7.0-7.4 degerlerine ihtiya¢ duyar. Kolonileri 2-3 mm biiyiikliigiinde, hemolizsiz,
diizgiin, konveks, renksizdir. Glikozu fermentleyerek laktik asit {iretir. Hidrojen
stilfiir ve indol iiretmez. Nitrat1 indirgeyemez. Birincil habitatlar1 insanlarin agiz
boslugudur. Ureogenital alanda da bulunur. DNA G+C icerikleri %25-29
mol’diir (Hanff ve ark 1995).

Leptotrichia tiirleri i¢inde biyokimyasal reaksiyonlar ve hiicresel yag asiti icerigi
bakimindan farkliliklar goriilebilir. En iyi bilinen iiyesi Leptotrichia buccalis, ilk
kez 1939°da Thjétta tarafindan Fusobacterium nucleatum ile iligkili Gram negatif
bir bakteri olarak tanimlanmistir. Daha sonra Lactobacillus cinsi ile iliskili Gram
pozitif bir bakteri oldugu diisiiniilse de 1969°da elektron mikroskoptaki bakteri
duvar yapisinin ve endotoksin irettiginin gosterilmesi ile Gram negatif bir
bakteri oldugu kesinlik kazanmistir. Glikoz fermentasyon {riinii olarak baglica
laktik asit Giretmesi ve 16S rRNA sekans analizi Leptotrichia’yr Fusobacterium
gibi ¢ok yakin iligkili diger cinslerden ayirir. L. buccalis 1995’e kadar tanimlanan
tek tiirdiir. Leptotrichia sanguinegens olarak bilinen yakin akrabasi 2001 yilinda
Sneathia cinsine Sneathia sanguinegens olarak transfer edilmistir (Collins ve ark
2001).

Vajinal sivida Leptotrichia varliginin gosterilmesi BV tanisi igin yiiksek
ozgiilliige sahiptir (Fredricks ve ark 2005).

1.3.8. Sneathia

Sneathia pleomorfizm ve filamanli yapi sergileyebilir. Anaerobik olmasina
ragmen, baz1 suslar CO2’li ortamda zayif iireme gosterebilir. Glikozu
fermentleyerek laktik, formik ve az miktarda asetik asit tiretir. Riboz ve maltozu
kullanamaz. Ureme 35-37°C’de serum veya kan varliginda gerceklesir. Katalaz
ve oksidaz negatiftir. Eskiilin ve hippurati hidrolize eder, nisastayr hidrolize
edemez. Indol iiretemez. Voges-Proskauer testleri negatiftir. Nitrati

indirgeyemez. DNA G+C igerikleri %22-25 mol’diir (Harwich ve ark 2012).
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Hanff ve ark.(1995) postpartum atesi olan dort obstetri hastasinin, iki
yenidoganin ve 100 yasindaki bir kadin hastanin kan kiiltiirlerinden olagan dis1
Gram negatif bir basil izole ettigini raporlamistir. Arastiricilar zor iireyen bu
bakterinin Leptotrichia cinsine mensup L. sanguinegens oldugu diistinmiistiir.
Collins ve ark.(2001) amniyotik sividan ve kandan benzer suslar izole etmistir.
Ancak fenotipik ve filogenetik 6zellikleri g6z oniinde tutuldugunda bu izolatlarin
L. sanguinegens ile ayni oldugunu ve Sneathia adli yeni bir cinsin altinda
Sneathia sanguinegens olarak adlandirilmalarini 6nermistir (Collins ve ark 2001).
S. sanguinegens hiicre morfolojisi, lireme gereksinimleri ve biyokimyasal profili
ile kolayca tanimlanabilir. Beta glukorunidaz aktivitesinin olmasi ile
Streptobacillus moniliformis’ten; kimotripsin ve prolin arilamidaz tiretmesi ile S.
sanguinegens’ten; {iremek ig¢in serum veya kana ihtiyag duymasi, beta
glikorunidaz iiretmesi, alfa glikozidaz ve beta glikozidaza sahip olmamasi ile L.

buccalis’ten ayrilir (Collins ve ark 2001).
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2. GEREC ve YONTEM

2.1. Orneklerin Toplanmasi

Bu ¢alismada Ocak-Haziran 2014 tarihleri arasinda, Konya ilinde, ilk akim idrar
ornekleri iiretra siiriintiisiinii temsilen (Dong ve ark 2011) 150 saglikli erkek
gontlliiden toplandi. Yaslar1 18-60 arasinda degisen goniilliilere idrar 6neklerini
nasil verecekleri sozlii olarak ayrintili bir sekilde anlatildi. Biitliin goniilliilerden
sozlii ve yazili onamlar1 alindi. Cinsel iliski ve genel saglik durumlarini
sorgulayan kisa bir anket formu uygulandi. Idrar miktar1 az olanlar (<20 ml), son
bir ay i¢inde 3 giinden fazla antibiyotik kullananlar, herhangi bir iiriner sistem
patolojisi ve infeksiyonu olanlar ¢aligma dis1 birakildi. Onam ve anket formlari

ekler bolimiinde verildi.

2.2. Kiiltir

Orneklere patojen bakteri iiremesini degerlendirmek i¢in konvansiyonel kiiltiir
yontemi uygulandi. On dakika igerisinde %35 koyun kanli agar (Biomerieux,
Fransa) ve Eosin Methylen Blue (EMB) agara kalibre 6ze ile ¢izgi ekimleri
yapildi. Besiyerleri 35°C’de aerobik ortamda inkiibasyona birakildi. 18-24 saat

sonra iireme agisindan degerlendirildi.

2.3. Gram Boyma

Idrar 6rnekleri, kiiltiir ekimleri yapildiktan sonra Gram yontemi ile boyandi.
Steril pastor pipeti ile idrar Orne8inden bir damla, lam iizerine birakilip
kurutuldu. Ayni1 6rnek, lizerine tekrar bir damla idrar damlatilarak kurutuldu ve
alevden gecirilerek tespit edildi. Ardindan PreviColor Gram Boyama Cihazinda

(Biomerieux, Fransa) boyanarak 151k mikroskobunda degerlendirildi.
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2.4. Orneklerin Saklanmasi

Idrar 6rnekleri, kiiltiir ekimi ve Gram boyamalar1 yapildiktan sonra 15 ml’lik

steril falkon tiiplerine alindi. DNA izolasyonu yapilana kadar -80°C’de saklandi.

2.5. DNA izolasyonu

Derin dondurucuda saklanan idrar 6rnekleri oda 1sisma getirildi. Ornekler 4000

rpm’de 15 dakika santrifiij edildi ve siipernatant pipetlenerek atildi. Dipteki

¢okelti bir miktar idrar ile resiispanse edildi. Santrifiijleme islemi 13000 rpm’de

10 dakika tekrarlandi. Uzerine %20’lik lizozim ¢dzeltisinden 200 ul eklenerek

vortekslendi ve 37°C’de bir saat inkiibasyona birakildi. Inkiibasyondan sonra

ticari bir DNA izolasyon kiti (Qiagen, Almanya) kullanilarak iiretici firma

Onerileri dogrultusunda izolasyon islemi asagidaki sekilde yapildi:

1. Idrar ¢okeltisi-lizozim igerigine 180 ul ATL soliisyonu ve 20 ul proteinaz K
eklendi.

2. Vorteks ve kisa spin isleminden sonra 56°C’de 1-3 saat inkiibe edildi.
Inkiibasyon siiresince yarim saat araliklarla vorteksleme islemi yapildi.

3. Inkiibasyon tamamlandiktan sonra drnekler vortekslendi ve kisa spin yapild.

4. Uzerine 200 ul AL soliisyonu eklendi, vorteks ve ardindan kisa spin yapilarak

70°C’de 10 dak. inkiibe edildi.

Inkiibasyondan sonra iizerine 200 pl etanol eklendi.

Cozeltiler 2 ml hacimli tiip i¢ine yerlestirilmis spin kolonlara aktarildi.

Spin kolonlar 8000 rpm’de bir dakika santrifiij edildi.

Spin kolonlarn tiipleri degistirildi.

© 0 N o O

Uzerlerine 500 pl AW-1 soliisyonu eklendi.

10. 8000 rpm’de bir dakika santrifiij edildi.

11. Spin kolonlar yeni tiipleri degistirildi.

12. AW-2 soliisyonundan 500 pl eklendi.

13. 14000 rpm’de li¢ dakika santrifiij edildi.

14. Spin kolonlar temiz tiiplere aktarilarak iizerlerine 200 pl AE soliisyonu
eklendi.

15. Oda 1s1sinda bes dakika bekletildi.
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16.8000 rpm’de bir dakika santrifiij edildikten sonra DNA’nin ependorf
tiiplerinde AE soliisyonu iginde ¢ézlinmesi saglandi.

17. DNA ornekleri 100 ul olacak sekilde iki kisma ayrilarak PCR islemi
uygulanincaya kadar -20°C’de saklandi.

2.6. PCR Miksinin Hazirlanmasi

PCR c¢alismasinda bakteri 16S rRNA Bac27F, EUB338R-I primeri, BV ile iligkili
12 bakterinin tiir diizeyindeki (L. crispatus, L. jensenii, L. gasserii, L. iners, G.
vaginalis, A. vaginae, BVAB1, BVAB2, BVAB3, M. mulieris, P. lacrimalis,
Megasphaera tip 1) ve bes bakterinin cins diizeyindeki primerleri (Lactobacillus
spp., Peptoniphilus spp., Prevotella spp., Leptotrichia/Sneathia spp. ve
Corynebacterium spp.,) dizayn ettirildi (Metabion, Almanya). Bu primer dizileri

ve baz ¢ifti (bp) uzunluklar1 Cizelge 2.6.1.’de verildi.
Idrar &rneklerinden izole edilen DNA i¢in PCR miksi (Nanohelix, Giiney Kore)

hazirland1 (Cizelge 2.6.2). Toplam hacim 50 pl olacak sekilde 37 ul su ve 3 pl
DNA eklendi. Ardindan PCR islemi uygulandi.
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Cizelge 2.6.1.

Hedef bakterilere ait primer dizileri

ve amplikon

biiyiikliikleri.
Hedef Primer Sekans (5'-3") Amp | Kaynak
likon
biiyii
kliig
i
(bp)
Bakteri ortak gen Bac27F AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 312 (Ling ve ark
bolgesi EUB338R-I GCTGCCTCCCGTAGGAGT 2010)
Lactobacillus spp LactoF TGGAAACAGRTGCTAATACCG 232 (Byun ve ark
LactoR GTCCATTGTGGAAGATTCCC 2004)
L.crispatus L.crisp-452F CTTTGTATCTCTACAAATGGCACTA 571 (Fredricks ve
L.crisp-1023R ACAGGGGTAGTAACTGACCTTTG ark 2007)
L. iners L.iners-453F ACAGGGGTAGTAACTGACCTTTG 569 (Fredricks ve
L.iners-1022R ATCTAATCTCTTAGACTGGCTATG ark 2007)
L. jensenii LjensF AAGTCGAGCGAGCTTGCCTATAGA 162 (Tamrakar ve
LjensR CTTCTTTCATGCGAAAGTAGC ark 2007)
L. gasseri LgassF AGCGAGCTTGCCTAGATGAATTTG 190 (Tamrakar ve
LgassR TCTTTTAAACTCTAGACATGCGTC ark 2007)
G. vaginalis G.vag 644F GGGCGGGCTAGAGTGCA 207 (Fredricks ve
G.vag 851R GAACCCGTGGAATGGGCC ark 2007)
A.vaginae Atop-442F GCAGGGACGAGGCCGCAA 575 (Fredricks ve
Atop-1017R GTGTTTCCACTGCTTCACCTAA ark 2007)
BVAB1 BVAB1-1019F GTATATTTTCTACGGAACACAGG 261 (Fredricks ve
BVAB1-1280R TTTGCTCCGGATCGCTCCTT ark 2007)
BVAB2 BVAB2-619F TTAACCTTGGGGTTCATTACAA 405 (Fredricks ve
BVAB2-1024R AATTCAGTCTCCTGAATCGTCAGA ark 2007)
BVAB3 BVAB3-999F TGCTTCGCCTCGCGACGTC 279 (Fredricks ve
BVAB3-1278R AACTGCTTGGCTCGAGATTATC ark 2007)
Leptotrichia/Sneathia | Lepto-395F CAATTCTGTGTGTGTGAAGAAG 251 (Fredricks ve
Lepto-646R ACAGTTTTGTAGGCAAGCCTAT ark 2007)
Megasphaera tipl MegaE-456F GATGCCAACAGTATCCGTCCG 211 (Fredricks ve
MegaE-667R CCTCTCCGACACTCAAGTTCGA ark 2007)
M. mulieris Mobil-577F GCTCGTAGGTGGTTCGTCGC 449 (Fredricks ve
M.mulie-1026R CCACACCATCTCTGGCATG ark 2007)
Peptoniphilus spp Pepton-1003F GACCGGTATAGAGATATACCCT 181 (Fredricks ve
Pepton-1184R CACCTTCCTCCGATTTATCATC ark 2007)
P. lacrimalis Ee';gﬁs’l%'zR AAGAGACGAACTTAGAGATAAGTTTT | 181 z(;&eg&%s ve
CACCTTCCTCCGATTTATCATC
Prevotella spp. PrevG1-468F 369 (Fredricks ve
PrevG1-857R GTCCCTTATTGCATGTACCATAC ark 2007)
GCCGCTAACACTAGGTGCTA
Corynebacterium spp. | Cory52F 1427 | (Tanner ve
Cory1479R GAACGCTGSCGGCGTGCTTA AC ark 1999)

TTGTTACRRCTTCGTCCCAATCGCC
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Cizelge 2.6.2. PCR miksi icin kullanilan malzemeler ve miktarlari.

Malzeme 1 6rnek icin
10X Taq Buffer Soliisyonu 5ul
dNTP 1 ul
PrimerF (10 pmol) 1 ul
PrimerR (10 pmol) Iyl

5X Tune Up Soliisyonu 2ul
ddH20 37 ul
Taq Polimeraz (2 1U) 0.5 ul
DNA 3ul
TOPLAM 50 pl

2.7. PCR Yontemi

Hedef bakterilere yonelik PCR islemi 1s1 dongii cihazinda (Labcycler, Almanya)
Cizelge 2.7.1.,2.7.2.,2.7.3. ve 2.7.4’teki protokole gore calisildi.

Cizelge 2.7.1. A. vaginae, BVAB1, BVAB2, BVABS3, Eggerthella-benzeri
bakteri, L. iners, Leptotrichia/Sneathia, Megasphaera tip 1, Peptoniphilus

spp, P. lacrimalis ve Prevotella i¢cin yapilan PCR islemine ait 1s11 dongii

diyagram.
Basamak Dongii Sayisi Sicaklik Siire
Baslangic 1 95°C 10 dk
Denatiirasyonu
Denatiirasyon 95°C
9 ° 30 sn
Baglanma 40 55°C
Uzama 72°C
Son Uzama 1 72°C 7 dk
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Cizelge 2.7.2. G. vaginalis ve M. mulieris icin PCR islemine ait 1s1l dongii

diyagramu.
Basamak Dongii Sayisi Sicakhik Siire
Baslangue 1 95°C 10 dk
Denatiirasyonu
Denatiirasyon 95°C

- 5 30 sn
Baglanma 40 62°C
Uzama 72°C
Son Uzama 1 72°C 7 dk

Cizelge 2.7.3. L.crispatus i¢cin PCR islemine ait 1s11 dongii diyagram.

Basamak Dongii Sayisi Sicaklik Siire
Baslangi¢ 1 95°C 10 dk
Denatiirasyonu

Denatiirasyon 95°C 30
Baglanma 40 54°C 3N
Uzama 72°C

Son Uzama 1 72°C 7dk

Cizelge 2.7.4. Bakteri 16S rRNA primeri,
Lactobacillus spp., L. jensenii ve L. gasseri i¢cin PCR islemine ait 1s1l dongii

Corynebacterium

diyagram.

Basamak Dongii Sayisi Sicaklik Siire
Baslangic 1 95°C 10 dk
Denatiirasyonu

Denatiirasyon 95°C 15sn
Baglanma 40 61°C 1 dk
Uzama 72°C

Son Uzama 1 72°C 7 dk
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2.8. Jelde Yiiriitme

Hedef bakterilere ait PCR {iriinleri asagida agiklandigi sekilde hazirlanan jelde
yiiriitiilerek UV altinda goriintiilendi.

2.8.1. TBE (Tris-borate-EDTA=0.5X) Hazirlama

-10.8 gr Tris base (Sigma, Fransa)

-5.5 gr Borik asit (Sigma, Fransa)

-0.744 gr EDTA (Merck, Almanya)

-1000 ml ultra saf su

Yukaridaki maddeler magnetik karistiricida kaynatmadan 1sitilip karistirilak 1000
ml 1X TBE elde edildi. 1000 ml 1X TBE, 1000 ml ultra saf su ile tekrar
karistirilarak 2000 ml 0.5X TBE elde edildi.

2.8.2. Jel Hazirlama

Jel 0.5X TBE ile %1’lik olarak hazirland1. Yiiritme tankinin tamamai i¢in 200 ml
0.5X TBE igine 2 gr agaroz (Biomax, Almanya) eklenerek karistirildi. Agaroz ve
TBE karigimi mikrodalga firinda kaynatmamaya dikkat edilerek eritildi. El
yakmayacak dereceye kadar sogutulduktan sonra 10 pul SYBR Green (Sigma-
Aldrich, ABD) eklendi. Hazir hale getirdigimiz jel kalibina hava kabarcigi
olusturmayacak sekilde dokiildii. Jel donduktan sonra kaliptan c¢ikarilarak

yiirlitme tankina yerlestirildi.

2.8.3. Loading Dye Hazirlama ve Jele Yerlestirilmesi

Derin dondurucuda (-20°C) saklanan stok 6XLoading Dye 1/5 oraninda
sulandirildr. iki pl PCR iiriinii ile 4pl 1/5’lik 6XLoading Dye ile karistirilarak
jeldeki yiirtitme kuyucuklarina pipetlendi. Marker olarak 100 bp DNA (Thermo
Scientific, Litvanya) kullanildi. PCR iirinii 120 Volt akim altinda iki saat

yuriitiildii.
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2.8.4. Jelde Yiiriiyen DNA’larin Goriintiilenmesi

DNA bantlar1 UV 1sik altinda GelLogic Imaging System (Kodak, ABD)
kullanilarak goriintiilendi. Pozitif PCR iirliniiniin karsisina denk gelen ve

molekiiler standart ile uyumlu baz g¢iftine sahip 6rneklerin pozitif oldugu kabul
edildi.

2.9. istatiksel Analiz

L. crispatus, L. jensenii, L. gasserii, L. iners, G. vaginalis, A. vaginae, BVAB1,
BVAB2, BVAB3, M. mulieris, Peptoniphilus spp., P. lacrimalis, Megasphaera
tipl, Leptotrichia/Sneathia, Corynebacterium spp., Provetella G1 ve Latobacillus

spp.’nin erkek tliretrasindaki prevalanslari yiizde olarak hesaplandi.

En yiiksek prevalansa sahip Peptoniphilus spp., G. vaginalis, L. iners, ve A.
vaginae bakterilerinin cinsel iliski durumu ile iliskisi ve birlikte pozitif
saptanmalarinin istatistiksel olarak anlamli olup olmadig1 ki-kare bagimsizlik
testi ile analiz edildi. Ayrica sorgulanan diger degiskenler ile bu doért bakterinin

iliskisi lojistik regresyon analizi ile degerlendirildi.

Idrarlarda belirlenen bakteri sayisi ile cinsel iliski durumu arasindaki iliski Mann-

Withney U testi ile analiz edildi.

Analizlerde istatistiki anlamlilik diizeyi p<0.05 olarak kabul edildi.

2.10. Etik Kurul Onay1

“Erkek {iretrasinda Bakteriyel Vaginozis ile liskili Bakterilerin Tanimlanmas:”
adli uzmanlik tez projesi, Selguk Universitesi Girisimsel Olmayan Etik Kurulu
2013/277 sayili karar sonucu onaylanmistir ve Selguk Universitesi Bilimsel

Aragtirmalar Projeler Koordinatorliigli tarafindan 13102035 sayili karar ile

desteklenmistir.
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3.

BULGULAR

Yiiz elli goniillii uygulanan anket formuna gore degerlendirildikten sonra, 36 kisi
calisma dis1 birakildi. 114 goniilliiye ait idrar 6rnegi DNA izolasyonu ve PCR

icin ¢aligmaya alindi.

Yaglar1 19-60 arasinda degisen gonitlliilerin yas ortalamasi 29,38; modu 22;
median degeri 29 idi. Goniillilerin 49’u (%43) cinsel iliski bakimindan
deneyimsiz, 65’1 (%57) deneyimliydi. Elli besi (%48) evli, 59°u (%52) bekardi.
Altmis ti¢ kisi (%55.3) sigara kullanmiyor, 51 kisi (%44.7) sigara kullantyordu.

Goniilliilerin tamamu stinnetliydi.

Omneklerin higbirinin Gram boyamasinda 16kosit ve bakteri goriilmedi ve

kiiltiirlerin higbirinde patojen bakteri tiremesi olmadi.

Yiiz on dort goniilliiniin idrar 6rneginde PCR ile en az bir, en fazla alt1 bakteri
belirlendi (Cizelge 3.1.). Cinsel iliskide hi¢ bulunmamis bireylerde tespit edilen
ortalama bakteri sayist 2.1; cinsel iligkide bulunmus kisilerde tespit edilen
ortalama bakteri sayisi ise 2.7 idi. Yapilan Mann-Withney U testine gore bu iki
grup arasinda istatistiksel olarak anlamli fark saptandi (p=0.008).

Cizelge 3.1. Idrar 6rneklerinde belirlenen bakteri sayisimin ve cinsel iliski

durumuna gore yiizdeleri.

Saptanan Cinsel iliski Cinsel iliski Toplam n (%)
bakteri sayisi Deneyimsiz n (%) Deneyimli n(%)

1 11 (22.4) 5(7.7) 16 (14.0)

2 24 (49.0) 25 (38.5) 49 (43.0)

3 9 (18.4) 25 (38.5) 34 (29.8)

4 5(10.2) 5(7.7) 10 (8.8)

5 0 2 (3.0) 2 (1.8)

6 0 3 (4.6) 3(2.6)
Toplam 49 (43.0) 65 (57.0) 114(100)
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Idrar &rneklerinde bakterilerin en siktan en aza dogru prevalanslar1 Lactobacillus
spp. (%88.6), Peptoniphilus spp. (%53.5), L. iners (%51.8), G.vaginalis (%50.8),
A. vaginae (%20.2), Corynebacterium spp. (%17.5), L. jensenii, Prevotella
(%6.1), BVAB2 (%3.5), L. crispatus, L. gasseri, Megasphaera tipl (%1.8),
BVABS3, Leptotrichia/Sneathia, M. mulieris (%0.9) seklinde belirlendi (Cizelge
3.2). BVABL ve P. lacrimalis ise hi¢ saptanmadi.

ww 1000 bp

v .

™ 500 bp

B R e T el e B R S e e e e e e 232 bp

100 bp

Sekil 3.1. Lactobacillus spp.’ye ait PCR sonuglarinin Gel Logic 200 Imaging System
goriintiisii (¢calismamizdan)

Orneklerin 101’inde Latobacillus spp. belirlendi (Cizelge 3.3.). Lactobacillus
spp. belirlenen 101 goniilliiden 59’unda (%58.4) L. iners saptanirken 42’sinde
(%41.6) tespit edilmedi. Bu goniillillerde diger bakterilerin prevalanst G.
vaginalis 24/42 (%57), Peptoniphilus spp. 22/42 (%52), Corynebacterium spp.
11/42 (%26), A. vaginae 7/42 (%17), BVAB2 2/42 (%5), L. jensenii, L.
crispatus, BVAB3, Prevotella, M. mulieris 1/42 (%2) olarak belirlendi.
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Cizelge 3.2. Idrar 6rneklerinde belirlenen bakterilerin sikhg.

Tespit edilen bakteri n (%)
Lactobacillus spp. 101 (88.6)
Peptoniphilus spp. 61 (53.5)

L. iners 59 (51.8)
G. vaginalis 58 (50.9)
A.vaginae 23 (20.2)
Corynebacterium spp. 20 (17.5)
L. jensenii 7(6.1)
Prevotella 7(6.1)
BVAB?2 4 (3.5)
L. crispatus 2 (1.8)
L. gasseri 2 (1.8)
Megasphaera tipl 2(1.8)
BVAB3 1(0.9)
Leptotrichia/Sneathia 1 (%0.9)
M. mulieris 1 (%0.9)
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Sekil 3.2. Lactobacillus iners’e ait PCR sonuclarinin Gel Logic 200 Imaging System
goriintiisii (¢alismamizdan).

e
SRR LT

Sekil 3.3. Atopobium vaginae’ye ait PCR sonuglarinin Gel Logic 200 Imaging
System goriintiisii (¢aligmamizdan).

W WS 207 bp | -
-—

Sekil 3.4. Sekil 3.2. Gardnerella vaginalis’e ait PCR sonuglarinin Gel Logic 200
Imaging System goriintiisii (¢alismamizdan).
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Cizelge 3.3. Toplam 101 Lactobacillus spp.’nin diger bakterilerle birliktelikleri.

Lactobacillus spp. ve diger bakteriler n (%)
Lactobacillus spp. (tek basina) 4 (4.0)
Lac.spp, L. iners 6 (5.9)
Lac.spp, L. iners, A. vaginae 2 (2.0)
Lac.spp, L. iners, A. vaginae, G. vaginalis 5 (5.0)
Lac.spp, L. iners, A. vaginae, G. vaginalis, Peptoniphilus 2 (2.0)
spp.

Lac.spp, L. iners, A. vaginae, G. vaginalis, Peptoniphilus 1(1.0)
spp., BVAB2, Prevotella

Lac.spp, L. iners, A. vaginae, G. vaginalis, Prevotella, 1(1.0)
Megasphaeral, Corynebacterium spp.

Lac.spp, L. iners, Corynebacterium spp. 2 (2.0)
Lac.spp, L. iners, G. vaginalis 6 (5.9)
Lac.spp, L. iners, G. vaginalis, Peptoniphilus spp. 7 (6.9)
Lac.spp, L. iners, G. vaginalis, Peptoniphilus spp., 1(1.0)
Corynebacterium spp.

Lac.spp, L. iners, G. vaginalis, Peptoniphilus spp., 1(1.0)
Prevotella

Lac.spp, L. iners, G. vaginalis, Prevotella, Megasphaeral 1(1.0)
Lac.spp, L. iners, L. crispatus, G. vaginalis 1(1.0)
Lac.spp, L. iners, L. gasseri 1(1.0)
Lac.spp, L. iners, L. jensenii, A. vaginae, G. vaginalis, 2 (2.0)
Peptoniphilus spp.

Lac.spp, L. iners, L. jensenii, G. vaginalis 1(1.0)
Lac.spp, L. iners, L. jensenii, L. gasseri 1(1.0)
Lac.spp, L. iners, L. jensenii, Peptoniphilus spp. 2 (2.0)
Lac.spp, L. iners, Peptoniphilus spp. 12 (11.9)
Lac.spp, L. iners, Peptoniphilus spp., Corynebacterium 2 (2.0
spp.

Lac.spp, L. jensenii, Peptoniphilus spp. 1(1.0)
Lac.spp, L. crispatus, A. vaginae, Peptoniphilus spp. 1(1.0)
Lac.spp, Peptoniphilus spp. 5 (5.0)
Lac.spp, Peptoniphilus spp., BVAB2, Corynebacterium 1(1.0)
spp.

Lac.spp, Peptoniphilus spp., Corynebacterium spp. 5(5.0)
Lac.spp., G. vaginalis 1(1.0)
Lac.spp, A. vaginae 1(1.0)
Lac.spp, A. vaginae, G. vaginalis, 2 (2.0)
Lac.spp, A. vaginae, G. vaginalis, BVAB2 1(1.0)
Lac.spp, A. vaginae, G. vaginalis, Peptoniphilus spp. 2 (2.0)
Lac.spp, A. vaginae, G. vaginalis, Peptoniphilus spp., 1(1.0)
Prevotella, Corynebacterium spp.

Lac.spp, BVAB2 1(1.0)
Lac.spp, Corynebacterium spp. 1(1.0)
Lac.spp, G. vaginalis 7 (6.9)
Lac.spp, G. vaginalis, Corynebacterium spp. 2 (2.0)
Lac.spp, G. vaginalis, Peptoniphilus spp. 6 (5.9)
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Lac.spp, G. vaginalis, Peptoniphilus spp., BVAB3 1(1.0)
Lac.spp, G. vaginalis, Peptoniphilus spp., 1(1.0)
Corynebacterium spp., M. mulieris

Yiiz on dort goniilliden 13’tinde ise Lactobacillus spp. saptanmadi (%11.4).
Lactobacillus spp. saptanan goniilliillerde toplam bakteri sayisi, Lactobacillus spp.
saptanmayanlara gore ¢ok daha fazlaydi (p=0.001). Lactobacillus spp.

saptanmayan goniilliilerde diger bakterilerin yiizdeleri Cizelge 3.4’te verilmistir.

Cizelge 3.4. Lactobacillus spp. saptanmayan orneklerde belirlenen diger
bakteriler.

Bakteriler n (%)
G. vaginalis, Peptoniphilus 3(23.1)
Peptoniphilus spp. 3(23.1)
Prevotella, Corynebacterium spp. 1(7.7)
A.vaginae, Corynebacterium spp. 1(7.7)
Peptoniphilus spp., Corynebacterium spp. 1(7.7)
Leptotrichia/Sneathia 1(7.7)
A.vaginae, G. vaginalis 1(7.7)
G. vaginalis 1(7.7)
A. vaginae, Peptoniphilus spp. 1(7.7)
TOPLAM 13 (100)

En sik saptanan L. iners, Peptoniphilus spp., G. vaginalis ve A. vaginae ile cinsel

iliski arasinda anlaml iligki saptanmadi (p>0.5) (Cizelge 3.5).

Cizelge 3.5. Cinsel iliski durumuna gore L. iners, Peptoniphilus spp., G.
vaginalis, A. vaginae ve Prevotella’in goriilme sikliklari.

BYV ile iliskili bakteri Cinsel iliski Cinsel iliski
deneyimli (n=65) | deneyimsiz (n=49) (%)
(%)
L. iners 38 (58.5) 21 (42.9)
G. vaginalis 38 (58.5) 20 (40.8)
Peptoniphilus spp. 37 (56.9) 24 (49.0)
A.vaginae 15 (23.1) 8 (16.3)

Cinsel iligski durumu ile L. iners, G. vaginalis, A.vaginae ve Peptoniphilus spp.
arasinda ve L. iners, G. vaginalis, A.vaginae ve Peptoniphilus spp.’nin kendi

aralarinda istatistiksel olarak anlamli bir iligski olup olmadig1 ki-kare bagimsizlik
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testi ile analiz edildi. Cinsel iliski ile L. iners (p=0.194), A. vaginae (p=0.514), G.
vaginalis (p=0.094) ve Peptoniphilus spp. (p=0.514) arrasinda anlamli bir iliski
saptanmadi. Ayica A. vaginae ve G. vaginalis disinda, bu bakterilerin
birliktelikleri arasinda da herhangi bir anlamli iliski goriilmedi (L. iners ve A.
vaginae i¢in p=0.709, L. iners ve G. vaginalis i¢in p=0.997, L. iners ve
Peptoniphilus spp. i¢in p=0.841, A.vaginae ve Peptoniphilus spp i¢in p=0.189, G.
vaginalis ve Peptoniphilus i¢in p=341). A. vaginae ve G. vaginalis’in birlikte
bulunmalar ise ki-kare testi sonucu istatistiksel olarak anlamliydi (p=0.024). Bu
sonuca goére A. vaginae saptanan bireylerin saptanmayan bireylere gore G.

vaginalis belirlenme olasilig1 3.45 kat daha fazla bulundu.
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Grafik 3.1. Cinsel iliski durumuna gore L. iners, Peptoniphilus spp., G.

vaginalis, A. vaginae ve Prevotella’nin goriilme yiizdeleri.

Mann-Withney U testine gore istatistiksel olarak anlamli bir degere ulasmasa da
G. vaginalis (p=0.068) ve A. vaginae’nin (p=0.06) artan yasla beraber gériilme
sikliklarinin arttig1 tespit edildi. L. iners ve Peptoniphilus spp. ile yas arasinda

anlaml bir iliski saptanmadi (p=346, p=356).

Ayrica anlamli bir degere ulagmamasina ragmen sigara i¢enlerde G. vaginalis

(p=0.067) ve A. vaginae (p=0.077) bulunma sikliginin daha fazla oldugu goriildi.
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4. TARTISMA

Insan viicuduna ait mikrobiyota ile konak ekosistemi siki sikiya iliskilidir ve
karsilikl1 bir etkilesim s6z konusudur (Van Tyne ve Gilmore 2014). Mikrobiyota,
kolonizasyon direncinin yani sira metabolizma, bagisiklik sisteminin uyarilmasi
ve epitel hiicrelerinin biiyiime ve gelisme islevlerinde rol oynar (Van Tyne ve
Gilmore 2014). Erkek genital kanal mikrobiyotasi, her ne kadar barsaklarda
oldugu kadar yiiksek bir bakteri kitlesine sahip olmasa bile ayni gorevleri
istlenir. Mikroorganizmalar, bagisiklik yetmezligi, altta yatan hastalik durumlari
ve disbiyozis gibi durumlarda kendi mukozal alanlarindan diger alanlara yer
degistirebilir. Bunun sonucunda ise firsat¢1 infeksiyonlara yol acabilirler
(Quigley 2013, Brussow 2014, Bustos Fernandez ve ark 2014, Nibali ve ark
2014).

Uretra hem idrarin hem de semenin gegisini saglayan bir kanaldir. Bu nedenle
erkeklerde iiriner sistem ve genital sistemi birbirinden ayr1 diistinmek
olanaksizdir. Cinsel aktivite sirasinda semen basta olmak iizere diger viicut
stvilar1 i1le kommensal ve patojen mikroorganizmalarin asendan ve desendan

olarak kadm ile erkek tiirogenital kanallari arasinda taginmasi miimkiindiir

(Kendall ve Karafin 1969).

Erkek trogenital kanalimin mikroflorast ile 1ilgili az sayida arastirma
bulunmaktadir. Bu aragtirmalar 2000 yilindan once yapilmis kiiltiire dayali
calismalardir ve daha cok {iretritli hastalarla kontrol gruplarini i¢ine almaktadir.
Bu nedenle erkek tirogenital kanalinda yer alan kommensal bakteriler hakkindaki
bilgiler son yillara kadar kiiltiirlerde tireyenlerle sinirli kalmistir (Bowie ve ark
1977, Bowie ve ark 1977, Willen ve ark 1996, Mazuecos ve ark 1998, Bradshaw
ve ark 2006).

Koronal sulkus bolgesinin mikroflorasi ile ilgili ¢alismalar daha ¢cok balanopostit
etiyolojisini arastirmaya yonelik kiiltiir yontemine dayali arastirmalardir veya
stinnetin HIV, HSV ve HPV gibi patojenlerin bulasim1 nasil etkiledigine
yoneliktir (Kinghorn ve ark 1982, Masfari ve ark 1983, Moss 1983, Burdge ve
ark 1986, Tobian ve ark 2009, Giuliano ve ark 2011, Larke ve ark 2011, Rositch
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ve ark 2014, Tobian ve ark 2014). Uretra ile ilgili calismalarin ise, daha ¢ok
cinsel yolla bulagan bakteriler ile ilgili yine kiiltire dayali ¢aligmalar oldugu
goriilmektedir (Geizer 1970, Dunlop ve ark 1972, Bollgren ve Winberg 1976,
Alani ve ark 1977, latsukha ve ark 1978, Holst ve ark 1984, Soffer ve ark 1990,
Jensen ve ark 1996). Hem iiretra hem de KS, cinsel iligki sirasinda yabanci
mikroorganizmalarin girisine agik bolgelerdir. Ayni zamanda bu iki bolge aerob,
anaerob ve mikroaerofil bakterilerin yasamasmma uygun bir ortam da
saglamaktadir (Bollgren ve Winberg 1976, Bowie ve ark 1977, Nelson ve ark
2012).

Yenidogan idrarlarinda Lactobacillus’un siklikla belirlenmesi, Lactobacillus
kolonizasyonunun vertikal olabilecegini diisiindiirmektedir (Lee ve ark 2009).
Bakteriyel vaginozis ile iligkili oldugu bilinen ve normal vajen mikroflorasinda
yer alan Atopobium, Megasphaera, Mobiluncus, Prevotella, Gardnerella ve
Clostridium gibi ¢ogunlugu anaerop bakteri cinslerinin (Fredricks ve ark 2005),
cinsel deneyimi olmayan katilimcilarin {irogenital bélgelerinde saptanmast,
vajende yer alan bircok bakteri cinsinin erkek {iiretrasinda da kolonize oldugunu
gostermektedir (Price ve ark 2010, Dong ve ark 2011, Nelson ve ark 2012). Diger
taraftan Leptotrichia/Sneathia, Mycoplasma ve Ureaplasma gibi BV ile iliskili
baz1 bakterilerin sadece cinsel aktif katilimcilarda belirlenmesi nedeniyle, cinsel
iligkinin iirogenital mikrobiyota yapisin1 degistirebilecegi iddia edilmistir

(Nelson ve ark 2010, Nelson ve ark 2012, Manhart ve ark 2013).

Ureme ¢agindaki kadmlarda BV en sik goriilen genital infeksiyondur. Bakteri
hedefli PCR yontemi kullanarak saglikli erkek firetrasinda BV ile iliskili
bakterilerin varligimin tiir diizeyinde saptanmasi sonucu BV etiyopatogenezi ve
erkek tretra mikroflorasinin aydinlatilmasina katki saglanmasi amaclanan
calismamizda Lactobacillus spp. en sik belirlenen bakteri olmustur (%8&8.6).
Bowie ve ark.(1977) kiiltir yontemini kullandiklar1 calismalarinda saglikli
kontrollerin iiretralarindan Lactobacillus spp.’yi %82 oraninda izole etmislerdir.
Bizim g¢alismamizda Lactobacillus spp. pozitif 6rneklerin %58.4’{inde L. iners
saptanmustir (biitiin 6rneklerin %51.8°1). L. crispatus, L. jensenii ve L. gasseri,
Lactobacillus spp. pozitif 6rneklerde daha az siklikla (%2, %7 ve %2) karsimiza

cikmistir. Calismamizdaki bu oranlar Nelson ve ark.(2012)’nin pirosekanslama
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yontemini kullandiklart molekiiler temelli ¢alisma ile de uyumludur. Arastiricilar
erkek tretrasinda saptadiklari Lactobacillus spp.’nin neredeyse tamaminin L.
iners oldugunu belirlemislerdir (Nelson ve ark 2012). Pek ¢ok mikrobiyolojik
tanida altin standard olan kiiltiir yontemi son derece kiymetli olmasina ragmen
niikleik asit tespit yontemleri daha duyarlidir. Her ne kadar farkli yontemlerle
yapilan calismalarin sonuglarint karsilastirmak dogru olmasa da, literatiirde
kullandigimiz yontemle yapilan ¢alismalar bildigimiz kadariyla ¢ok nadir oldugu

i¢in bu tiirden kiyaslama kagiilmaz olmustur.

Uretranin Lactobacillus tiirlerince kolonizasyonu uzun zamandir bilinmektedir.
Erkek tirogenital kanalinda yer alan laktobasillerin kadindakine benzer sekilde
yabanci mikroorganizmalara karst koruyucu olabilecegi diistinilmektedir
(Spurbeck ve Arvidson 2008, 2010, Dong ve ark 2011). Gonokokal ve
nongonokokal {iretritli hastalarin {iretralarinda Lactobacillus spp.’nin, saglikli
kontrollere gore oldukca diisiik soyutlanmasi (p<0.0001) bu diisiinceyi
desteklemektedir (Bowie ve ark 1977). Benzer sekilde Dong ve ark.(2011), 16S
rRNA sekanslama yontemi ile saglikli katilimcilarin idrar ve {iretral striintii
orneklerinde Lactobacillus’un en sik goriilen bakteri cinsi oldugunu, cinsel yolla
bulagan hastaliklardan birine sahip katilimcilarin 6rneklerinde ise Lactobacillus
sitkligimin ~ oldukg¢a  azaldigim1  saptamigslardir.  Arastiricilar,  kadinlarda
Lactobacillus’un CYBH’ya kars1 koruyucu olmasindan (Spurbeck ve Arvidson
2008) ve BV’nin CYBH’ya yatkinlik olusturmasindan (Schwebke ve Desmond
2005) yola ¢ikarak, Lactobacillus ve Leptotrichia/Sneathia gibi BV ile iligkili
bakterilerin erkeklerde de CYBH edinme riskinde etkili olabilecegini one

stirmiislerdir (Dong ve ark 2010, Manhart ve ark 2013).

Calismamizda saglikli katilimcilarin  %11.4’tinde Lactobacillus spp. tespit
edilmemistir. Bu idrar 6rneklerinden birinde BV tanisinda yiliksek o6zgiilliik ve
duyarliliga sahip Leptotrichia/Sneathia (Fredricks ve ark 2007) tek basina
saptanmistir. Lactobacillus spp. saptanmayan orneklerde en sik belirlenen
bakteriler Peptoniphilus spp., G. vaginalis ve A. vaginae olmustur. Genel olarak
Lactobacillus spp. negatif 6rneklerde saptanan toplam bakteri tiirii de disiik

saptanmistir. Lactobacillus spp. tespit edilmeyen &rneklerde 1-3 bakteri tiirii
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(ortalama 1.7); Lactobacillus spp. saptananlarda ise 1-6 bakteri tiirii (ortalama
2.6) belirlenmistir (p=0.001).

Calismamizda Peptoniphilus spp., Lactobacillus spp.’den sonra ikinci en sik
belirlenen bakteri olmustur (%53.5). Anaerop bir bakteri olan Peptoniphilus spp.,
KS orneklerinde yiiksek oranda (13/17) belirlenen bakterilerdendir (Nelson ve
ark 2012). Ancak idrarda pirosekanslama yoOntemi ile saptanan major bakteri
cinsleri arasinda yer almamaktadir (Nelson ve ark 2012). Calismamiza katilan
gonillilerin tamami siinnetlidir. Bu nedenle cilt kontaminasyonu olma ihtimali
distiktiir. Ayrica Peptoniphilus spp., vajen orneklerinde en sik belirlenen
bakterilerden biridir (Fredricks ve ark 2007).

Calismamizda G. vaginalis %50.8 oraninda saptanmistir. Bowie ve ark. (1977)
caligmalarinda, kontrol grubunda G. vaginalis’i kiiltiir yontemi ile %58 oraninda
izole etmistir. Diger taraftan Nelson ve ark.(2012) pirosekanslama yontemi ile
daha az oranda G. vaginalis tespit etmislerdir (%27.7, 5/18). Ancak Nelson ve
ark.(2012)’nin ¢alisma popiilasyonun olduk¢a kiiciik oldugu g6z Oniinde

tutulmalidir.

Bakteriyel vaginozis patogenezinden tek basina sorumlu tutulan bir bakteri heniiz
belirlenememistir. Bu alanda yapilan ¢alismalar BV’nin polimikrobiyal ve
kompleks yapisina isaret etmektedir. Bununla beraber, tarihsel siireci boyunca
BV etiyolojisinden en sik sorumlu tutulan bakteri G. vaginalis olmustur
(Turovskiy ve ark 2011). Bakteriyel vaginozisteki ipucu hiicrelerini olusturan
biyofilm yapisinin major bileseni G. vaginalis’tir (Harwich ve ark 2010). Saglikli
kadinlarin vajen mikroflorasinda da kolonize oldugu i¢in G. vaginalis’in, BV
tanisindaki 6zgiilliigii distiktiir (Fredricks ve ark 2007). Buna karsin, BV tanisi
alan hemen her kadinda belirlenmesi nedeniyle G. vaginalis’in BV tanisindaki

duyarliligi oldukga yiiksektir (Mikamo ve ark 2000).

Son yillardaki PCR temelli yontemler, BV ile iligkili vajen mikroflorasinin daha
1yl tamimlanmasini saglamistir. Bu sayede daha dnce geleneksel kiiltiir yontemleri
ile belirlenemeyen yeni bakteri tiirleri tanimlanmigtir. Bu bakteriler arasindan en

dikkat ¢ekeni, BV ile iligkili oldugu farkli caligma gruplar1 tarafindan bildirilen
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A. vaginae’dir (Verhelst ve ark 2004, Menard ve ark 2008, Haggerty ve ark
2009). Calismamizda A. vaginae %20.8 oraninda saptanmustir. Kantitatif PCR
yontemiyle yapilan bir ¢alismada erkek iiretrasinda Atopobium spp. %8.1
oraninda bildirilmistir (Manhart ve ark 2013). A. vaginae, Nelson ve ark.(2010)
tarafindan CYBH pozitif hastalarin idrarinda pirosekanslama yontemi ile 5/8
(%62.5) oraninda belirlenmis, 11 kisilik saglikli grupta ise tespit edilmemistir.
Prevalans belirtmemekle birlikte, saglikli kontrollerin idrar ve iiretral siiriintii
orneklerinde Atopobium varligi baska ¢alismalarda da bildirilmistir (Dong ve ark
2011). Saglikli kadinlarda G. vaginalis ve A. vaginae’nin belirlenmesi, bu iki
bakterinin saglikli vajenin asidik pH’sina dayanikli olduklarinin kanitidir.
Saglikli ve BV’li kadinlarin vajinal Orneklerini aragtiran farkli c¢alisma
gruplar1 G. vaginalis ve A. vaginae’nin genellikle birlikte bulunduklarin
belirlemigler ve bu birlikteligin istatistiksel olarak anlamli oldugunu
saptamiglardir (Trama ve ark 2008, Silva ve ark 2014). Ayrica A. vaginae, G.
vaginalis’e gore saglikli kadinlarda daha diisiik siklikta belirlenmesi nedeniyle

BV tanisinda G. vaginalis’ten daha 6zgiildiir (Menard ve ark 2008).

A. vaginae ve G. vaginalis birlikteliginin rekiiren BV ve anormal vajen florasi
ile; yiiksek bakteri yiiklerinin de preterm eylemle iliskili oldugu bildirilmistir
(Bradshaw ve ark 2006, Bretelle ve ark 2014). BV patogenezinde 6nemli yeri
olan biyofilm yapisini ¢ogunlukla G. vaginalis ve A. vaginae olusturmaktadir
(Swidsinski ve ark 2008, McMillan ve ark 2011, Marconi ve ark 2013). A.
vaginae, G. vaginalis olmadan nadiren belirlenmektedir. Bu da bu iKki

mikroorganizma arasinda sinerji olabilecegini gostermektedir (Bradshaw ve ark
2006).

Bu bilgiler g6z onilinde tutuldugunda, uygun sartlar olustugu zaman, G.
vaginalis ve A. vaginae’nin birlikte, diger anaerob bakterilerin BV’ye zemin
hazirlayacak sekilde ¢ogalmalarini sagladigi diisiiniilebilir. Calismamizda 114
idrar 6rneginden 58’inde G. vaginalis, 23’iinde A. vaginae saptanmistir. On yedi
ornekte G. vaginalis ve A. vaginae birlikte belirlenmistir (%73.9). G. vaginalis ve

A. vaginae’nin birlikte bulunmasi istatistiksel olarak anlamli bulunmustur
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(p=0.024). Calismamiz, erkek iiretrasinda bu birlikteligin bildigimiz kadartyla ilk

kez gosterilmesi bakimindan 6nem tagimaktadir.

Son yillarda rRNA sekanslamaya dayanan yontemlerin gelismesiyle kadin ve
erkek tirogenital kanalinda yer alan mikroorganizmalarin saglikli ve patolojik
kosullardaki filogenetik ¢esitliligi ortaya konmustur. Mikrobiyota yapisi bireyler
arasinda cins ve tiir diizeyinde biiyiik farkliliklar gostermesine ragmen, kadin ve
erkek tirogenital kanalinda siklikla tespit edilen Actinobacteria ve Bacteroidetes
subelerinin BV ile ¢ok siki bir iligkisi oldugu artik bilinmektedir (Ling ve ark
2010). Bazi bakterilerin tek basina veya baska bakterilerle birlikte BV’ nin
mitkemmel belirtecleri oldugu  gosterilmistir. Bu  bakteriler arasinda
Megasphaera, Leptotrichia/Sneathia, Eggerthella-benzeri bakteri, BVAB2 ve
BVAB3 sayilabilir (Fredricks ve ark 2005, Lamont ve ark 2011, Fethers ve ark
2012).

Calismamizda saglikli erkeklerin iiretralarinda BV’ye 6zgiilliigli ¢cok yiiksek olan
BVAB2 %3.5, Megasphaera tipl %1.7, BVAB3 ve Leptotrichia/Sneathia %0.9
oranlarinda belirlenmistir. BVAB1 ve P. lacrimalis ise hi¢ saptanmamuistir.
Bakteriyel vaginozis olgularinda siklikla karsimiza ¢ikan fakat BV’ye ozgilligii

daha diisiik olan M. mulieris %0.9 olarak tespit edilmistir.

Manhart ve ark. (2013) bakteri hedefli kantitatif PCR yontemini kullandiklari
caligmalarinda saglikli kontrollerde Leptotrichia/Sneathia spp. sikligini %5.9,
tretritli hastalarda %15.6 (p=0.03); BVAB2 sikligim1 %1 ve %4.5 (p=0.15)
oranlarinda belirlemislerdir. BVAB3 ve Megasphaera’yr yalnizca iretritli
hastalarda ve nadiren (%0.8 ve %0.4) saptamiglardir. Bazi 6rneklerde
Leptotrichia/Sneathia ve Atopobium spp.’yi diger bakteriler olmaksizin
belirlemislerdir (16/30 ve 7/30). BVAB2, BVAB3 ve Megasphaera spp., hi¢bir
ornekte tek basmma saptanmamig; bu ¢ BV ile iligkili  bakteri
Leptotrichia/Sneathia ile beraber saptanmistir. Ayrica Leptotrichia/Sneathia
pozitif 6rneklerin %77’sinde Atopobium spp. pozitif bulunmustur (Manhart ve
ark 2013). Nelson ve ark.(2010) CYBH pozitif sekiz hastanin tamaminda

pirosekanslama yontemiyle Sneathia tespit etmisler, saglikli kontrollerde
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Sneathia’ya rastlamamislardir. Bu nedenle Sneathia’min CYBH ile iligki

oldugunu 6ne stirmiiglerdir (Nelson ve ark 2010).

Bizim g¢alismamizda Leptotrichia/Sneathia tek bir idrar 6rneginde tek basina
pozitif olarak saptanmistir. BVAB2 dort idrar 6rneginde saptanmistir. Bu dort
Oornegin birinde BV’ye yiiksek oOzgiilliikte oldugu bildirilen bakteri
saptanmamustir. ki BVAB2 pozitif 6rnekte G. vaginalis ve A. vaginae birlikte
saptanmistir. BVAB2 pozitif son 6rnekte ise A. vaginae olmadan, G. vaginalis

pozitif bulunmustur.

Calismamizda Megasphaera saptanan iki idrar 6rneginde G. vaginalis ve A.
vaginae pozitif olarak saptanmistir. BVAB3, G. vaginalis ile birlikte
belirlenmistir. Ancak saptanan bakterilerin ¢ok nadir olmasindan dolay1

istatistiksel analiz yapilamamustir.

Manhart ve ark.(2013), Leptotrichia/Sneathia spp., BVAB2, BVAB3, ve
Megasphaera spp. pozitif kisilerin NGU, klamidyal iiretrit veya gonokokal iiretrit
hikayelerinin olmas1 nedeniyle bu bakterilerin cinsel yolla bulasabilecegi one
stirmiigtiir.  Bizim ¢alismamizda BVAB2, BVAB3, Megasphaera tipl,
Leptotrichia/Sneathia ve M. mulieris tespit edilen katilimcilarin tamaminin cinsel
aktif kisiler oldugu belirlenmistir. Bakteriyel vaginozis i¢in oldukg¢a 06zgiil
belirte¢lerden (Fredricks ve ark 2007) biri olan BVAB2 pozitif dort katilimcidan
iclinilin, cinsel aktif olmalarina ragmen evli olmamalari, bu bakterinin ¢ok esli
cinsel iliski sonucu edinilebilecegi, dolayisiyla CYBH ile iligkili olabilecegi

ihtimalini akla getirmektedir.

Prevotella, Bowie ve ark. (1977)’nin kiiltiir temelli ¢alismalarinda %58 oraninda
saptanmigtir. Pirosekanslama temelli baska bir ¢alismada saglikli bireylerin
tretralarinda  en sik  belirlenen bakteriler arasinda Prevotella (siklik
gosterilmemistir) yer almasma (Dong ve ark 2011) ragmen bizim ¢alismamizda
%6.1 oraninda saptanmistir. Ancak ¢alismamizdaki Prevotella orani, Mazuecos
ve ark.(1998)’nin saglikli kontrollerdeki kiiltiirde izolasyon orami ile benzerdir
(saglikli kontrollerde %8.5, iiretritli hastalarda %20). Prevotella, Nelson ve ark.

(2010)’nin pirosekanslama temelli ¢aligmalarinda CYBH pozitif sekiz hastanin

48



tamaminda, 11 saglikli kontroliin ise sadece ikisinde (%18.2) saptamislar ve

Sneathia ile Prevotella arasinda gii¢lii bir pozitif iliski oldugunu savunmuslardir.

Calismamizda cilt mikroflorasinda yer alan Corynebacterium spp.’nin siklig
%17.5 olarak belirlenmistir. Mazuecos ve ark. (1998) kiiltiir yontemiyle kontrol
grubunun iiretra Orneklerinden %3; iretritli hastalarin iiretra 6rneklerinden %6
oraninda Corynebacterium spp. soyutlamiglardir. Dong ve ark.(2011) ise idrarin
iretral siirlintli  Ornekleri yerine kullanilip kullanilamayacagini arastirmak
amaciyla pirosekanslama yontemi ile bir calisma gerceklestirmislerdir. Bu
caligmada, tespit edilen bakteriler arasindan yalnizca Corynebacterium spp.’yi
tiretral siirlintii Orneklerine gore idrarda daha sik saptamislardir (p<0.001).
Aragtiricilar bunun nedenini cilt mikrofloras1 ile kontaminasyon olasiligina

baglamiglardir (Dong ve ark 2011).

Cinsel iliskinin iiretranin mikroflora yapisini nasil etkiledigi merak edilen ve hala
tartisilan bir konudur. Erkek iirogenital mikroflorasinin anlasilmasini sinirlayan
konulardan biri, cinsel iligkinin erkek ve kadin lirogenital kanal mikroflorasina
etkisi ile ilgili verilerin yetersiz olmasidir. Uretra orneklerinden soyutlanan
anaerobik mikroflora yapisinin cinsel iligki durumuna gore degistigi
gosterilmistir (Chambers ve ark 1987, Mazuecos ve ark 1998). Aerobik bakteri
profili ile cinsel iliski arasinda bir baglant1 saptanmamakla beraber Mycoplasma
ve Ureaplasma urealyticum’un, yalnizca cinsel aktif kisilerde pozitif oldugu
belirlenmistir (Chambers ve ark 1987). Uretrada cinsel iliski sonrasinda vajen
mikroflorasinda yer alan bakterilerin belirlenmesi, vajen mikroflorasinin iiretray1

kolonize etmesine, cinsel iligkinin araci oldugunu diisiindiirmektedir (Mazuecos

ve ark 1998).

Caligmamizda goniilliilerin %43’ cinsel deneyimi olmadigini belirtmistir. Cinsel
aktif kisilerin %84.6°s1 evli ve tek esli olduklarini beyan etmistir. Calismamizda
yer alan hicbir bakteri ile cinsel iligski arasinda iligski saptanmamistir (p>0.05).
Ancak anlamli olmasa da, cinsel aktif kisilerde bu bakterilerin sikliginin arttig1

belirlenmistir.
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Calismamizda 114 goniilliniin idrarlarinda en az bir ve en fazla alt1 bakteri tiirii
saptanmistir. Cinsel iliskide hi¢ bulunmamis katilimcilarda ortalama bakteri tiir
sayis1 2.2, cinsel iliskide bulunmus katilimcilarda ortalama bakteri tiir sayis1 ise
2.7 olarak tespit edilmistir. Cinsel aktif kisilerin iiretralarinda belirlenen toplam
bakteri tiir sayisi, cinsel aktif olmayanlar ile karsilagtirlldiginda anlaml

bulunmustur (p=0.008).

Ayrica idrar Orneklerinde bes ve altt bakteri tlirii saptanan goniilliilerin
tamaminin cinsel iligkide bulunmus otuzlu yaslardaki kisiler olmasi, yasla
beraber idrarda tespit edilen bakteri sayisinda artis oldugunu gostermektedir.
Bunun sebebi muhtemelen omiir boyu cinsel iliskide bulunma sikligindaki
kiimiilatif artistir. Benzer sekilde, G. vaginalis ve A. vaginae pozitifliginin yas ile
arttigr gozlemlense de, bu bakteriler ile artan yas arasinda iliski saptanmamistir

(G. vaginalis i¢in p=0.68, A. vaginae i¢in p=0.60).
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5. SONUC VE ONERILER

Calismamizda, yaglar1 19-60 arasinda degisen 114 saglikli erkek goniilliiniin
tiretrasinda Lactobacillus spp. %88.6, Peptoniphilus spp. %53.5, L. iners %51.8,
G.vaginalis %50.8, A. vaginae %20.2, Corynebacterium spp. %17.5, L. jensenii
%6.1, Prevotella G1 %6.1, BVAB2 %3.5, L. crispatus %1.8, L. gasseri %1.8,
Megasphaera tipl %1.8, BVAB3 %0.9, Leptotrichia/Sneathia %0.9, M. mulieris
9%0.9 olarak belirlenmistir. BVABI1 ve P. lacrimalis’e ise hig rastlanmamustir.

Her idrar 6rneginde en az bir en fazla bakteri saptanmistir. Cinsel iliskide hig
bulunmamis bireylerde tespit edilen ortalama bakteri sayist 2.1; cinsel iligkide
bulunmus kisilerde tespit edilen ortalama bakteri sayisi ise 2.7 olarak
belirlenmistir. Bu iki grup arasinda istatistiksel olarak fark elde

edilmistir.(p=0.008).

A. vaginae ve G. vaginalis disindaki bakteriler arasinda birlikte bulunma
acisindan herhangi bir anlamli iligski belirlenememistir. A. vaginae ve G.
vaginalis’in erkek fretrasinda birlikte bulunmalarinin anlamli oldugu tespit
edilmistir (p=0.024). Bakteriyel vaginozisli kadinlarin vajinal 6rneklerinde G.
vaginalis ve A. vaginae’nin birlikte bulunmalar1 da yapilan birgok aragtirmada
anlamli bulunmustur. Bu nedenle calismamiz, her ne kadar bir genelleme
yapilamayacak kadar kiigiik dlgekli olsa da, erkek iiretrasindaki bu birlikteligi
gostermesi bakimindan BV patogenezini aydinlatma konusunda yapilanlara ve

yapilacak olanlara kiigiik bir katki saglayacaktir.

Calismamizdaki katilimeilar arasinda cinsel deneyimde bulunmus ve bulunmamis
kisiler neredeyse yar1 yariya belirlenmistir. Cinsel aktif kisilerin neredeyse
tamam1 evli olup tek esli kisiler oldugu saptanmustir. Dolayisiyla caligma
poplilasyonumuzda birden fazla cinsel es, yeni cinsel es gibi BV risk
faktorlerinden birini tagiyan katilimci sayisi ¢ok diisiiktiir. Bu nedenle BV’nin
cinsel yolla bulasan bir hastalik olup olmadigini tespit edebilmek i¢in BV risk
faktorlerinden en az birine sahip kisilerin yeterli sayida oldugu daha genis

kapsamli ¢aligsmalara ihtiya¢ vardir.
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Erkek Uretrasinda Bakteriyel Vaginozis ile liskili Bakterilerin
Tammlanmasi
Ayse Riiveyda Ugur
Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dah
TIPTA UZMANLIK TEZi/Konya, 2015

Bakteriyel vaginozis, lireme ¢agindaki kadinlarda en yaygin vajinal hastaliktir. Etiyolojisi hala
netlik kazanmamakla beraber, vajende yer alan Lactobacillus tiirlerinin yerini bakteriyel
vaginozis ile iliskili kompleks anaerob bakteri topluluklarinin almasiyla ortaya ¢iktigi
diisiiniilmektedir. Insan vajeninde yer alan mikrobiyota (belli bir cevrede bulunan
mikroorganizmalarin tamami) kadin, dogum oncesi fetiis ve dogum sonrast yenidogan sagligini
olumsuz etkileyebilmektedir. Komplike olmast durumunda bakteriyel vaginozis, pelvik
inflamatuvar hastalik; erken dogum, diisilk dogum agirligi, postpartum endometrit gibi gebelik
komplikasyonlarina ve bunlara bagl olarak ciddi saglik sorunlarina ve biiylik bir ekonomik yiike
neden olabilmektedir. Bunlara ek olarak bakteriyel vaginozis, HIV ve diger cinsel yolla bulasan
hastaliklarin bulagma riskini de artirmaktadir.

Bakteriyel vaginoziste, mikrobiyota dengesinin laktobasillerden anaerob bakteriler lehine
kaymasina neden olan baglatict faktdr cinsel iliski midir? Ortak embriyolojik kaynaklari
nedeniyle erkek ve kadin iirogenital kanallarinin barindirdiklar: bakteri topluluklarinin da benzer
olmas1 sasirtici olmayacaktir. Calismamizda, erkek iretrasinda bakteriyel vaginozis ile iliskili
bakterilerin PCR yontemi ile arastirilmast ve bakteriyel vaginozis etiyolojisinin aydinlatilmasina
dolayl1 olarak katki saglanmasi amaglanmustir.

Calismamizda Ocak-Haziran 2014 tarihlerinde, Konya’da, 19-60 yaslarinda 114 saghkl erkek
goniilliden toplanan ilk akim idrar Orneklerinden bakteri DNA izolasyonu yapilmistir.
Lactobacillus spp., Lactobacillus crispatus, Lactobacillus iners, Lactobacillus jensenii,
Lactobacillus gasseri, Gardnerella vaginalis, Atopobium vaginae, Bacterial vaginosis associated
bacteriuml1,2,3,  Mobiluncus  mulieris,  Prevotella  spp,  Corynebacterium  spp.,
Leptotrichia/Sneathia, Peptoniphilus spp., Peptoniphilus lacrimalis, Eggerthella-benzeri bakteri
ve Megashaera tipl bakterilerine yonelik PCR yapilmustir. Erkek tiretrasinda en sik belirlenen
bakteriler Lactobacillus spp. (%88.6), Peptoniphilus spp. (%53.5), L. iners (%51.8), G. vaginalis
(%50.9), A. vaginae (%20.2) ve Corynebacterium spp. (14.9) olarak belirlenmistir. Bakterilerin
siklig1 ile cinsel iliski arasinda iligki belirlenememistir. G. vaginalis ile A. vaginae’nin birlikteligi
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur.

Bakteri hedefli PCR ile bu bakterilerin saglikli Tiirk erkeklerin iiretralarinda ne siklikla yer aldig1
belirlenmistir. Erkek iiretrasinda, bakteriyel vaginozis etiopatogenezinde 6nemli yerleri olan G.
vaginalis ve A. vaginae’nin birliktelikleri bildigimiz kadariyla ilk kez ¢alismamizda saptanmuistir.
Calismamiz, her ne kadar bir genelleme yapilamayacak kadar kiigiik Olgekli olsa da, erkek
iretrasindaki bu birlikteligi gostermesi bakimindan BV patogenezini aydinlatma konusunda
yapilanlara ve yapilacak olanlara kiiciik bir katki saglayacaktir.

Anahtar Kelimeler: Bakteriyel vaginozis, iiretra, Gardnerella vaginalis, Atopobium vaginae
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Summary

Identification of Bacterial VVaginosis-Associated Bacteria in Male Urethra

Bacterial vaginosis is the most common vaginal disorder in women of reproductive age. Altough
the etiology of bacterial vaginosis has yet to be determined, it is likely that bacterial vaginosis
represents a condition in which the Lactobacilli are replaced by high quantities of anaerobes. The
microbiota (The overall microorganisms in a certain environment) of human vagina can affect a
woman’s and her fetus’ health adversely. If complicated, bacterial vaginosis causes serious health
problems including pelvic inflammatory disease and adverse pregnancy outcomes such as
preterm delivery, low birth weight and post-partum endometritis. It also causes a big economic
burden because of its high recurrency and treatment resistancy rates. In addition, women suffering
from bacterial vaginosis are at an increased risk for acquisition of HIV and other sexually
transmitted infections.

Though bacterial vaginosis has been strongly linked to sexual behaviour, an endless controversy
over the sexual transmission of bacterial vaginosis remains elusive. Does sexual activity initiate a
transition in vaginal microflora from Lactobacilli to anaerobic bacteria? Since both male and
female urogenital tracts share a common embriyonic origin, harboring similar bacterial
communities would not be surprising. In our study, we aimed to investigate bacterial vaginosis
associated bacteria in male urethra by bacterium specific PCR assay and make an indirect
contribution to the etiology of bacterial vaginosis.

First-catch urine specimens, representative of urethral swabs, from 114 healthy male volunteers
were collected between January-June 2014, in Konya/Turkey. DNA was extracted from urine
specimens. Lactobacillus spp., Lactobacillus crispatus, Lactobacillus jensenii, Lactobacillus
gasseri, Lactobacillus iners, Gardnerella vaginalis, Atopobium vaginae, BVAB1, BVAB2,
BVAB3, Megasphaera type I, Prevotella spp. Mobiluncus mulieris, Corynebacterium spp.,
Leptotrichia/Sneathia, Peptoniphilus spp., Peptoniphilus lacrimalis, and Eggerthella-like
bacterium were investigated by species-specific PCR assay. The most common species were
Lactobacillus spp. (88.6%), Peptoniphilus spp. (53.5%), L. iners (51.8%), G. vaginalis (50.9%),
A. vaginae (20.2%) ve Corynebacterium spp. (14.9%) There was no significant relation between
any BV-associated bacterium and sexual exposure. The only significant difference was in the co-
occurrence of A. vaginae and G. vaginalis in the male urethra independently of sexual exposure.

In our study, prevalences of bacterial vaginosis associated bacteria in healty Turkish male
urerthra were determined. According to our knowledge, in our study, co-occurence of G.
vaginalis and A. vaginae in male urethra was detected for the first time. Although the study
population is too small for generalization of the results, this study will give inspiration to future
studies to elucidate etiology of bacterial vaginosis.

Key words: Bacterial vaginosis, urethra, Gardnerella vaginalis, Atopobium vaginae
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EKLER

EK. A-1: Onam Formu

Saymn Goniillii,

Vereceginiz ilk akim idrar 6rneginizde, bakteriyel vaginosisle (kadinlarda en
yaygin vajinal yakinma nedeni) iligkili baz1 bakteriler molekiiler bir yontem olan
PCR ile arastirilacak ve sonuglar tarafimizdan kaydedilerek yorumlanacaktir. Bu
calisma ile erkek iiretrasinda dogal olarak yer alan bakteri topluluklarinin
bakteriyel vaginosis ile bir iligkisinin olup olmadigi aydinlatilmaya c¢aligilacaktir.
Caligmaya alinmadan Once idrar 6rneginizin Gram boyama ve kiiltiir ekimi
gergeklestirilecektir.  Herhangi bir {iriner sistem infeksiyonu bulgusu
belirlendiginde vereceginiz telefon numarasi ile size ulasilacak ve tarafimizdan
bilgilendirileceksiniz. Bdyle bir durum s6z konusu oldugunda sizden alinan
ornek calisma disinda tutulacaktir.

Calismanin her asamasinda ¢alismayi terk etme hakkiniz bulunmaktadir.

Idrar verme islemi tarafinizdan gerceklestirilecek olup her hangi bir tibbi yan etki

ve saglik riski tagimamaktadir.

Ornek verilirken dikkat edilmesi gereken hususlar:

Idrar ¢ikis bolgesi sabunlu su veya dezenfektanli pamuk ile temizlenmelidir.
Steril idrar kabi en son agilmali ve kabin i¢ taraflarina kesinlikle
dokunulmamalidir.

[k akim idrar1 en az 20 ml olacak sekilde kabin i¢ine alinmalidir.

Ornek yarim saat iginde tarafimiza ulastirilmalidir. Gecikme durumunda idrar

ornegi buzdolabinda saklanmali ve buz akiisiiyle taginmalidir.

66



EK. A-2: Onam Formu

Goniilliiniin onam aciklamasi:

Doktorum bana islem ile ilgili gerekli agiklamalar1 yapti.islemden 6nce ve sonra
dikkat etmem gereken hususlart anladim.
Islemde elde edilen benimle ilgili tiim verilerin egitim amacl kullanilabilecegi
acgiklandi.
Doktorum tiim sorularimi anlayabilecegim bir bigimde yanitladi.
Islemimi uygulayacak kisiler hakkinda bilgi edindim.
Aklim bagimda ve kendimi karar verecek yeterlilikte goriiyorum.
Istemedigim taktirde isleme onam vermek zorunda olmadigimi ve/veya istedigim
asamada islemi durdurabilecegimi biliyorum.
Tarih/Saat
Ad, soyad, Imza
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EK. B: Anket Formu

Cinsiyet:

Yas:

Meslek:

Medeni durum:

*Evli * Bekar

Stinnet durumu:

*Evet *Hay1r

Sigara kullantyor musunuz?

*Hay1r *Glinde 1 paketten az *Gilinde 1 paketten fazla
Hayat boyunca cinsel iliski deneyiminiz oldu mu?

*Evet *Hayir

Size ulasabilecegimiz bir telefon numarasi:

Son 2 hafta i¢inde asagidaki sikayetlerden herhangi varsa liitfen isaretleyiniz:
a) Ates

b) Sik sik ve azar azar idrar yapma

c) Idrar yaparken agri, yanma, rahatsizlik hissi

d) Kasik agrisi

e) Kaotii kokulu idrar

f) Bulanik idrar

g) Kanli idrar

h) Bogiir agrist

Son 1 ay i¢inde antibiyotik kullandiniz mi1?

*Evet *Hay1r
Herhangi bir iiriner sistem hastaliginiz var mi1?

*Evet *Hay1r

Hekimin bilgilendirme konusmasina ait notlart:....................ccoeviiiiiiiininnnnn.

68



EK. C: Etik Kurul Raporu

T.C.
SELCUK UNIVERSITESI
TIP FAKULTESI DEKANLIGI

GIRISIMSEL OLMAYAN KLINIK ARASTIRMALAR ETIK KURULU
KARARLARI

Toplanti Sayisi: 12 Toplanti Tarihi : 03.09.2013

Karar Sayis1 2013/277 S.U. Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali
Ogretim Uyesi Prof.Dr. Emine Inci TUNCERin, “Erkek Uretrasinda Bakteriyel Vaginosis
ile Iliskili Bakterilerin Tanimlanmas1” baslikli arastirmasinin degerlendirilme talebi ile ilgili
22.08.2013 tarihli dilekgesi ve ekleri goriisiildii.

Yapilan inceleme ve goriismelerden sonra; Prof.Dr. Emine Inci TUNCER’in, “Erkek
Uretrasinda Bakteriyel Vaginosis ile Iliskili Bakterilerin Tanimlanmasi1” adli arastirmanin
kabuliine, TUBITAK veya BAP destegi alindiktan sonra protokoliin dosyaya ilave edilmek
izere Etik Kurul sekretaryasina teslim edilmesine oy birligi ile karar verildi.

ASLI GIBIDIR
03/09/2013

Mahmut KESIK
Sekreterya
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